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1  Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC)
stellen mit jahrlich 550.000 neu diagnostizierten Erkrankungen und 380.000 Todesféllen im Jahr die
sechs haufigste Krebserkrankung der Welt dar. Trotz intensiver Bemihungen konnte die 5 Jahres-
Uberlebensrate mit circa 55% in den letzten Jahrzehnten nicht wesentlich verbessert werden. Vor dem
Hintergrund einer wachsenden Bedeutung der Immuncheckpoint-Inhibition im Behandlungsspektrum
von Kopf-Hals-Tumorpatienten gewinnen immunologische Prozesse im Tumormikroenvironment
(TME) zunehmend an Bedeutung in der Kopf- und Hals-Onkologie. Trotz konstanter Verbesserung der
Analysemethoden fiir umfassende Untersuchungen des immunologischen TMEs in den letzten Jahren
bleibt die prognostische Relevanz der Zusammensetzung der Immunzellen im Tumormikromilieu von
Kopf-Hals-Krebs weitgehend unklar. Ursache hierfir ist eine Begrenzung der meisten Studien auf eine
oder eine kleine Untergruppe von Immunzellen und ein heterogenes Patientenkollektiv. In der
vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurden vor diesem Hintergrund 29 zelluldre und humorale
Immun-Biomarker basierend auf RNA Sequenzierungs-Daten des TCGA-Projekts (The Cancer
Genome Atlas) fur Kopf-Hals-Tumorpatienten (TCGA-HNSC) untersucht. Zur Validierung wurden die
sechs Zellpopulationen mit der hdchsten prognostischen Relevanz an einem eigenen HNSCC-
Patientenkollektiv validiert.

Das Gesamtuberleben (OS) der TCGA-HNSC Kohorte, die n=513 Kopf-Hals-Karzinom-Patienten
umfasst, wurde in Abhadngigkeit von 29 verschiedenen Immun-Biomarkern, darunter ein breites
Spektrum von Immunzell-Subpopulationen sowie Immun-Checkpoint-Rezeptoren und Zytokine unter
Verwendung eines RNAseq-Dekonvolutionsalgorithmus analysiert. Die signifikantesten Pradiktoren flr
das Uberleben der 29 Immunparameter wurden an einer separaten HNSCC-Patientenkohorte (n=101)
mittels Immunhistochemie semiquantitativ analysiert und mit dem Gesamtiiberleben korreliert. Im Zuge
der Validierung erfolgten die immunhistochemischen Farbungen mit Antikdrpern gerichtet gegen die
Immunmarker CD3 (T-Zellen), CD20+CXCR5 (naive B-Zellen), CD4+CXCR5 (T-follikulédre
Helferzellen), Foxp3 (Treg-Zellen) und CD68 (Makrophagen).

Die Gesamtimmunaktivitéat und -infiltration, gemessen durch den CYT- und ESTIMATE Immune Score
zeigte unabhangig ihrer Zusammensetzung keine signifikante Korrelation mit dem Gesamttiberleben der
Patienten in der TCGA-HNSC-Kohorte. Durch die Fokussierung auf einzelne Immunzell-
Subpopulationen konnte ein gesteigerter Gehalt an naiven B-Zellen (p=0,0006), follikularen T-
Helferzellen (p<0,0001), Makrophagen (p=0,0042), regulatorischen T-Zellen (p=0,0306), Lymphozyten
(p=0,0001) und zytotoxischen T-Zellen (p=0,0242) im Tumormikroenvironment als hochsignifikante
Préadiktoren fur ein verbessertes Patienteniiberleben identifiziert werden. Der immunhistochemische
Nachweis dieser Immunzellen in einer zweiten unabhéngigen Validierungskohorte von n=101 HNSCC-
Patienten konnte diese prognostische Relevanz fur follikulare T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen und

Lymphozyten bestétigen. In einer Multivarianzanalyse konnten tiber die Immunzellpopulationen hinaus



ein negativer HPV-Tumorstatus, sowie fortgeschrittene UICC-Stadien als zusatzliche prognostische
Biomarker identifiziert werden, die mit einem schlechten Outcome assoziiert waren. Die prognostischen
Analysen konnten weiterhin eine Tendenz zu einem verbesserten Gesamtiberleben im Falle einer
ausreichenden Vitamin-D-Versorgung der Patienten zeigen. Neben der prognostischen Bedeutsamkeit
des HPV-Tumorstatus konnte eine signifikante Korrelation der HPV-Positivitat mit einer verstarkten

Immunzellinfiltration durch naive B-Zellen gezeigt werden.

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit unterstreicht somit die prognostische Relevanz des
immunologischen Tumor microenvironment bei Kopf-Hals-Tumoren und zeigt, dass eine detaillierte
Analyse der Immunzellzusammensetzung und der Immunzellsubtypen notwendig ist, um valide
Ruckschliisse auf die Prognose der Patienten zu erhalten. Dabei zeigten Lymphozyten, zytotoxische T-
Zellen und follikulare T-Helferzellen auf der Grundlage unserer Daten die hdchste prognostische
Relevanz. Diese Ergebnisse motivieren zu weiteren Untersuchungen der spezifischen
Immunzellsubpopulationen als Pradiktoren fur die Prognose der betroffenen Patienten, sowie dartiber

hinaus als vielversprechende Ziele fiir neue immuntherapeutische Strategien.

Summary

Dealing with 550,000 new diseases and 380,000 deaths per year head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) is the sixth most common cancer worldwide. Despite intensive efforts, the 5-year survival
rate of approximately 55% has not been significantly improved in recent decades. Due to the increasing
value of immune checkpoint inhibition in the therapeutic management of head and neck squamous cell
carcinoma, immunological processes in the tumor microevironment (TME) are increasingly gaining
importance in the field of head and neck oncology. Though analytical methods for a comprehensive
analysis of the immunological TME have constantly improved and expanded over the past years the
prognostic relevance of immune cell composition in head and neck cancer TME largely remains
ambiguous with most studies focusing on one or a small subset of immune cells and a heterogenous
patient population. Therefore, in the present scientific work, 29 cellular and humoral immune
biomarkers based on RNA sequencing data of the TCGA atlas were analyzed. For validation, the six
cell populations with the highest prognostic relevance were validated in an own HNSCC patient

collective.

The overall survival (OS) of the TCGA-HNSC patient cohort comprising 513 head and neck cancer
patients was correlated with a total of 29 different immune metrics including a wide spectrum of immune
cell subpopulations as well as immune checkpoint receptors and cytokines using RNAseq based immune
deconvolution analyses. The most significant predictors of survival among these 29 immune metrics
were validated on a separate HNSCC patient cohort (n=101) using immunohistochemistry. The

immunohistochemical staining included antibodies against the immune marker: CD3 (T cells),
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CD20+CXCRS5 (naive B cells), CD4+CXCRS5 (T follicular helper cells), Foxp3 (Treg cells), and CD68

(macrophages).

Overall immune infiltration irrespective of immune cell composition showed no significant correlation
with the patients’ overall survival in the TCGA-HNSC cohort. However, when focusing on different
immune cell subpopulations, an increased level of naive B cells (p=0.0006), follicular T-helper cells
(p<0.0001), macrophages (p=0.0042), regulatory T cells (p=0.0306), lymphocytes (p=0.0001), and
cytotoxic T cells (p=0.0242) in the tumor microenvironment were identified as highly significant
predictors of improved patient survival. Using immunohistochemical detection of these immune cells
in a second independent validation cohort of n=101 HNSCC patients could confirm prognostic relevance
for follicular T helper cells, cytotoxic T cells and lymphocytes. In multivariate analysis, beyond immune
cell populations, HPV negativity and advanced UICC stages were identified as additional prognostic
biomarkers associated with poor outcome. The prognostic analyses could further show a tendency
towards improved overall survival in case of sufficient vitamin D supply of the patient. In addition to
the prognostic influence of HPV tumor status, HPV positivity could show a significant correlation to an

increased immune cell infiltration of naive B cells.

Therefore, our study highlights the prognostic relevance of immunological tumor environment in head
and neck cancer and demonstrates that a more detailed analysis of immune cell composition and immune
cell subtypes is necessary to get valid conclusions on patient outcome. Thereby, lymphocytes, cytotoxic
T cells, and follicular t helper cells showed the highest prognostic relevance based on our data, which
motivates to further investigations focusing on these specific immune cell subpopulations not only as

predictors of patient prognosis but also as promising targets of new immunotherapeutic strategies.



2  Einleitung
2.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf Hals Bereichs (HNSCCs)

Aufgrund zunehmender Fallzahlen und dauerhaft steigender Lebenserwartung werden
Krebserkrankungen als h&ufigste Todesursache des 21 Jahrhunderts erwartet. Mit etwa 18,1 Millionen
neuen Krebserkrankungen und daraus resultierenden 9,5 Millionen Todesfallen im Jahr 2018 kann diese
Tendenz verdeutlicht werden (BRAY et al., 2018). Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs
(,,head and neck squamous cell carcinoma®, HNSCC) stellen derzeit mit weltweit jahrlich 550.000 neu
diagnostizierten Patienten und 380.000 Toten im Jahr die sechs haufigste Krebserkrankung weltweit dar
(FERLAY et al., 2010) (MCDERMOTT, BOWLES, 2019). Mit einem 2 bis 4fach héheren Risiko
gegeniber Frauen sind vor allem Ménner von HNSCCs betroffen (MCDERMOTT, BOWLES, 2019).

Hauptrisikofaktoren fiir das Entstehen von HNSCCs stellen hierbei der chronischer Tabak- und/oder
Alkoholkonsum, sowie eine Infektion der oralen/pharyngealen Schleimhaut mit ,high risk* Humanen
Papillomviren (HR-HPV) der Genotypen 16 und 18 dar (SABATINI, CHIOCCA, 2020). Die Prognose
der Patienten wird maRgeblich durch verschiedene klinische, molekulare sowie pathologische Faktoren
wie dem Befall von Lymphknoten (ZATTERSTROM et al., 1991), dem Allgemeinzustand des Patienten
(DE CASSIA BRAGA RIBEIRO et al., 2003), der Tumorlokalisation (SNOW et al., 1977), dem HPV-
Tumorstatus (ANG et al., 2010), und dem UICC Stadium (POLANSKA et al., 2014) bestimmt. Zur
zeitlichen Einordnung der Prognose in Form des 5-Jahres-Uberlebens miissen die verschiedenen
Subtypen der HNSCC Tumore, wie beispielsweise das Mundhohlenkarzinom oder das
Pharynxkarzinom, sowie das VVorhandensein der schon oben genannten Risikofaktoren berticksichtigt
werden. Insgesamt liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate aller HNSCCs bei ca. 58 %, wobei signifikante
Schwankungen zwischen den einzelnen Subtypen zu erkennen sind (63% fur Oropharynxkarzinome,
59% fur Larynxkarzinome, 54% fir Mundhohlenkarzinome, 33% fiir Hypopharynxkarzinome) (DU et
al., 2019). Selbst ein erfolgreicher multimodaler Therapieansatz, der als Behandlungsmodalitaten bei
der Mehrzahl der Patienten eine operative Therapie, Radiatio und/oder Radiochemotherapie (RCT)
einschlielit, konnte Uber die letzten Jahrzehnte nicht zu einer signifikanten Verbesserung der Prognose
von HNSCC-Patienten fiihren (JOHNSON et al., 2020). Mehr als 50 % der Patienten erleiden, selbst
nach zundchst erfolgreicher Therapie, innerhalb von 5 Jahren nach Diagnose ein Rezidiv oder
entwickeln Fernmetastasen (ECONOMOPQOULOU et al., 2020). Vor diesem Hintergrund kénnen, trotz
noch geringer Ansprechraten von derzeit <25%, Immun-Checkpoint-Inhibitoren in Form von PD-1
Inhibitoren wie Pembrolizumab und Nivolumab als Meilenstein in der Therapie von HNSCCs
angesehen werden (BURTNESS et al., 2019; COHEN et al., 2019; FERRIS et al., 2016).

2.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region stellen die sechst haufigste Krebserkrankung weltweit
dar. Aufgrund steigender Fallzahlen wird eine Zunahme der Inzidenz bis 2030 um bis zu 30% (circa

1,08 Millionen neue Falle pro Jahr) erwartet (JOHNSON et al., 2020). In vielen L&ndern zeigt sich mit
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einem Verhdltnis von 2:1 eine hoéhere Inzidenz- und Mortalitatsrate bei Mé&nnern (SUN et al., 2022).
Ausgehend von unterschiedlichen Entstehungsmechanismen sind im globalen Kontext zudem deutliche
geographische Unterschiede in der Préavalenz von HNSCCs zu erkennen (CHAMOLI et al., 2021).
Hierbei tragen vor allem in Sud-Ost Asien und Australien der Konsum Karzinogen-enthaltender
Produkte zu einer erhhten Pravalenz bei, wohingegen in Europa und den Vereinigten Staaten steigende
Raten an oropharyngealen HPV-Infektionen die hohe Pravalenz mitbedingen (JOHNSON et al., 2020;
MEHANNA et al., 2013). Neben dem bereits erwahnten Alkohol- und Tabakkonsum gelten Infektionen
der oropharyngealen Schleimhaut mit Humanem Papillomaviren als Hauptrisikofaktoren der HNSCCs.
Weitere Risikofaktoren stellen eine schlechte Mundhygiene, nasopharyngeale Infektionen mit dem
Ebstein-Barr Virus, eine orale Infektion mit Candida albicans (ALNUAIMI et al., 2015), und in
ostasiatischen Populationen vermehrt das Kauen der Betelnuss dar (AMTHA et al., 2014; SUN et al.,
2022). Aufgrund des verbesserten Verstandnisses der Krankheitsatiologie ist vor allem beim
Oropharynkarzinom eine Einteilung in HPV-negative und HPV-positive Karzinome mdglich und fur
das klinische Management dieser Patienten bedeutsam. Hierbei sind neben der unterschiedlichen
Prognose, dem soziotkonomischen Profil und der klinischen Présentation der Patienten auch die
unterschiedlichen molekularen Profile der Tumoren dieser zwei Subgruppen zu beachten (LEEMANS
et al., 2018; SEIWERT et al., 2015; SUN et al., 2022). Im Falle HPV-negativer Tumore beruht die
Karzinogenese auf der Akkumulation genetischer und epigenetischer Verdnderungen in Genen, deren
kodierte Proteine in einer Vielzahl von Signalwegen wirken (siehe Abbildung 1). Diese Mutationen
verursachen durch die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und die Uberexpression von Proto-
Onkogenen eine erhéhte Teilungsrate von Tumorzellen und eine Metastasierung, was zu den typischen
krebsassoziierten Phanotypen fiihrt (HANAHAN, WEINBERG, 2011; LEEMANS et al., 2018; SUN et
al., 2022). Im Rahmen der Karzinogenese HPV-negativer HNSCCs kommt es in der Mehrzahl der Félle
zu Veranderungen des Transkriptsionsfaktors p53, wodurch die Funktion zur Hemmung des
Krebswachstums, zur Unterbrechung des Zellzyklus und zur Einleitung der Apoptose von Zellen gestort
wird (SUN et al., 2022). Der Verlust von CDKN2A in Kombination mit der haufig beobachteten
Amplifikation von Cyclin D1 (CCND1) sind weitere Modifikationen, die zur ungeplanten DNA-
Replikation beitragen und so die Karzinogenese unterstiitzen (LEEMANS et al., 2018). Weitere
Veranderungen konnen in der Angiogenese mit Mutationen des vascular endothelial growth factor
(VEGF) und des epidermal growth factor receptor (EGFR) als Grundlage der unkontrollierten
Zellvermehrung  und Metastasierung  von Kopf-Hals-Tumoren ~ gefunden  werden
(VASSILAKOPOULOU et al., 2015).
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Abbildung 1: Entstehung karzinogen-assozierter, HPV-negativer HNSCCs. Der Konsum der abgebildeten Risikofaktoren
gilt als primdrer Faktor zur Entstehung HPV-negativer Plattenepithelkarzinome der Kopf Hals Region. Vor allem Tabakrauch
und die darin enthaltenen karzinogenen polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe sowie Nitramine erhdhen das Risiko
fiir die Entstehung von HNSCCs deutlich. Durch die metabolische Aktivierung und die Entstehung reaktiver Metabolite kommt
es zu DNA-Schéden, die im Falle einer unvollstdndigen DNA-Reparatur zu Mutationen, Deletionen und Amplifikationen
fuhren koénnen. Die Akkumulation von Verdnderungen in wichtigen Tumorsupressorgenen, wie beispielsweise TP53,
CDKN2A, oder in bestimmten Signalwegen wie dem mTOR Signalweg, sind mit dem Beginn, dem Progress sowie der
schlechten Prognose HPV negativer HNSCCs assoziiert.(JOHNSON et al., 2020). (Abbildung aus (JOHNSON et al., 2020))

Trotz deutlichen geographischen Unterschieden, mit beispielsweise vergleichsweise hohem Anteil von
HPV-assoziierten HNSCCs in Siidamerika und Zentral-Ost- sowie Nordeuropa, ist ein allgemeiner
Anstieg HPV positiver HNSCCs (iber die letzten Jahrzehnte zu beobachten (CASTELLSAGUE et al.,
2016). Der Anteil HPV verursachter Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome stieg von 7,2% zwischen 1990
und 1994 auf 32,7% zwischen 2010 und 2012 (LEEMANS et al., 2018). Die Ursache hierfur sind
wahrscheinlich in Verédnderungen im Sexualverhalten der Bevolkerung zu suchen (D'SOUZA et al.,
2007). HPV positive HNSCCs sind hauptsachlich im Oropharynx lokalisiert. Unter allen HPV-Subtypen
verursacht der high-risk Subtyp HPV-16 mit 83% aller HPV assoziierten OPSCC (,,oropharyngeal
squamous cell carcinoma“ OPSCC) die meisten OPSCCs (LEEMANS et al., 2018). Im Gegensatz zu
HPV negativen HNSCCs basiert die Karzinogenese HPV positiver HNSCCs hauptséchlich auf
genetischen Verdnderungen durch die viralen Onkogene E6 und E7, die nach einer persistierenden
Infektion mit einem high risk HPV-Subtyp, wie HPV16 oder HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV 39,
HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59 und HPV68, eintreten kénnen (POWELL et al.,
2021; SABATINI, CHIOCCA, 2020). Nach Infektion der pharyngealen Schleimhaut und wahrend der
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Integration der HPV-DNA in das Wirtsgenom, kommt es haufig zu einem Abschneiden des negativen
Regulators der frihen, viralen Genexpression E2, wodurch die transkriptionelle Unterdriickung der
Onkogene E6 und E7 verhindert wird. (BERNARD et al., 1989; POWELL et al., 2021) Die Onkogene
E6 und E7 flihren Ober den Abbau von p53 und Rb Proteinen zur Umgehung von Zellzyklus-
Checkpoints, was eine karzinogene Transformation der infizierten Schleimhaut induziert (SABATINI,
CHIOCCA, 2020). Anzumerken ist jedoch, dass im Gegensatz zu HPV-negativen HNSCCs, bei denen
TP53 (das fur p53 kodiert) haufig deletiert oder mutiert ist, dieses Gen bei HPV-positiven HNSCCs
selten verandert ist, da p53 durch die Wirkung von E6 deutlich vermindert exprimiert wird (JOHNSON
et al., 2020). Veranschaulicht wird dieser Karzinogeneseprozess der HPV-assozierten HNSCCs in
Abbildung 2.
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Abbildung 2: HPV-Infektion von Epithelien in den Tonsillenkrypten und Entwicklung HPV-assoziierter HNSCCs.
(A) Tonsillenepithel in den Krypten an deren Basis besonders viele Stammzellen lokalisiert sind. Die Basalmembran ist durch
diverse Licken und Spalten gekennzeichnet durch die Lymphozyten in die Krypten eindringen und direkt mit fremden, externen
Antigenen interagieren kénnen. (B) Bei einer Infektion mit HPV ermdglicht die Beschaffenheit des Plattenepithels der Krypten
dem Virus Zugang zu Stammzellen, proliferierenden Basalzellen und der Basalmembran. Infiltrierende Immunzellen kommen
ebenfalls mit den Viruspartikeln in Kontakt. Im Falle einer produktiven Infektion werden verschiedene virale Gene und

Proteine wéahrend der verschiedenen Stadien der Epithelzelldifferenzierung induziert und/oder aktiviert, was in der Produktion
und Ausschiittung neuer Viruspartikel gipfelt. (C) Stammzellen oder proliferierende Basalzellen stellen Ursprungszellen fiir

HPV-positive HNSCCs dar. Die stabile Integration des viralen Genoms in das Wirtsgenom und die Wirkung der HPV-Proteine



E6 und E7 auf die zellul&ren p53- bzw. Rb-Proteine férdern die maligne Zelltransformation. Die Anh&ufung zusétzlicher
genetischer Verédnderungen ist notwendig, um eine vollstdndige Transformation einschlieRlich des Erwerbs von invasiven und
metastatischen Phanotypen zu bewirken. (JOHNSON et al., 2020) (Abbildung aus (JOHNSON et al., 2020)).

2.1.2 Diagnostik, Therapie und Prognose

Die Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals Region veranderte sich in den letzten
Jahrzehnten nicht wesentlich. Bei klinischem Verdacht auf ein HNSCC erfolgt die histopathologische
Sicherung der Verdachtsdiagnose im Rahmen einer sogenannten ,,Panendoskopie®
(Tracheobronchoskopie, Osophagogastroskopie, Mikrolaryngoskopie, Naso-/Oro-
/Hypopharyngoskopie) durch eine Probenentnahme, wobei die Panendoskopie dariiber hinaus der
Ausdehnungsbestimmung des Tumors sowie dem Ausschluss von Zweitmalignomen dient. Ergéanzend
mussen obligate Staging-Untersuchungen in Form einer CT- oder MRT-Bildgebung des Halses und des
Thorax sowie einer CT oder einer Sonographie des Oberbauchs durchgefiihrt werden (JOHNSON et al.,
2020). Die PET-CT wird, falls verfligbar, fir das Staging von Fernmetastasen bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenen Tumoren oder Lymphknotenbefall in den letzten Jahren bevorzugt eingesetzt und hat
besondere Bedeutung bei Patienten mit einem sog. CUP-Syndrom und Patienten, die mit einer priméren
Radiochemotherapie behandelt werden (PFISTER et al., 2020). Durch das verbesserte Verstandnis der
Tumordatiologie und dem Zuwachs HPV positiver HNSCCs, gilt die Bestimmung des HPV-Tumorstatus
als fester Bestandteil der Diagnostik, insbesondere bei OPSCCs. Deutlich wird dies in der
Berlicksichtigung des HPV-Tumorstatus in der achten Version der TNM-Klassifikation fir HNSCCs
(AMIN et al., 2017). Fur einen moglichst validen HPV-Nachweis sollten Methoden genutzt werden, die
zum Einen transkriptionsaktive Infektionen nachweisen, da eine voribergehende Infektion nicht
ausreicht, um ein Karzinom zu entwickeln (BEGUM et al., 2005) und zum Anderen eine
Ubereinstimmung mit Hochrisiko-HPV Subtypen erfolgen, da diese mit malignen Prozessen in
Verbindung gebracht werden (MARUR et al., 2010). Zur Bestimmung des HPV-Status stehen
zahlreiche Alternativen zur Verfiigung: PCR (HPV DNA Detektion), RT-PCR (E6 und E7 mRNA
Detektion), p16 Immunhistochemie, in—situ-Hybridisierung der HPVV-DNA (DNA-ISH), sowie in-situ-
Hybridisierung der RNA (RNA-ISH) (AUGUSTIN et al., 2020). Im Rahmen der verschiedenen
Testmdglichkeiten ist zu beachten, dass, laut Empfehlungen des College of American Pathologists,
immer eine Testung an Gewebeproben erfolgen sollte (LEWIS et al., 2018). Obwohl in den
Empfehlungen der WHO und der IARC (Weltgesundheitsorganisation/Internationale Agentur fir
Krebsforschung) eine In-situ-Hybridisierung und/oder PCR und/oder Anti-p16-Immunchemie im
Allgemeinen befurwortet werden (EL-NAGGAR et al., 2017), zeigen neue Studien, dass vor allem auch
der Kontext der Fragestellung die Art der HPV Testung beeinflussen sollte (KUHN et al., 2021). Im
Rahmen prognostischer Fragestellungen sei die alleinige Bestimmung von pl6 ausreichend,
wohingegen bei der Therapiestratifizierung ein direkter Nachweis von HPV-DNA hinzugefiigt werden
sollte (KUHN et al., 2021), um bei der zunehmend an Bedeutung gewinnenden Strategie der

Therapiedeeskalation bei HPV-assoziierten OPSCCs falsch-positive HPV-Testergebnisse unbedingt
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vermieden werden mussen. Neben der HPV- Tumorstatus Bestimmung erlangt die Untersuchung auf
EBV-DNA im Blutplasma der Patienten, im Rahmen der Diagnostik der seltenen
Nasopharynxkarzinome, einen immer groRer werdenden Stellenwert (JOHNSON et al., 2020).
Aufgrund der niedrigen Inzidenz dieser Tumorentitét in Europa ist die Bestimmung der EBV-DNA in
Deutschland aber von untergeordneter Bedeutung und nur in Einzelfallen relevant (MAHDAVIFAR et
al., 2016).

Die Therapie der Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region bestand viele Jahre aus einer
Kombination von primérer Operation, sowie in Abhangigkeit des Tumorstadiums, adjuvanter Radiatio
oder adjuvanter RCT mit platinhaltigen Chemotherapeutika, Taxanen und/oder Floururacil (SHIBATA
et al., 2021). Als Therapiealternativen stehen in friihen Stadien eine alleinige Radiatio und bei lokal
fortgeschrittenen Tumoren eine primére RCT zur Verfugung, mit in retrospektiven Studien annéhernd
gleich gutem Outcome der therapierten Patienten (LEE et al., 2020; MACHIELS et al., 2020). Trotz
dieser multimodalen und interdisziplindren therapeutischen Therapieregime konnte keine Verbesserung
der schlechten Prognose mit einem 5-Jahres-Uberleben von durchschnittlich 55% innerhalb der letzten
Jahrzehnte erzielt werden (GOEL et al., 2022). Im Zuge der Decodierung der molekularen Pathways in
der Entstehung von HNSCCs entstanden jedoch verschiedene Ansétze einer zielgerichteten Therapie,
auch ,targeted therapy* genannt (KOZAKIEWICZ, GRZYBOWSKA-SZATKOWSKA, 2018). Hierbei
sei vor allem der monoklonale Antikorper gegen das Transmembranprotein EGFR ,,Cetuximab®
genannt, der die durch EGFR ausgeldste Signalkaskade tber die Mitogen-aktivierte Proteinkinase und
den mTOR-Signalweg unterbindet und somit die Aktivierung bestimmter Gene zur Tumorentstehung
und Metastasierung im Zellkern verhindert (GOEL et al., 2022). Der klinische Benefit von Cetuximab
zeigt sich vor allem in Kombination mit einer Radiatio, bei der ein verbessertes Gesamtiiberleben sowie
ein verbessertes progressionsfreies Uberleben (progression free survival, PFS) verglichen mit einer
alleinigen Radiatio beobachtet wurde (BONNER et al., 2006; GOEL et al., 2022). Dennoch bleibt der
Einsatzbereich von Cetuximab auf wenige HNSCC-Patienten beschrankt, z.B. im palliativen Setting im
Rahmen des EXTREME-Protokolls (DE AZEVEDO et al., 2022) oder in der adjuvanten Therapie in
Kombination mit einer Bestrahlung bei eingeschranktem Allgemeinzustand und/oder schlechter
Nierenfunktion (MURARO et al., 2021). Die kirzlich publizierten Studien RTOG-1016 (GILLISON et
al., 2019) und DeESCALATE-HPV (MEHANNA et al., 2019) konnten zeigen, dass die Kombination
einer Radiatio mit Cetuximab in einem primar-kurativen Setting bei lokal fortgeschrittenen, HPV-
positiven OPSCCs bzgl. des Gesamtiiberlebens der klassischen Kombination aus Radiatio und Cisplatin
unterlegen ist, was zeigt, dass auch Cetuximab trotz des relevanten klinischen Nutzens in einzelnen
Fallen die Prognose der HNSCC-Patienten als Gesamtkollektiv vermutlich nicht wesentlich wird
verbessern kdnnen. Daneben stellt seit wenigen Jahren der Einsatz von Immuntherapeutika in Form von
Immuncheckpoint-Inhibitoren eine weitere therapeutische Option flir HNSCC-Patienten dar (MEl et al.,
2020) (BAUMAN et al., 2017). Das Verhindern einer Immunevasion durch Immune Checkpoint

Inhibition und der somit verbundenen Aktivierung einer wirksamen Immunantwort kann den Phanotyp



und die Funktion von Tumorzellen beeintrachtigen, bodsartige Zellen abtdten und eine adaptive
Immunantwort ausldsen (YU et al., 2022). Bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals Region sind die
PD1-Antikdrper Pembrolizumab und Nivolumab fir die Erst- und Zweitlinienbehandlung von Patienten
mit rezidivierendem und/oder metastasiertem HNSCC (RM-HNSCC) zugelassen (BURTNESS et al.,
2019; COHEN et al., 2019; FERRIS et al., 2016). Trotz des damit verbundenen Paradigmenwechsels in
der Therapie der HNSCCs und dem beobachteten klinischen Benefit (CILLO et al., 2020) wurden in
allen publizierten Phase-111-Studien und real-World-Daten der Therapie mit PD-1 Inhibitoren nur
Ansprechraten von unter 25%, sowie eine sich héaufig im Verlauf der Therapie ausbildende
Therapieresistenz beobachtet (BAUML et al., 2019). Valide préadiktive Biomarker zu identifizieren, die
das Ansprechen auf die sehr kostenintensive Checkpoint-Inhibitor-Therapie vorhersagen kénnen und so
eine zielgerichtetere Therapie ermdglichen, sind daher eine der zentralen Herausforderungen in der
immun-onkologischen Forschung.

Die Prognose der Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region héngt wesentlich von verschiedenen
histopathologischen und klinischen Faktoren ab. Hierbei zeigen HPV-positive Tumore eine signifikant
verbesserte Prognose (MAGNES et al., 2021). Ein durch vermehrte Infiltration von CD4+ und
aktivierten CD8+ T-Zellen, sowie einer verminderten Anzahl von regulatorischen T-Zellen
gekennzeichnetes Tumor microenviorenment (TME) trdgt hierbei entscheidend zu dem verbesserten
GesamtUberleben bei (LECHNER et al., 2019). Die Veranderung des TMEs HPV-positiver HNSCCs
fuhrt zu einer verbesserten Ansprechrate von Checkpoint Inhibitoren, was sich in der KEYNOTE-012
Studie, zur Untersuchung von vorbehandelten, und rezidivierten/metastasierten HNSCCs mit
Pembrolizumab, in Gesamtansprechraten von 24 % bei Patienten mit pl6-positiver Erkrankung
gegentiiber 16 % bei Patienten mit p16-negativen Tumoren widerspiegelt (MAGNES et al., 2021). Neben
der komplexen Mutationslandschaft der HNSCCs zeigt das Tumor Microenvironment der Kopf-Hals
Karzinome einen malgeblichen Einfluss auf die Prognose der Patienten (MANDAL et al., 2016). Die
Zusammensetzung des TMEs, sowie das Ausmal der Immuninfiltration und -aktivierung unterscheidet
sich je nach Kklinischen und genetischen Merkmalen wie HPV-Status, Tumorlokalisation, molekularem
Subtyp, Raucherhistorie und genomischer Instabilitdt signifikant. Dieses Mall an Heterogenitat der
Immuninfiltration und -aktivitat scheint klinisch relevante Prozesse darzustellen, da es in hohem Mafe
mit dem Outcome der Patienten korreliert (MANDAL et al., 2016). Neben der immunologischen
Komponente beeinflussen Kklinische, molekulare sowie pathologische Faktoren wie der Befall von
Lymphknoten (ZATTERSTROM et al., 1991), der Allgemeinzustand des Patienten (DE CASSIA
BRAGA RIBEIRO et al., 2003), die Tumorlokalisation (SNOW et al., 1977), der HPV-Tumorstatus
(ANG et al., 2010), und das UICC Stadium (POLANSKA et al., 2014) die Prognose entscheidend.
HPV-positive HNSCCs nehmen hierbei eine Sonderstellung ein, die durch ein vermehrtes Auftreten in
jungeren Patienten und einem verbesserten Therapieansprechen zu einem signifikant verbesserten
Gesamttiberleben fihren (SUN et al., 2021b). Zu sehen ist diese Prognoseverbesserung anhand einer 3-

Jahres-Uberlebensrate von 82% bei lokal fortgeschrittenen HPV-positiven HNSCCs gegentiber 57% bei
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lokal fortgeschrittenen HPV-negativen HNSCCs (SUN et al., 2021b). Trotz des Nachweises
epigenetischer Veranderungen in HPV-positiven HNSCCs konnte nicht eindeutig geklart werden,
wodurch die verbesserte Ansprechrate auf eine RT, RCT sowie primare chirurgische Therapie mit
adjuvanter Behandlung im Falle HPV positiver Tumore bedingt ist und ist somit weiterhin Gegenstand
aktueller Forschung (CAMUZI et al., 2021).

2.2 Immunologisches Tumor microenvironment von Kopf-Hals Karzinomen

2.2.1  Humanes Immunsystem

Das humane Immunsystem bezeichnet ein komplexes Netzwerk von lymphatischen Organen, Zellen,
humoralen Faktoren und Zytokinen. Die standige Exposition gegentber pathogenen Organismen, die
eingeatmet oder verschluckt werden oder unsere Haut und Schleimhaute besiedeln, zeigt die essenzielle
Funktion des Immunsystems als Abwehrmechanismus des Menschen auf. Ob die beschriebenen
Organismen eine Krankheit verursachen hangt jedoch hauptsachlich von der Pathogenitat des
Organismus, sowie der Integritat der Abwehrmechanismen des Wirtes ab (PARKIN, COHEN, 2001).
Das Immunsystem gliedert sich in zwei Teile, die sich durch ihre unterschiedliche Geschwindigkeit und
ihre unterschiedliche Spezifitit der Immunreaktion auszeichnen: die angeborene/unspezifische
Immunabwehr und die adaptive/spezifische Immunabwehr (KUMAR et al., 2011; SUN et al., 2020). Im
Rahmen der unspezifischen Immunabwehr kommt es im Falle einer Durchdringung der epithelialen
Oberflache durch Mikroorganismen wie Bakterien zu einer Identifikation der Mikroorganismen durch
Zellen, die eine unspezifische Immunantwort auslésen konnen. Zu diesen Zellen gehdren unter anderem
Makrophagen, die mit ihrer phagozytischen Eigenschaft Bakterien (iber Oberflachenrezeptoren
erkennen und binden kénnen. Durch die Bindung der bakteriellen Molekile kommt es zur Aktivierung
der Makrophagen, was zu einer Sezernierung von Zytokinen fuhrt. Als Zytokine werden freigesetzte
Proteine von Zellen bezeichnet, die das Verhalten anderer Zellen beeinflussen. Neben Zytokinen erfolgt
die Freisetzung von Chemokinen, die chemokinrezeptortragende Zellen wie Monozyten und neutrophile
Granulozyten anlocken Durch die Freisetzung der Zytokine und Chemokine als Antwort auf die
bakterielle Infektion, wird ein Entzlindungsprozess initiiert. Der Entziindungsprozess wie auch die
Phagozytose der eindringenden Bakterien wird zusétzlich, neben der Freisetzung von Chemokinen und
Zytokinen, durch die Aktivierung des Komplementsystems unterstiitzt. Das Komplementsystem stellt
eine Kaskade von Plasmaproteinen dar, die zur Aktivierung von proteolytischen Reaktionen auf der
Oberflache der Mikroorganismen fuhrt (JANEWAY CA JR et al, 2001). Zytokine und
Komplementfaktoren zeigen zusétzlich Effekte auf die Adhasionseigenschaften des Endothels, was dazu
fuhrt, dass zirkulierende Leukozyten haften bleiben und diese durch die anziehende Eigenschaft der
Chemokine zum Infektionsherd migrieren. Die hadufigsten Zelltypen in dieser initialen Phase der
Immunantwort stellen neutrophile Granulozyten dar. Ahnlich den Makrophagen besitzen die
neutrophilen  Granulozyten  Oberflachenrezeptoren  fur  bakterielle  Bestandteile  und

Komplementfaktoren. Neutrophile Granulozyten stellen durch ihre phagozytierenden und
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destruierenden Eigenschaften die wichtigsten Zellen in der initialen Bekdmpfung der eindringenden
Mikroorganismen dar (JANEWAY CA JR et al.,, 2001). Auf den Zustrom von neutrophilen
Granulozyten folgen kurze Zeit spater Monozyten, die sich rasch zu Makrophagen differenzieren.
Makrophagen und neutrophile Granulozyten werden daher auch als Entziindungszellen bezeichnet. Die
Makrophagen und die neutrophilen Granulozyten der initialen beziehungsweise unspezifischen
Immunantwort stellen einen ersten Abwehrmechanismus in der Bekédmpfung invadierender
Mikroorganismen dar und sind fiir die Kontrolle der Mehrzahl aller bakterieller Infektionen unerlésslich.
Eine Eliminierung der infektiésen Organismen durch das unspezifische Immunsystem ist jedoch nicht
immer mdglich, weswegen das adaptive Immunsystem mit der Fahigkeit, Krankheitserreger spezifisch
zu erkennen und der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, einen unverzichtbaren Teil der
Immunabwehr darstellt. JANEWAY CA JR et al., 2001; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2015). Das
spezifische Immunsystem basiert hierbei auf der klonalen Selektion von Lymphozyten mit
antigenspezifischen Rezeptoren. Unterschieden wird im Rahmen der spezifischen Immunantwort
zwischen zelluldren und humoralen Mechanismen. Die Induktion der zelluldaren Komponente des
spezifischen Immunsystems beginnt, sobald es zur Aufnahme des Erregers durch unreife dendritische
Zellen im infizierten Gewebe kommt. Die Funktion der dendritischen Zellen stellt hierbei nicht die
Zerstorung des Pathogens dar, sondern vielmehr der Transport und die Prasentation des Pathogens
gegeniiber den in sekundar lymphatischen Organen rezirkulierenden T-Lymphozyten. Nach Aufnahme
des Pathogens durch die dendritische Zelle erfolgt die Aktivierung dieser zu einer
antigenprasentierenden Zelle, sowie der Transport in Lymphknoten. Dort erfolgt die Prasentation der
Antigene via MHC-Rezeptoren der antigenprasentierenden Zellen. MHC |-Rezeptoren interagieren
hierbei mit CD8+ T-Lymphozyten und MHC-1I Rezeptoren mit CD4+ T-Lymphozyten. Im Falle einer
spezifischen Bindung des T-Zell Rezeptors der naiven T-Zellen mit dem MHC-Molekil der
dendritischen Zelle erfolgt die Aktivierung der naiven T-Zelle. Dieses sogenannte Priming naiver T-
Zellen kann nur unter gewissen Voraussetzungen wie der spezifischen Interaktion des T-Zell Rezeptors
und dem MHC/Antigen-Komplex, sowie einer Interaktion zwischen dem Oberflachenmolekil CD28
der T-Zelle und dem B7 Molekiil der dendritischen Zelle ablaufen. Durch eine autokrine Interleukin 2
Sekretion kommt es zur massiven Proliferation der aktivierten T-Zellen, was zu einer ausreichenden
Zahl an antigenspezifischen Effektorzellen filhrt (HOF, DORRIES, 2017; LULLMANN-RAUCH,
ASAN, 2015). Im Anschluss an die Proliferation erfolgt unter Zytokineinfluss die Differenzierung der
T-Effektorzellen zu CD4+ bzw. CD8+ T-Effektorzellen sowie T-Gedachtniszellen. Zu beachten sind
hierbei die bereits wahrend der thymalen Reifung der T-Lymphozyten ausgebildeten
Oberflachenmolekiile CD4 oder CD8, die nach der Aktivierung der T-Effektorzellen den Effektorsubtyp
mitbestimmen. Der Effektorsubtyp ist jedoch hauptsachlich von der Art des Zytokineinflusses abhangig.
Der Einfluss von IFN-y auf CD4+ T-Zellen fuhrt so zur Ausbildung einer TH1-Zelle, wohingegen eine
Stimulation mit IL-4 zur Ausbildung einer TH2-Zelle flhrt. Neben den bereits erwéhnten Subtypen der
CD4+ Effektorzellen, TH1 und TH2, sind die Subtypen TH17, die follikul&ren T-Helferzellen sowie die
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regulatorischen T-Zellen weitere Varianten der CD4+ Effektorzellen (ABBAS et al., 1996). Im
Gegensatz zu der durch Zytokinproduktion getriggerten Funktion der CD4+ Effektorzellen zur
Entwicklung weiterer naiver CD4+- Helferzellen, fungieren die CD8+ Effektorzellen als Apoptose
induzierende, sog. ,Killerzellen”. Diese zytotoxische Funktion wird durch die Freisetzung
proapoptotischer und zytotoxischer Substanzen wie Perforine oder Granzyme, sowie einer direkten
Aktivierung des Fas-Rezeptors ermdglicht. Die Aktivierung naiver B-Zellen stellt eine weitere Stltze
der adaptiven Immunabwehr dar. Diese erfolgt iber das Oberflachenimmunglobulin der B-Zellen: der
sogenannte B-Zell Rezeptor. Der B-Zell Rezeptor fungiert, im Falle einer Antigenbindung, als
Uberleitung von Signalen in das Innere der Zelle. Die Erkennung des Antigens kann im Rahmen der B-
Zell Aktivierung auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen: als membrangebundenes Antigen Uber
dendritische Zellen oder Makrophagen, sowie uber eine direkte Erkennung von loslichen Antigenen
durch die B-Zellen selbst. Eine weitere Funktion des B-Zell Rezeptors stellt die Transportfunktion dar,
die das gebundene Antigen nach intrazellul&r transportiert, wo es fraktioniert wird und an MHC 1I
Molekiile gebunden zuriick an die Oberflache gebracht wird. Der Peptid-MHC-11-Komplex kann von
antigenspezifischen follikuléren T-Helferzellen erkannt werden, die dadurch zur Bildung von Proteinen
angeregt werden, was die B-Zelle zur Proliferation und zur Differenzierung in Antikorper-sezernierende
Zellen veranlasst JANEWAY CA JR et al., 2001). Ahnlich der T-Zell Aktivierung benétigt die B-Zelle
neben der Bindung des MHC-I1I-Komplexes mit dem B-Zell Rezeptor ein weiteres spezifisches,
stimulatorisches Signal zur Aktivierung. Dieses Signal stellt die Bindung eines co-stimulatorischen
Molekiils der T-Zelle in Form der Oberflachenmolekiile CD30 oder CD40 dar. Durch die Proliferation
und Differenzierung der B-Zellen entsteht ein sogenannter Primarfokus, indem es zur Produktion IgM-
produzierender Plasmablasten kommt. Aufgrund des nur temporéren Bestehens des Primarfokus bildet
sich zeitgleich das sogenannte Keimzentrum. Das Keimzentrum stellt eine Ansammlung von sich
teilenden B-Zellen, sowie fiir dasselbe Antigen spezifischen T-Zellen dar. In Rahmen der
Keimzentrumbildung erfolgt die Produktion der B-Gedéachtniszellen und antikérperproduzierenden
Plasmazellen mit hoher Affinitat und Spezifitit fiir das jeweilige pathogene Antigen. Die soeben
beschriebenen zelluldaren Mechanismen der B-Zell-Aktivierung bilden die Grundlage der humoralen
Immunantwort. Die von reifen Plasmazellen sezernierten Immunglobuline verfiigen U(ber die
Mdoglichkeit der Neutralisation von erkannten Pathogenen, sowie Uber die Mdglichkeit zur
Unterstutzung der unspezifischen Immunantwort. Die Abwehr von Pathogenen erfolgt neben der
direkten Neutralisation und der Auslosung der Komplementkaskade auch tber eine sog. Opsonierung.
Hierbei wird das Pathogen durch den Antikorper markiert, sodass andere Immunzellen das Pathogen
besser erkennen und destruieren konnen (ALBERTS B, 2014). Wichtig fir die permanente
Immunabwehr ist die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses. Nach der ersten Infektion
eines Pathogens und der erfolgten primaren Immunantwort bilden sich sogenannte Gedachtniszellen,
die im Falle einer Reinfektion eine schnellere und effektivere Immunantwort induzieren. Unterschieden

wird hierbei in B- und T-Gedéchtniszellen. T-Gedéchtniszellen sind sowohl im peripheren Gewebe wie
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auch in sekundar lymphatischen Organen und dem Blut lokalisiert. Im Rahmen der sekundéren
Immunantwort bendtigen T-Gedéachtniszellen weniger Antigenkontakt und Co-Stimulation fur ihre
Aktivierung und fiihren zu einer schnelleren und effektiveren Proliferation und Differenzierung von T-
Effektorzellen. Im Gegensatz zu den T-Zellen befinden sich B-Gedéachtniszellen vornehmlich in
Lymphknoten und der Milz. Zur Aktivierung der B-Gedéchtniszellen wird ebenfalls ein geringerer
Antigenkontakt benétigt, um eine effektivere Funktion zu erlangen. Weiterhin benotigen B-
Gedachtniszellen weniger Kontakt zu follikularen T-Helferzellen, um sich zu Plasmazellen mit hoher
Antigenspezifitat zu differenzieren (KIRMAN et al., 2019).

2.2.2  Einfluss des Immunsystems auf das Tumormikromilieu von Kopf-Hals Karzinomen

Das Immunsystem des Menschen zeigt im Kontext der Karzinogenese von Kopf-Hals Karzinomen einen
erheblichen Einfluss auf die heterogene Ansammlung von infiltrierenden und residenten Wirtszellen,
sezernierten Faktoren und auf die extrazelluldre Matrix. Dieses sogenannte ,,tumor microenvironment
(Synonym: Tumormikromilieu, TME) bezeichnet eine komplexe und sich stdndig veréndernde
Mikroumgebung des Tumors, zu deren charakteristischen Bestandteilen Immunzellen, Stromazellen,
BlutgefaRe und die extrazellulare Matrix zédhlen. Studien der letzten Jahre legen nahe, dass das
Tumormikromilieu nicht nur ein stiller Zuschauer, sondern vielmehr ein essenzieller Einflussfaktor in
der Entstehung und Progression von Tumoren ist (ANDERSON, SIMON, 2020). Die Heterogenitat der
Immunzellen des Tumormikromilieus (siehe Abbildung 3) spiegelt sich in immunsupressiven Effekten,
vor allem ausgeldst durch myeloide Suppressorzellen (MDSC), regulatorische T-Zellen (Treg) und
tumorassozierte Makrophagen (TAM), sowie in einer anti-tumoralen Immunitét u.a. vermittelt durch
zytotoxische T-Zellen (CTL) und natiirlichen Killerzellen wider (HINSHAW, SHEVDE, 2019). Das im
Gesamten als eher immunsuppressives Krankheitsbild charakterisierte HNSCC (LONG et al., 2021)
zeigt haufig eine Immunevasion die u.a. als Ergebnis der Herunterregulierung der Expression des
humanen Leukozytenantigens (HLA) gewertet wird. Die Herunterregulierung des HLA flhrt wiederrum
zu einer verminderten Erkennung der Tumorzellen durch die Immunzellen der Mikroumgebung (CHEN
et al., 2020). Durch die Kommunikation der Tumorzellen mit den Zellen des TMEs steigt weiterhin die
Anpassungsfahigkeit der HNSCCs an ihr Tumormikromilieu, was die Tumorprogression wie auch die
therapeutische Wirkung erheblich beeinflusst (WANG et al., 2021).
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Abbildung 3: Immunologisches Tumormikromilieu von Kopf-Hals-Karzinomen. Schematische Darstellung der
tumorassoziierten Immunzellen und interzellulrer Mechanismen zur Entstehung eines immunsuppressiven Milieus im
Tumormikromilieu der Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region. Dargestellt sind die Interaktionen zwischen
Makrophagen, natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen), dendritischen Zellen, CD8+T-Lymphozyten, regulatorischen T-Zellen,
myeloiden Suppressorzellen (myeloid-derived suppressor cells, MDSC) und Tumorzellen. (Abbildung aus (CHEN et al.,
2020))

Diese bidirektionale Kommunikation zwischen Tumorzellen und TME verdeutlicht die zentrale Rolle
des Tumormikromilieus, dessen molekulare Mechanismen und dessen heterogene Zusammensetzung
Bestanteil aktueller Forschung sind, um neue therapeutische Ansétze zur Verbesserung der Prognose
von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals Region zu identifizieren (KURTEN et al., 2021). Im
Folgenden wird auf die in dieser Arbeit sowohl in der RNA-Sequenzierung als auch Immunhistochemie
untersuchten Zellen naher eingegangen, sowie deren prognostischer Einfluss und deren Bedeutung

innerhalb des Tumor microenvironment beschrieben.

2.2.2.1 Naive B Zellen

B-Zellen stellen neben den T-Zellen einen weiteren wichtigen Teil der adaptiven Immunabwehr
innerhalb des TMEs dar. Trotz der relativ sparlichen Datenlage tiber die Funktion der B-Zellen innerhalb
des Tumormikromilieus konnten Studien die Bedeutsamkeit dieser Immunzellen fur die antitumorale
Immunitét zeigen (DOWNS-CANNER et al., 2022). Innerhalb der B-Zell Population sind die durch
verschiedene Oberflachenimmunphéanotypen und diverse Funktionen gekennzeichneten, heterogenen
Subtypen zu beachten. Hierbei konnten sowohl Gedachtnis-B-Zellen, aktivierte Gedachtnis-B-Zellen,
Plasmablasten sowie naive B-Zellen im Tumormikromilieu nachgewiesen werden (HELMINK et al.,
2020). Naive B-Zellen sind hierbei als B-Zellen definiert, bei denen noch kein Antigenkontakt
stattgefunden hat (LOPES-CARVALHO, KEARNEY, 2004). Nur wenige Studien befassten sich mit

15



der molekularen Funktion und der prognostischen Auswirkung der naiven B-Zellen in Kopf-Hals
Plattenepithelkarzinomen. Eine mdgliche Chemotaxis naiver B-Zellen in das Tumor microenvironment
der HNSCCs mit darauffolgender Differenzierung konnte in jungsten Studien nachgewiesen werden.
Durch die Migration und Differenzierung der naiven B-Zellen kommt es zur Stimulierung der
immunsuppressiven Eigenschaften der naiven B-Zellen, was wiederum die antitumorale Immunreaktion
abschwacht (SARVARIA et al., 2017). Trotz der immunsuppressiven Eigenschaft der naiven B- Zellen
in HNSCCs konnten prognoseverbessernde Effekte der naiven B-Zellen in anderen Tumorentitdten
nachgewiesen werden. So zeigten Studien an Neuroblastomen, dass naive B-Zellen der bestandigste
Indikator einer guten Prognose in dieser Tumorentitat sind und ein im Gesamten antitumoral wirkendes
Tumormikromilieu induzieren (SCHAAFSMA et al., 2021). Neben den prognostischen Aspekten der
verschiedenen B-Zellsubytpen innerhalb des TMEs sind diese auch fur das Ansprechen auf eine
Checkpoint Inhibitortherapie relevant. Wie Ruffin et al. zeigen konnten wiesen Melanompatienten, die
auf die Standardimmuntherapie in Form von Anti-PD1- und/oder Anti-CTLA4-Anitkdrpern nicht
ansprachen, signifikant mehr naive B-Zellen als die Responder auf. Dieses Verteilungsungleichgewicht
stellt eine potentielle Grundlage fir eine Mdoglichkeit zur Ergdnzung der derzeitigen
immuntherapeutischen Strategien bei Kopf- und Halskarzinomen dar mit dem Ziel durch die
Aktivierung und Transformation naiver B-Zellen hin zu Keimzentrum-Phanotypen eine antitumorale

Immunstimulation zu erreichen (RUFFIN et al., 2021).

2.2.2.2 Lymphozyten

Die Bedeutsamkeit tumorinfiltrierender Lymphozyten (TIL) innerhalb des Tumormikromilieus konnte
in den letzten Jahren durch diverse Studien belegt werden (SUZUKI et al., 2022; ZHANG et al., 2021).
Die Auslésung funktionaler Defekte und die Induktion der Apoptose von Lymphozyten stellt eine
wichtige Strategie der Immunevasion von HNSCCs dar (SUN et al., 2022). Die konsekutive Depletion
der Lymphozyten fuhrt zu einer verminderten F&higkeit des Immunsystems zur Freisetzung von
Zytokinen und zur Lyse maligner Tumorzellen (MUMBERG et al., 1999; XU et al., 2017). Durch diese
zentrale Rolle in der antitumoralen Immunitét wird der prognostische Einfluss der TILs deutlich. Eine
erhohte Dichte an Tumor infiltrierenden Lymphozyten im Tumor microenvironment korreliert
signifikant mit einem verbesserten Gesamtiiberleben, sowie einem signifikant verbessertem disease-free
survival (DFS) von HNSCC Patienten (ZHANG et al., 2021). Tumorinfiltrierende Lymphozyten zeigen
weiterhin eine Assoziation zur Raucherhistorie, zum Alkoholabusus, sowie zum T-Stadium der
Patienten. So Kkorrelieren ein langjahriger Alkohol- und Nikotinkonsum der Patienten mit
vergleichsweise niedrigen Leveln an TILs, wohingegen ein niedriges T-Stadium eher mit einer starkeren
TIL-Infiltration im Tumormikromilieu assoziiert ist (XU et al., 2017). Uber die prognostische
Bedeutsamkeit hinaus konnten Studien, im Falle hoher TIL-Werte, ein besseres Ansprechen auf eine
Radiochemotherapie vorhersagen, was tumorinfiltrierende Lymphozyten nicht nur als prognostischen,
sondern auch als préadiktiven Biomarker bei Kopf- und Halskarzinomen interessant macht (SUZUKI et
al., 2022). Anfangliche Bemiihungen einer TIL basierten Immuntherapie in verschiedenen soliden
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Tumorentitdten zeigten allerdings nur limitierten Erfolg. Durch das bessere Verstdndnis des TMEs
konnten jedoch erste Fortschritte bei Patienten mit metastasierten Melanom, Zervixkarzinom und
Ovarialkarzinom beobachtet werden (KAZEMI et al., 2022). HPV-positive HNSCCs und deren
Onkoproteine E6 und E7 bilden neue Ziele der TIL basierten Immuntherapie, die im Rahmen einer
Phase Il Studie des National Cancer Institute erprobt wurde (STEVANOVIC et al., 2019). Trotz der
prognostischen und pradiktiven Bedeutsamkeit der TILs spielt die Erfassung und Bewertung dieser
Zellen derzeit noch keine Rolle im klinischen Alltag (ALMANGUSH et al., 2022). Zum einen liegt dies
an der noch nicht ausreichenden Zahl an Studien (ALMANGUSH et al., 2022) und zum anderen, wie
von Xu et al. beschrieben, an dem erheblichen Mangel an standardisierten und leicht anwendbaren
Methoden zur Bestimmung der TIL-Dichte im TME von HNSCCs (XU et al., 2017).

2.2.2.3  Zytotoxische T-Zellen (CD8+ Zellen)

Zytotoxische T-Zellen nehmen eine elementare Funktion in der Immunabwehr des Menschen ein. Durch
eine stdndige Rezirkulation zwischen Gewebe, Organen und dem Lymphsystem interagieren sie
dauerhaft mit kdrperfremden und korpereigenen Zellen. Durch die Préasentation pathogener Antigene
tber MHC-I Rezeptoren erfolgt die Freisetzung proapoptotischer Molekile wie Perforine und
Granzyme, die eine Apoptose der pathogenen Zelle induzieren (JANEWAY CA JR etal., 2001). Tumor
infiltrierende Lymphozyten (TILs) zeigen im Kontext der Karzinogenese der HNSCCs einen
erheblichen Einfluss auf die Tumorprogression und Metastasierung (DE RUITER et al., 2017). Speziell
CD8+ T-Zellen zeigen durch eine Verbesserung der Prognose signifikante antitumorale Effekte. Neben
der Verbesserung des Gesamtiiberlebens konnte weiterhin eine signifikant langere Rezidivfreiheit
beobachtet werden (SHIMIZU et al., 2019). Die prognostischen Auswirkungen der verstarkten
Immunzellinfiltration des Tumormikromilieus durch zytotoxische T-Zellen sind hierbei unabhéngig
vom HPV-Tumorstatus. Sowohl HPV-negative wie auch HPV-positive HNSCCs mit erhohter Dichte
an zytotoxischen T-Zellen innerhalb des TMEs zeigen ein verbessertes klinisches Outcome (NASMAN
etal., 2012). Die komplexe Zusammensetzung des TMEs und die interzellulare Kommunikation fuhren,
bei verstérkter Infiltration mit zytotoxischen T-Zellen, zu erheblichen Beeinflussungen anderer Zellen
des Tumormikromilieus. Dies zeigt sich beispielsweise anhand des CD8+/FOXP3+ Quotienten
(LEQUERICA-FERNANDEZ et al., 2021; NASMAN et al., 2012). Der prognostische Wert des
Quuotienten bleibt jedoch nicht unumstritten: so konnten Nasman et al. und Chen et al. durchaus positive
Korrelationen eines erhéhten Quotienten mit einem signifikant verbesserten krankheitsfreien Uberleben
und einem signifikant verbesserten Gesamtiberleben zeigen (CHEN et al., 2018; NASMAN et al.,
2012), wohingegen Lequerica-Fernandez et al. ein verbessertes Gesamtiiberleben bei niedrigem,
peritumoralem CD8+/FOXP3+ Verhiltnis zeigen konnten (LEQUERICA-FERNANDEZ et al., 2021).
Der CD8+/FOXP3+ Quotient zeigt neben den prognostischen Auswirkungen auch eine Assoziation zu
einer erhdhten Expression von PD-L1 (LEQUERICA-FERNANDEZ et al., 2021). Die CheckRad-CD8
Studie von Hecht et al., in der Patienten mit einem erhéhtem intratumoralem Level an zytotoxischen T-

Zellen eine doppelte Radioimmuntherapie mittels Durvalumab und Tremelimumab erhielten,
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unterstreicht das prognostische Potenzial sowie die zentrale Rolle der zytotoxischen T-Zellen als
Préadiktoren flr das Ansprechen auf eine Immun-Chemotherapie sowie Immun-Radiotherapie mit einem
signifikant verbessertem PFS (HECHT et al., 2022). Dieser Einfluss der zytotoxischen T-Zellen auf
immuntherapeutische Ansétze unterstreicht das prognostische Potenzial dieses Immunzell-Subtyps und

erfordert weitere Studien zur Validierung der Daten.

2.2.2.4 Makrophagen

Makrophagen reprasentieren eine wichtige Zellpopulation der initialen Immunabwehr. Mit der
Erkennung korperfremder Proteine und Glycoproteine auf der Oberflache pathogener Erreger, wie Viren
oder Bakterien, wird der Prozess der Phagozytose induziert. Durch die intrazellulare Fragmentierung
des Pathogens erfolgt die Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen, sowie die Prasentation des
fragmentierten Antigens tber MHC-II Molekiile, was zeitgleich die Aktivierung des erworbenen
Immunsystems Giber T-Helferzellen darstellt JANEWAY CA JR et al., 2001; LULLMANN-RAUCH,
ASAN, 2015). Innerhalb des Tumormikromilieus nimmt die heterogene Population der Tumor-
assoziierten Makrophagen (TAM) eine wichtige Rolle in der Karzinogenese und Progression von
HNSCCs ein (ZHU et al., 2021). Die Unterscheidung in proinflammatorische M1- und
immunsuppressive M2- Makrophagen-Subtypen ist hierbei von entscheidender prognostischer
Bedeutung. Die als klassisch aktivierte Makrophagen bezeichneten M1 Makrophagen werden durch
Interferon-gamma (IFN-v), sowie weiteren proinflammatorischen und immunstimulierenden Zytokinen
wie IL-12 induziert (LEWIS, POLLARD, 2006; NAJAFI et al., 2019). Dadurch kann eine Th1l basierte
Immunreaktion ausgeldst werden, die zur Beseitigung von Krankheitserregern, sowie zu einer
verstarkten antitumoralen Immunaktivitat fuhrt (ARNOLD et al., 2014). Im Gegensatz hierzu
sezernieren die durch IL-4 und/oder IL-13 induzierten M2 Makrophagen verschiedene Zytokine in Form
von IL-10, IL-1-Rezeptor-Antagonisten und eine Vielzahl von Chemokinen, die zu einer Th2-
Immunreaktion fiihren. Die Th2-basierte Immunreaktion beteiligt sich hauptsachlich am Zellwachstum,
an der Angiogenese, der Immunsuppression, und der Gewebereparatur, wodurch vor allem das
Tumorwachstum geférdert wird (ZHU et al., 2021). Wie von Kumar et al. beschrieben zeigt eine erhdhte
Dichte an M2 Makrophagen innerhalb des Tumormikromilieus eine Assoziation mit einem
fortgeschrittenen T-Stadium, erhohten Raten von Lymphknotenbefall, Vorhandensein von
Gefallinvasion sowie vermehrter lymphatischer Invasion (KUMAR et al., 2019). Aufgrund der
wachsenden Bedeutung der Immuntherapie und targeted therapy sind TAMs als mdgliches Ziel neuer
Therapieformen in den Fokus der Forschung gertickt. Hierbei kdnnen die verschiedenen Arten der
zielgerichteten TAM Therapie in drei Kategorien eingeteilt werden: Verminderung der TAMs,
Forderung der TAM assoziierten Phagozytose und Transformation der immunsuppressiven TAMSs in
proinflammatorische TAMs (ZHU et al., 2021). In allen drei Bereichen konnten bereits erste Erfolge
erzielt werden. So zeigten erste Studien eine Verringerung der immunsuppressiven M2- TAMs durch
die Verwendung von T-Zellen, bei der die endogene T-Zell Zytotoxizitat auf spezifische M2-TAMs
gelenkt werden konnte (SCOTT et al., 2019). Zur Férderung der Phagozytose konnten Studien Uber die
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gleichzeitige Inhibierung der CSF1-R und SHP2 Signalwege eine Strategie zur Makrophagen basierten
Immuntherapie ausarbeiten (RAMESH et al., 2019).

2.2.2.5 Follikulare T-Helfer Zellen

Follikulare T-Helferzellen stellen einen wichtigen Subtyp der CD4+ T-Effektorzellen dar. Durch die
essentielle Unterstitzung der B-Zellen zur Produktion potenter Antikorperreaktionen sind sie
mafgeblich an der adaptiven Immunreaktion beteiligt (JANEWAY CA JR et al., 2001). Unter
Beachtung der molekularen Funktion der follikularen T-Helferzellen ist es nicht verwunderlich, dass ein
hoher Gehalt an follikuldren T-Helferzellen innerhalb des Tumormikromilieus in vielen soliden
Tumorentitdten mit einem besseren Outcome assoziiert ist (BAUMJOHANN, BROSSART, 2021). Die
prognostische Wertigkeit der follikuldren T-Helferzellen zeigt sich weiterhin darin, dass sie
Voraussetzung einer wirksamen Immuntherapie mit PD-1 Inhibitoren sind. Grund hierfir ist die hohe
Expression an PD-1, die sie zu attraktiven Zielen einer Anti PD-1 Therapie macht (SINGH et al., 2020).
Die interzellulare Kommunikation der follikuldaren T-Helferzellen und CD8+ zytotoxischen Zellen
innerhalb des TME stellt des Weiteren eine wichtige Rolle fur die Effektivitat der durch Immuntherapie
ausgeldsten antitumoralen Immunantwort dar (NIOGRET et al., 2021). Trotz der Annahme, dass CD8+
CTL-Untergruppen als die primaren zellularen Responder auf eine Anti-PD-1-Therapie gelten, konnten
Studien eine signifikante Anreicherung von tumorinfiltrierenden follikuldaren T-Zellen nach einer
Checkpoint-Blockade mit Anti-PD-1-Wirkstoffen beobachten, die Grund zur Annahme ist, dass
follikulare T-Helferzellen auch wichtige Ziele von Anti-PD-1-Therapien sein kdnnten (SINGH et al.,
2020). Die prognostische Relevanz der follikularen T-Helferzellen konnte auch fiir
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region gezeigt werden. So wiesen Cillo et al. eine signifikante
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens bei verstarkter Infiltration des Tumormikromilieus mit
follikuléren T-Helferzellen nach (CILLO et al., 2020). Weiterhin konnten Sun et al eine Assoziation der
follikuldren T-Helferzellen mit dem pathologischen Grading und einem erhghten Patientenalter
innerhalb einer TCGA-HNSC Kohorte feststellen (SUN et al., 2021a). Trotz der vielversprechenden
Daten werden weitere Untersuchungen zur prognostischen und therapeutischen Relevanz der
follikuléren T-Helferzellen im TME ben6tigt, um die Evidenz dieser ersten Beobachtungen bei noch zu

geringer Datenlage zu steigern.

2.2.2.6 Regulatorische T-Zellen (Treg)

Regulatorische T-Zellen (friiher: Suppressor T-Zellen) bezeichnen einen spezialisierten Subtyp der T-
Zellen. Nach der Entstehung der Tregs im Thymus erfolgt die Migration in das Tumor
microenvironment, in dem die Immunzellen ihren Teil zur komplexen immunologischen
Tumorumgebung beitragen (DAVIS et al., 2016). Bei der Migration der Tregs in das TME spielen
Chemokine, allen voran CCR4, eine essentielle Rolle (NISHIKAWA, SAKAGUCHI, 2014). Das
Oberflachenprotein FOXP3 kann hierbei als Ziel der immunhistochemischen Detektion von Tregs

genutzt werden. (WELLER et al., 2014). Die immunologische Funktion der regulatorischen T-Zellen,
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in Form einer Vermeidung einer berschieBenden Immunreaktion durch Unterdriickung einer adéquaten
Immunantwort tragt entscheidend zum immunsuppressiven Milieu der HNSCCs bei. Durch die
suppressive Wirkung auf zytotoxische T-Zellen sowie CD4+ T-Helferzellen und durch die Involvierung
in die tumorale Immunevasion u.a. durch Sezernierung immunsuppressiver Zytokine wie IL-10 und
TGF-B nehmen die regulatorischen T-Zellen eine zentrale Rolle in der Karzinogenese und
Tumorprogression von HNSCCs ein (ECONOMOPOULOU et al., 2020). Trotz des Nachweises einer
erhdhten Anzahl an regulatorischen T-Zellen im Blut und im Tumorgewebe von HNSCC-Patienten
durch zahlreiche Studien (LIM et al., 2014; SUN et al., 2015), ist die prognostische Relevanz der Tregs
weiterhin unklar (ECONOMOPOULOU et al., 2020) und wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So
konnten einige Studien ein schlechteres Gesamtiberleben assoziiert mit einem erhéhten Level an
regulatorischen T-Zellen innerhalb des TMEs beziehungsweise im peripheren Blut nachweisen (AL-
QAHTANI et al., 2011; WEED et al., 2015; WEED et al., 2013). Im Gegensatz dazu zeigte Mandal et
al., nach der Adjustierung fur HPV-Status, CD8+ TIS und der CD56dim NK-Zell-Infiltration in einer
Multivarianzanalyse, dass ein hoher Anteil regulatorischer T-Zellen im Tumormikromilieu von
HNSCC-Patienten mit einem signifikant besseren Gesamtiiberleben verbunden ist (MANDAL et al.,
2016). Gestutzt wird diese Annahme durch die von Seminero et al. verdffentlichte Arbeit, in der
ebenfalls ein verbessertes Gesamtlberleben bei vermehrter Infiltration tumorinfiltrierender,
regulatorischer T-Zellen beobachtet wurde (SEMINERIO et al., 2019). Ein Erklarungsversuch der
kontroversen, prognostischen Ergebnisse konnte die biologische Heterogenitat der HNSCC-Patienten
darstellen, da regulatorische T-Zellen je nach Lage des Primartumors, Histologie und molekularem
Profil durch unterschiedliche Eigenschaften charakterisiert sind (DE MEULENAERE et al., 2017). Im
Zuge der Entwicklung neuer immuntherapeutischer Ansétze und der Relevanz der regulatorischen T-
Zellen als eine der grofiten Subpopulationen unter allen zellularen Komponenten des immunologischen
TME bei Kopf-Halskarzinomen (MANDAL et al., 2016), ist die therapeutische Eignung der Tregs
Gegenstand aktueller Forschung. Therapeutische Zielstrukturen der regulatorischen T- Zellen stellen
hauptsachlich die Oberflachenmarker CD25, FOXP3, verschiedene Chemokinrezeptoren, OX40 und
GITR dar. Die Blockade dieser Oberflachenmarker und die Inhibition immunsuppressiver Zytokine, die
die Funktion der Tregs unterdriicken kdnnte, beschreiben die gegenwartigen Strategien einer Treg
basierten Immuntherapie (ECONOMOPOULOU et al., 2020). Erste vielversprechende Ergebnisse in
murinen Modellen konnten mithilfe des kirzlich entwickelten Antisense-Oligonukleotid-Inhibitors von
FOXP3, AZD8701, sowohl als Monotherapie wie auch in Kombination mit einer Immun-Checkpoint-
Blockade, erzielt werden (REVENKO et al., 2022). Zurzeit (Stand Januar 2023) erfolgt die erste,
humane, multizentrische Phase I-Studie des Antisense-Oligonukleotid-Inhibitors AZD8701 als
Monotherapie sowie in Kombination mit Durvalumab bei 61 Tumorpatienten (u.a. HNSCC und
NSCLC), die auf eine vorangegangene Immuntherapie mit PD-1 Therapie angesprochen haben. Erste
Ergebnisse werden im Mai 2023 erwartet (NCT04504669).
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2.3 ,,The Cancer Genome Atlas “(TCGA)

Der ,,Cancer Genome Atlas” bezeichnet eines der ambitioniertesten und erfolgreichsten Krebsgenomik-
Programme der Welt. Im Rahmen des TCGA-Programms wurden Genomsequenz-, Expressions- und
Methylierungsdaten von Uber 11.000 Patienten mit mehr als 30 verschiedenen Krebsarten generiert,
analysiert und der Wissenschaft offentlich zugénglich gemacht (WANG et al., 2016). Seit der
Einflhrung des Programms im Jahre 2006 durch eine Zusammenarbeit des ,,National Cancer Institute*
und des ,,National Human Genome Research Institute“, wurden tber 2,5 Petabytes an genomischen,
epigenomischen, transkriptomischen und proteomischen Daten generiert und veréffentlicht. Mdglich
wurde dies durch das Einsenden frisch gefrorener Tumorproben sowie Proben nicht-neoplastischen
Gewebes, der Pathologieberichte, der Kklinischen Daten, der Behandlungshistorie und der
Therapieergebnisse der Patienten durch die teilnehmenden Krankenhduser an Biospecimen Core
Resource (BCR). Im Rahmen der Aufbereitung der eingesendeten Proben wurden Gefrierschnitte
angefertigt und zur digitalen Aufbewahrung eingescannt. In den meisten Féllen erfolgte aus
Uberpriifungsgriinden weiterhin eine Anfertigung reprasentativer, mit Hamatoxylin und Eosin (H&E)
gefarbter Objekttrager, die digital gescannt wurden. Die anschlieRenden molekularen Analysen
erfolgten in ausgewiesenen Genomcharakterisierungszentren und Genomsequenzierungszentren. Die
Auswertung und Integration der daraus folgenden Rohdaten wurde in speziellen Genomdaten-
Analysezentren durchgefiihrt. Alle erhobenen Datensétze sind fur weitere Analysen tber das Genomic
Data Commons Data Portal (https://gdc.cancer.gov) 6ffentlich zugénglich und wurden bereits in groRem
Umfang durch zahlreiche Arbeitsgruppen genutzt. Im Rahmen der Datenanalyse konnten die Genome
Data Analysis Centers einige Hilfsmittel zur Visualisierung und Analyse der erhobenen Daten
entwickeln, die den Zugang zu den Daten vereinfachen und eine interaktive Online-Auswertung der
Daten ermdglichen. Beispiele flr diese Hilfsmittel sind: http://firebrowse.org; http://cbioportal.org;
http://explorer.cancerregulome.org; und http://bioinformatics.mdanderson.org/tcgambatch (COOPER
et al., 2018). Nach der detaillierten Beschreibung, Analyse und Interpretation der durch das TCGA-
Projekt gefundenen molekularen Veranderungen, die sich vor allem auf die Regionen des Genoms
konzentrierten, die flr Proteine kodieren, erfolgte in einem zweiten Schritt die Initiierung des
,PanCancer“-Projekts (WEINSTEIN et al., 2013). Die Daten des TCGA wurden hier fur weitere
Untersuchungen zum besseren Verstandnis der Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den
verschiedenen Tumorentititen verwendet. Die ersten Arbeiten des PanCancer Projekts behandelten den
Vergleich der ersten 12 Tumorentitaten, die vom TCGA charakterisiert wurden. Das Ziel hierbei war es
die molekularen Veranderungen und deren funktionale Rolle bei verschiedenen Tumorarten aufzuzeigen
und zu verstehen, so dass Therapien, die bei einer Tumorentitat wirken auf andere Tumorarten mit einem
ahnlichen genomischen Profil ausgeweitet werden konnten (WEINSTEIN et al., 2013). Der enorme
Erfolg des TCGA-Projekts flihrte zu einer Ausweitung des PanCancers Projekts, das mittlerweile mehr
als 11.000 Patientenproben von insgesamt 33 Tumorentitdten charakterisieren konnte. Dadurch sind

neben histologiespezifischen Analysen, wie der Pan-Plattenepithelzellen-Analyse, die Daten zu
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Plattenepithelkarzinomen aller verflighbaren Lokalisationen (Kopf und Hals, Speiser6hre, Lunge etc.)
umfasst und Mutationstreiber-Analysen, die aufgrund der groRen Datenmenge auch seltenste
Treibermutationen erfassen kdnnen, auch die Charakterisierung und Relevanz des Tumormikromilieus
und der Immunzellinfiltration diverser Tumorentitaten moglich (COOPER et al., 2018). Das in dieser
Arbeit verwendete TCGA-Patientenkollektiv umfasste 513 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der
Kopf-Halsregion (TCGA-HNSC). Die Mehrzahl der Karzinome war hierbei in der Mundhéhle (n=309)
lokalisiert. Larynxkarzinome (n=116), Oropharynxkarzinome (n=79) sowie Hypopharynxkarzinome

(n=10) stellen die Ubrigen Tumorentitaten dieses Kollektivs dar.

2.4  Fragestellung dieser Arbeit

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region stellen mit circa 600.000 jahrlich neu diagnostizierten
Patienten eine der bedeutsamsten Tumorentitadten des Menschen dar. Leider konnte trotz erheblicher
Forschungsbemiihungen die schlechte Prognose der betroffenen Patienten mit einer 5-
Jahresuberlebensrate von derzeit ca. 55% in den letzten Jahrzenten nicht wesentlich verbessert werden
(DU et al., 2019). Auch die Einfiihrung des monoklonalen Antikorpers gegen EGFR ,,Cetuximab® im
Jahre 2006 zeigte nur eine geringe Verbesserung des Gesamtiiberlebens (CONCU, CORDEIRO, 2018).
Der durch Immuntherapie vorangetriebene Paradigmenwechsel in der Therapie der HNSCC macht
Hoffnung auf eine dauerhafte Verbesserung der Prognose der Patienten, insbesondere wenn die
Indikationen fir eine Immuntherapie zukiinftig potenziell ausgeweitet werden kdnnen. Die anféangliche
Euphorie im Rahmen der Zulassung der PD-1-Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab fur die Erst-
und Zweitlinienbehandlung von Patienten mit rezidivierendem und/oder metastasiertem HNSCC (RM-
HNSCC) (BURTNESS et al., 2019; COHEN et al., 2019; FERRIS et al., 2016) wurde jedoch durch
maRige Ansprechraten von unter 20% sowie eine sich haufig im Verlauf der Therapie ausbildende
Therapieresistenz gedampft (BAUML et al., 2019). Aufgrund dessen ist ein tieferes Verstandnis der
prognostischen Bedeutung des immunologischen TME und der bidirektionalen Kommunikation
zwischen zelluldaren Komponenten des TME und den Tumorzellen von hoher Bedeutung fur die
Entwicklung potenzieller neuer Therapiestrategien (MANDAL et al.,, 2016). Das TME von
Plattenepithelkarzinomen spielt eine Schlusselrolle in der Kontrolle, der Entwicklung und des
Voranschreitens von HNSCCs und ist von gréRter Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Therapien und
fir die Verbesserung der Patientenprognose (ELMUSRATI et al., 2021). Die heterogene
Zusammensetzung des Tumormikromilieus mit immunsuppressiv wirkenden Immunzellen wie
myeloiden Supressorzellen (MDSC), regulatorischen T-Zellen (Treg) und tumorassozierten
Makrophagen (TAM) auf der einen, und proinflammatorischen, anti-tumoralen Zellen wie den
zytotoxischen T-Zellen (CTL) und natiirlichen Killerzellen auf der anderen Seite, lassen Spielraum fiir
diverse Ansédtze neuer Immuntherapie-Strategien (HINSHAW, SHEVDE, 2019). Vor diesem

Hintergrund bestand die Zielsetzung dieser Arbeit darin, die prognostische Bedeutung der einzelnen
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Komponenten des immunologischen Tumormikromilieus bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf-
Halsregion zu analysieren und so die vielversprechendsten Zielstrukturen kiinftiger Immuntherapie-
Ansdtze zu identifizieren. Hierbei sollte eine detailliertere Analyse der einzelnen Immunbiomarker
einschlieflich der Vielzahl an Immunzellsubtypen erfolgen, um so wertvolle Riickschliisse auf den
Einfluss dieser individuellen Faktoren auf die Prognose der Patienten zu erhalten. Des Weiteren sollten
Einflussfaktoren in Form des HPV-Tumorstatus, der Vitamin D Versorgung, des UICC-Stadiums, des
Alters, der Raucherhistorie und der Primérlokalisation des Tumors auf die Prognose und die
Immunzellinfiltration diverser Immunzellsubtypen untersucht werden. Vor diesem Hintergrund erfolgte
eine statistische Analyse von 29 Immunparametern der 513 Patienten umfassenden TCGA-HNSC
Kohorte basierend auf offentlich zuganglichen RNA-Sequenzierungsdaten und
Immundekonvolutionsalgorithmen. Durch diese Analysen sollten die prognostisch relevantesten
Immunbiomarker des immunologischen TME der Patienten der TCGA-HNSC Kohorte identifiziert und
anschlieRend deren prognostische Relevanz an einem eigenen Patientenkollektiv bestehend aus 101 an
der HNO-KIlinik des Universitatsklinikums des Saarlandes behandelter HNSCC-Patienten durch
immunhistochemische Analysen validiert werden. So sollten auf der Grundlage dieser Arbeit
prognostische Marker identifiziert werden, die vielversprechende Zielstrukturen fur zukinftige
Immuntherapien darstellen kdnnten, um so potentielle Ansatze aufzuzeigen, wie die Prognose von

HNSCC-Patienten verbessert werden kdnnte.
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3  Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Patientenmaterial

In dieser Arbeit wurden histologische Schnitte von FFPE-Proben (Formalin fixed paraffin embedded)
von 101 HNSSC Patienten immunhistochemisch gefarbt und analysiert. Die Patienten wurden im
Zeitraum von 2013 bis 2019 in der Klinik fur Hals- Nasen und Ohrenheilkunde am Universitatsklinikum
des Saarlandes behandelt. Alle verwendeten FFPE-Proben der Tumorresektate wurden histologisch vom
Institut fur Allgemeine und Spezielle Pathologie des UKS als Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-
Region klassifiziert. Die zugehorigen, in dieser Arbeit anonymisierten Patienten wurden vor der
Operation mit Gewebeentnahme darlber aufgeklart und bestatigten schriftlich, dass nach der klinischen
Untersuchung des Gewebes dieses auch zu Forschungszwecken genutzt werden kann. Es wurde im
Vorfeld der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen ein positives Votum der Ethikkommission
der Arztekammer des Saarlandes eingeholt (Kennziffer 280/10). Die folgenden Tabellen eins, zwei und
drei zeigen die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben,
verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben, sowie die verwendeten Priméarantikdrper mit

Herstellerangaben.

3.1.2  Geréte und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Geréate und Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Abimed, Dusseldorf Gilson-Pipetten

B. Braun, Melsungen Aqua

Carl Zeiss AG Oberkochen Durchlichtmikroskop, 4316184

Dako GmbH, Glostrup, REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/RED
Dénemark

Eppendorf, Hamburg Tischzentrifuge (Centrifuge 5415)

Gerhard ~ Menzel ~ GmbH, | SuperFrost Objektrager
Braunschweig
IKA, Staufen Magnetriihrer Combimag RCT

Integra Biosciences, Biebertal | Pipetboy acu

Leica Microsystems, Wetzlar | Rotationsmikrotom SM2400;
Rotationsmikrotom RM2125RT

MMM, Medcenter Waérmeschrank, Inucell
Einrichtungen GmbH,P lanegg
Medax Nagel GmbH, Kiel Wasserbad, Medax TypWB24
Merck, Darmstadt Entellan, Art. 1.07961.0500

Panasonic, Hamburg Mikrowelle, Dimension4
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3.1.3

R.Langenbrick, Emmendingen

Deckglaser

R.Langenbrick, Emmendingen

Objekttrager

Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen

Reagens-Transfer-Prozessor, Tissue-Tek®VIP™5]r

Sarstedt, Nimbrecht

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

Sartorius, Gottingen Feinwaagen BP 61, BP 4100
Schleicher und Schull, Dassel | Filterpapier, DE81

Scientific Industries, Bohemie | Vortex-Mixer (Genie2TM)

N.Y., USA

Tefal S.A.S, Rumilly, RK1101 Reiskocher
Frankreich

ThermoShadon GmbH, Einbettungsgerat, Histocentre2
Frankfurt a.M.

WTW,Weilheim pH-Meter, pH 197

Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, Art. A9418

Ethanol, 100 %

Merck, Art. 8187601000

H&matoxylin

Sigma-Aldrich, Art. MHS32-1L

PBS pH 7,4

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma,
USA;
Art. 10010023

Trizma® Base

Sigma, Art. 061M5400V

Tween®20

Merck, Darmstadt; Art. 817072

Xylol

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Art.
09208831
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3.1.4  Primérantikorper

Tabelle 3: Verwendete Priméarantikdrper mit Herstellerangaben

Antikorper Beschreibung Herkunft Verdinnung (IHC)

Anti CD4 monoklonal Maus: 1:35
Clone 4B12
Thermo Fisher,
USA

Art. MA5-12259

Anti CD20 monoklonal Maus: 1:450
clone L26

Abcam, UK
Art. ab9475

Anti CXCR5 polyklonal Kaninchen: 1:1500
Abcam, UK
Art. ab46218

Anti CD3 monoklonal Kaninchen: 1:300
clone SP7

Thermo Fisher,
USA

Art. RM-9107
Anti CD68 monoklonal Maus: 1:200
clone KP1
Abcam, UK
Art. Ab955
Anti FoxP3 monoklonal Maus 1:125
Abcam, UK
Art. ab22510
Anti CD8 polyklonal Kaninchen 1:800
Abcam, UK
Art. ab4055

3.1.5 Sekundarantikorper

Zur Detektion der PrimdrantikGrper in den immunhistochemischen Farbungen wurde in der
vorliegenden Arbeit das ,,Dako REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/RED* verwendet. Als
Sekundarantikorper dienen diesem Set biotinylierte Antikorper sowie eine Streptavidin-gekoppelte
Alkalische  Phosphatase. Im Zuge der Doppelfarbung wurde des Weiteren das
REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/BROWN  und somit ein  HRP-Polymer als

Sekundarantikorper genutzt.

3.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie bezeichnet eine Methode zur Lokalisierung und Visualisierung von Proteinen
in Gewebeschnitten. Zugrundeliegend hierbei ist eine Antigen- Antikdrper Reaktion. Ausgangsmaterial
der Immunhistochemie sind Gewebeproben in Form sogenannter FFPE- (Formalin fixiertes Paraffin

eingebettetes Gewebe) Blocke. Mithilfe des Leica RM 2235 Rotationsmikrotoms (Leica Microsystems,
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Wetzlar) wurden die oben genannten FFPE-Bldcke zu Schnitten mit einer Dicke von 3 Mikrometern
verarbeitet und auf Superfrost Ultra Plus Objektrager (Menzel-Gléaser, Braunschweig, Germany)
aufgetragen. Durch die Einbettung in Paraffin wird die Proteinstruktur der Préparate modifiziert, was in
einer reduzierten Affinitat der Antigene resultiert. Durch verschieden konzentrierte Ethanol- Béader zur
Rehydrierung sowie einer Entparaffinierung mittels Xylol, wird die Grundbeschaffenheit des Praparats
fiir die nachfolgende Methodik vorbereitet. Um der zuvor angesprochenen reduzierten Affinitat der
Antigene entgegenzuwirken und eine optimale Zuganglichkeit der Proteinstrukturen fur folgende
Antikorperinkubationen zu ermdglichen, unterzieht man die Schnitte einer Demaskierung durch ein
Wasserbad in einem Retrieval Puffer. Hierbei ist die Hitze des Wasserbads der entscheidende Faktor fur
die Reversibilitdt der Affinitat der Antigene. Nach Wiederherstellung der molekularen Reaktivitat
erfolgt eine Inkubation mit dem so genannten Primarantikorper der antikorperspezifisch an seine
Zielstruktur der Zelle, das Epitop, bindet. Um eine Visualisierung des Proteins zu gewahrleisten und
gleichzeitig das Signal des PrimarantikOrpers zu verstérken, erfolgt dann eine Inkubation mit dem
sogenannten Sekundérantikorper. Als letzte Reaktion erfolgt die eigentliche Visualisierung durch die
enzymgekoppelte Reaktion mit einem Chromogen. Alle wahrend des Férbeprozess verwendeten
Losungen sind in Tabelle 4 dargestellt. Detaillierte Angaben zum exakten Verlauf der
Immunhistochemie folgen in den weiteren Kapiteln.

Tabelle 4: Verwendete Losungen der allgemeinen Immunhistochemieprotokolle

Verwendete Ldsungen Zusammensetzung
Tris-EDTA Retrivalpuffer; pH 9,0: 296,4 ml H,Opidest
3,0ml 1 M Tris-L6sung
600 ul 0,5 M EDTA-LOsung
0,5 M EDTA-L6sung; pH 8,0: 93,06g EDTA
300 mli H2Obigest
1 M Tris-Lésung: 12,11g  Tris-Base
100 ml H2Obigest
5% BSA in PBS (pH 7,2): 200ml PBS
10g BSA
3% BSA in PBS (pH 7,2): 200 ml PBS
69 BSA
1% BSA in PBS (pH 7,2): 200 ml PBS
29 BSA
5% BSA in PBS (pH 7,2) mit Tween20: 200ml PBS
10g BSA
0,1 % Tween20
1% BSA in PBS (pH 7,2) mit Tween20: 200mlI PBS
29 BSA
0,1% Tween20

3.2.1 Gewebepréparation und Fixierung
Zur Herstellung der oben genannten FFPE-Schnitte wurden die Proben des Patientengewebes in PBS-

gepuffertes 4%iges Formalin Gberfihrt. Die Einbettung des so liber mehrere Stunden fixierten Gewebes
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wurde unter zu Hilfenahme des Reagenz-Transfer-Prozessors Tissue-Tek®VIP™5 JR semi-

automatisiert durchgefihrt. Die folgende Tabelle flinf zeigt die einzelnen Arbeitsschritte des Prozessors.

Tabelle 5: Arbeitsschritte des Reagenz-Transfer-Prozessors Tissue- Tek®VIPTMS5 Jr zur Einbettung von
Formalin-fixiertem humanem Gewebe in Paraffin.

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

Von den so hergestellten FFPE-Blocken wurden anschlieBend mit dem Leica RM 2235
Rotationsmikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar) 3 Mikrometer dicke Gewebeschnitte angefertigt und
in einem warmen Wasserbad, unter Streckung mithilfe eines Pinsels, auf Superfrost Ultra Plus
Objektrager aufgebracht. Diese Schnitte wurden dann bei Raumtemperatur dunkel gelagert und vor dem

entsprechenden Farbetag Uber Nacht in einen 37 Grad Celsius warmen Warmeschrank gestellt.

3.2.2  Versuche zur Etablierung der Standardfarbeprotokolle

Vor der Férbung der Schnitte des HNSCC- Patientenkollektivs war eine Etablierung des Féarbeprotokolls
an institutseigenen Tonsillen- sowie Plattenepithelkarzinomprdparaten noétig. Das standardisierte
Farbeprotkoll hierzu lieferte Dr. rer. nat. Florian Bochen (Forschungslabor der HNO-KIinik, Universitét
des Saarlandes). Basierend auf dem Standardprotkoll als VVorlage wurde die Modifikation der einzelnen
Teilschritte fur jeden verwendeten Primé&rantikdrper in mehreren Etablierungsversuchen getestet, um so
die ideale Antikdrperverdiinnung und Demaskierungszeit zu bestimmen. Im Verlauf der Etablierung
zeigten sich zunéchst bei Verwendung des Standartprotokolls mit einer Verdiinnung des

Primdrantikorpers nach Empfehlung des Herstellers einige antikérperabhangige Probleme, wie

28



unspezifische Hintergrundfarbung oder Intensitatsschwankungen in Form zu starker oder zu schwacher
Farbung. Zur Vermeidung dieser Problematik wurde zuerst die Demaskierung in Bezug auf die 20-
minutige Herstellerangabe veréndert. Antikdrperabhangig wurde die Zeit systematisch herabgesetzt, mit
dem Ziel weniger unspezifische Férbereaktionen zu erlangen. Um das Farbeergebnis weiter zu
optimieren, wurden auch die Antikérperverdinnungen verandert. Zu beobachten war auch hier im
finalen Farbeprotokoll fur die einzelnen Antikorper eine signifikante Differenz zur Herstellerangabe. So
verénderte sich die Verdinnung im Laufe der Etablierung bei CD4 von initial 1:50-1:100 auf 1:35, bei
CD20 von initial 1:100-1:400 auf 1:450 und bei CXCRS5 von initial 1:500-1:2000 auf 1:1500.
Erwahnenswert hierbei sei die Problematik bei Anti-CXCR5 und Anti- CD4, bei denen eine
titrationsabhéngige unspezifische Hintergrundfarbung festgestellt werden konnte. Die Ldsung im
Rahmen dieser beiden Farbungen, war hierfiir die Verwendung von 0,1% Tween20 in PBS-
Waschpuffern, in der 5 %igen BSA Blockierldsung sowie in der 1% igen Antikorperverdinnung. Grund
hierfur war die lipidschichtdurchdringende Wirkung des Tweens20. Folglich kam es zur vermehrten
Freilegung spezifischer Epitope, was in einer spezifischeren Férbung resultierte.

Nach erfolgreicher Etablierung der Single-Antikorperfarbungen auf den institutseigenen Materialien
(Tonsillen und Plattenepithelkarzinome), erfolgte ein Farbeversuch auf Gewebeschnitten des in dieser
Arbeit untersuchten Patientenkollektivs. Ziel hierbei war eine Feinjustierung der Farbeprotokolle, da
sich probenabhangige minimale Intensitatsunterschiede zeigten.

Nach Abschluss der Etablierung der Antikorper fir Einzelfarbungen wurde eine Etablierung fiir die
immunhistochemischen Doppelfarbungen (CD20 + CXCRS5; CD4 + CXCR5) durchgefihrt. Ziel der
Doppelfarbung war es, durch ein gemeinsames Auftragen zweier Primarantikorper spezifische
Subpopulationen der zuvor in Einzelfarbungen detektierten Zellen, nachzuweisen. Hierbei war es notig
die Intensitat der Antikdrper aufeinander abzustimmen und erneut ein Farbeprotokoll zu erstellen, dass
die simultane Detektion beider Epitope erlaubt. Um etwaige Interaktionen der Antikdrper untereinander
auszuschlieBen beziehungsweise zu identifizieren, wurden mehrere Farbekonditionen getestet. Im Zuge
dessen wurde die Reihenfolge der Antikorperinkubation, das benutzte Féarbekit sowie die gemeinsame
Demaskierungszeit variiert. Eine weitere Problematik stellte die Verwendung von Tween20 dar, dass
zwar im Einzelfarbungsprotokoll von Anti-CXCRS5 sowie Anti-CD4 Verwendung fand, jedoch im Falle
der Einzeletablierung von Anti-CD20 nicht von Noten war. Es stellte sich heraus, dass im Falle der
Anti CD4- Anti CXCR5 Kombination keine Anpassung des Einzelfarbungsprotokolls notwendig war,
anders als bei der Anti CD20- Anti CXCR5 Kombination. Aufgrund zu starker Férbeintensitat und
verstarkter, unerwiinschter Hintergrundféarbung wurde im Falle der CD20-CXCR5 Doppelfarbung auf
Tween20 im Bereich der CD20 Teilfarbung verzichtet. Nach erfolgreicher finaler Etablierung der
Protokolle wurden die finalen immunhistochemischen Féarbungen der HNSCC Schnitte des

Patientenkollektivs durchgefihrt.
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3.2.3  Allgemeiner Versuchsablauf der immunhistochemischen Farbungen

3.2.3.1 Versuchsablauf der Einzelfarbung (CD4, CD20, CXCRS5)

Nach Inkubation der Schnitte Uber Nacht in einem 37 Grad Celsius warmen Warmeschrank erfolgte die
antikoérperunspezifische Entparaffinierung der FFPE-Schnitte in einer Xylolklvette fir 10 Minuten.
Darauffolgend wurden die Préparate 3 mal fir 30 Sekunden in unterschiedlichen Xylolkivetten
gewaschen. Um eine Rehydrierung der Préparate zu gewdhrleisten, erfolgte anschlieBend ein
dreimaliges Waschen in drei verschiedenen 100%igen sowie drei verschiedenen 70%igen
Ethanolkivetten fir jeweils 30 Sekunden. Der finale Waschschritt wurde mit HyOpiges: durchgefiihrt. Um
eine optimale Affinitat der Antigene zu erlangen, wurde nun antikorperspezifisch eine im Reiskocher
durchgefuhrte hitzeinduzierte Epitop-Demaskierung durchgefihrt. Hierbei wurde der zuvor angesetzte
Tris- EDTA Retrievalpuffer (pH 9) in einer Kunststoffkiivette bei 900 W und circa 3 min in der
Mikrowelle auf tber 95 Grad Celsius erhitzt. Die Préparate wurden in diesen Puffer Gberflhrt und fur
eine antikorperspezifische Zeitdauer im Reiskocher demaskiert. Die Demaskierungszeit bei CD20
betrug hierbei 17 Minuten, bei CD4 18 Minuten und bei CXCR5 jeweils 15 Minuten. Nach der
Demaskierung im Reiskocher erfolgte eine Abkiihlungsphase der Schnitte von 30 min bei
Raumtemperatur, um die Temperatur der Schnitte auf unter 50 Grad Celsius zu senken. Anschlielend
wurden die Praparate fur 3x5 Minuten in Waschpuffer (PBS, pH 7,2) gespllt.

Um unspezifischen Proteinbindungen entgegenzuwirken, wurden anschlieend die Schnitte mit 3%igen
BSA in PBS, beziehungsweise im Falle der Verwendung von Tween20 mit 5% igen BSA in PBS (pH
7,2) fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (sog. ,.Blockieren*). Nach Ablauf der
Blockierungszeit erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Priméarantikorper (antikOrperspezifisch
verdiinnt in 1% BSA/PBS (CD4 und CXCR5 mit Tween20), CD4: 1:35, CD20:1:450, CXCR5:1:1500)
fir 60 Minuten. Zur Visualisierung der mit dem Primarantikorper markierten Antigene wurden nach
einem 3x5 minltigem Waschschritt (PBS, pH 7,2;) die Prdparate mit einem biotinylierter
Sekundérantikorpen aus dem  REALT™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/RED  Farbekit
entsprechend den Herstellerangaben fur 30 Minuten inkubiert. Auf einen erneuten dreimaligen
Waschschritt mit dem PBS Waschpuffer (3x5 Minuten) folgte eine 30-minutige Inkubation mit der
Streptavidin-gekoppelten Alkalischen Phosphatase. Bevor die Schnitte dann fir 15 Minuten mit der
Substrat Chromogen Losung inkubiert wurden, folgte ein erneuter 3x5 minltiger Waschvorgang mit
PBS.

Die abschlieRenden Spulschritte bestanden aus einem 5-minitigem Waschen mit Aqua dest, einem 7-
minutigen Gegenfarben mit Sigma Aldrich Hdmatoxylin und einem 10-miniitigen Spilvorgang unter
flieBendem Wasser. Nun erfolgte im Sinne der Dehydratisierung ein 3x 30 Sekunden langes Bad in 70%
Ethanol, gefolgt von drei Bédern in 100% Ethanol und einem dreifachen Xylolbad mit anschliefendem
Eindecken der Praparate mit Entellan. Alle PBS haltigen Waschpuffer enthielten im Rahmen der CD4
und CXCRS5 Férbung 0,1% Tween20.
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3.2.3.2 Versuchsablauf der Doppelfarbung (CD20+CXCR5; CD4+CXCR5)

Analog zur Einzelfarbung begann die Doppelfarbung, nach zuvor nachtlicher Inkubation der Schnitte in
einem 37 Grad Celsius warmen Inkubator, mit diversen Entparaffinierungs- und
Rehydrierungsschritten. Hierzu erfolgte zunéchst ein 10-minutiger Waschschritt in einer Xylolkivette.
Darauffolgend wurden die Schnitte im Zuge der Rehydrierung jeweils 3-malig fur 30 Sekunden in
100%igen und 70%igen Ethanolkivetten gewaschen. AbschlieBend erfolgte ein weiterer 5-mindtiger
Waschschritt in H,Opigest. Um den paraffinbedingten Affinitatsverlust der Epitope auszugleichen, wurde
analog zur Einzelfarbung eine hitzeinduzierte Demaskierung im Wasserkocher durchgefihrt. Hierfur
wurde der Tris- EDTA Retrievalpuffer (pH 9) in einer Kunststoffkiivette bei 900 W und circa 3 Minuten
in der Mikrowelle auf Gber 95 Grad Celsius erhitzt und mit den Schnitten in das Wasserbad eines
Reiskochers gestellt. Im Zuge der Doppelfarbung wurde die Problematik einer gemeinsamen
Demaskierungszeit zweier verschiedener Primarantikorper deutlich. Durch Variieren der
Demaskierungszeit wurde abgewogen, wann das optimale Farbergebnis der beiden nacheinander
aufgetragenen PrimdrantikOrper entsteht. Im Falle der Anti-CD4 — Anti- CXCR5 Kombination belief
sich die Demaskierungszeit auf 16,5 Minuten und im Falle der Anti- CD20 — Anti-CXCR5 Kombination
auf 15 Minuten. Um eine Temperatur von unter 50 Grad Celsius zu erreichen, kihlten die Schnitte
anschlielend eine halbe Stunde bei Raumtemperatur ab. Danach erfolgte drei Mal ein funfminutiger
Waschschritt mit PBS. Um unspezifische Hintergrundfarbungen zu vermeiden, wurden die Schnitte
dann fur 30 Minuten mit 3%igem, beziehungsweise im Falle einer Verwendung von Tween20 mit 5
%igem BSA/PBS inkubiert. Der Inkubation folgend wurde der erste Primarantikorper auf die Praparate
aufgetragen. Im Falle der CD4- CXCR5 Kombination erfolgte die Primarantikérperinkubation fiir 60
Minuten, der CD4- Antikorper in einer Konzentration von 1:35 (verdinnt in 1% BSA/PBS mit
Tween20). Fir die CD20-CXCR5 Kombination wurde zuerst der CD20 Antikorper in einer 1:450
Verdiinnung (verdinnt mit 1%BSA/PBS) fir 45 Minuten aufgetragen. Nach der Inkubation mit dem
Primarantikorper folgte ein 3x5 minttiger Waschschritt in PBS-Kdiivetten. Zur Amplifizierung und
Visualisierung des Primérantikdrpers wurden die Schnitte danach mit einem HRP-Polymer
Sekundérantikérper aus dem REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/BROWN  Farbekit
entsprechend den Herstellerangaben inkubiert (60 Minuten). Vor der folgenden flinfminutigen
Inkubation der Schnitte mit der Substrat Chromogen Ldsung wurden die Praparate erneut 3-mal in PBS
gewaschen. Zur Vorbereitung auf den zweiten Primarantikorper erfolgte, nach einmaligem Waschschritt
mit Aqua Dest und PBS, die Blockierung der Schnitte fiir 30 Minuten mit 5% BSA/PBS mit Tween20.
Auf die Blockierung folgend, begann die Inkubation des zweiten Primdrantikdrpers. Sowohl fiir die
Anti-CD4/ Anti-CXCXR5 als auch fiir die Anti-CD20/ Anti-CXCXR5 Kombination wurde der CXCR5-
Antikorper als zweiter Primérantikorper genutzt. In einer 1% BSA/PBS Verdiinnung mit Tween20
wurde der Antikdrper fiir 60 Minuten inkubiert. Es folgten drei Waschritte zu je funf Minuten mittels
Tween20 enthaltendem PBS. Analog zum ersten Primérantikérper, wurden die Schnitte danach fir 30

Minuten mit einem biotynilierten Sekundérantikdrper des
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REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/RED  Farbekit inkubiert. Nach erneutem 3-mal
flinfminltigem Waschschritt in PBS mit Tween20 wurde die Streptavidin-gekoppelte Alkalische
Phosphatase fur 30 Minuten auf die Schnitte gegeben. Auf einen anschlieenden Waschritt in PBS mit
Tween20 folgte die Visualisierung des zweiten Primarantikdrpers mittels der Substrat-Chromogen
Losung fir 15 Minuten. Schlussendlich wurden die Schnitte mehreren Spulschritten in Form eines 5-
minutigem Waschens mit Aqua dest, eines 7-minitigen Gegenféarbens mit Sigma Aldrich Hamatoxylin
und eines 10-mindtigen Spulvorgangs unter flieBendem Wasser unterzogen. Im Sinne einer
Dehydratisierung erfolgte ein 3x 30 Sekunden langes Bad in 70% Ethanol, gefolgt von drei Badern in
100% Ethanol und einem dreifachen Xylolbad mit anschlieBendem Eindecken der Schnitte mit Entellan.
Beispielhafte Farbeergebnisse unter Verwendung der zuvor beschriebenen Protokolle sind in Abbildung

4 dargestellt.
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A A b B R R ENE R R SR
Abbildung 4: Immunhistochemische Analyse der Immunzellsubpopulationen in der Validierungskohorte/ UKS-

Kohorte (n=101 Patienten). Reprasentative HE- und immunhistochemische Férbungen eines Hypopharynxkarzinom-
Patienten. (A+B) HE-Férbung in 10x (A) und 40x (B) VergroRerung. CD4-CXCR5 Férbung (follikulére T-Helferzellen) in (C)
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10x, (D) 40x und (E) 60x VergroRerung und CD20-CXCRS5 Farbung (naive B-Zellen) in (F) 10x (G) 40 x und (H) 60x
VergroBerung. In (C), (D), (E), (F), (G) und (H) wird CXCRS5 durch die roten Férbesignale (FastRed) und CD4 bzw. CD20
durch die braunen Farbesignale (DAB) dargestellt.

3.24  Semiquantitative Analyse der immunhistochemischen Farbungen

In die semiquantitative Analyse der immunhistochemischen Farbungen flossen neben der
.Immunzellinfiltration, auch die Parameter ,,gefarbte Leukozytenzahl* sowie ,,GréRe des Préparats®
ein. Durch die genannten Parameter konnte so ein modifizierter immunreaktiver Score (IRS) nach
Remmele und Stegner (REMMELE, STEGNER, 1987) gebildet werden. Der Score wurde fir alle durch
die Immunhistochemie detektierten Zielzellen und fiir jedes Préparat sowohl intra- wie auch peritumoral
bestimmt. Als intratumoral wurde hierbei der Teil des Préparats mit sichtbaren Tumorzellen, inklusive
der direkten Umgebung des Tumors in Form von 3 Zellreihen Abstand gewertet. Als peritumoral wurde
das Gewebe charakterisiert, dass per se tumorfrei war und sich innerhalb von drei mikroskopischen
Blickfelder angrenzend an den Tumor befand. Die Immunzellinfiltration wurde gemaR ihrem Ausmaf}
in Kategorien von 1 bis 4 eingeteilt. Kategorie 1 stellt hierbei keine detektierbare Immunzellinfiltration
dar. Kategorie 2 definierte sich durch eine Immunzellinfiltration von bis zu 25% der gesamten
Praparateflache. Kategorie 3 umfasste die Praparate deren Immunzellinfiltration 26- 50% der
Préaparateflache betrug und Kategorie 4 stellte alle Praparate mit einer Immunzellinfiltration auf > 50%
der Préaparateflache dar. Die Analyse der Einzelfarbungen gestaltete sich annahernd analog zur
Immunzellinfiltration. Auch hier wurde eine Einteilung in 3 Kategorien vorgenommen. Zu Kategorie 1
zahlten hierbei alle Praparate die weniger als 30% positiv gefarbte Leukozyten, gemessen an der
Gesamtzahl der Leukozyten im Préparat, aufwiesen. Kategorie 2 stellte den Bereich von 30-60 % positiv
gefarbter Leukozyten dar. Zu Kategorie 3 zahlten alle Préparate, bei denen mehr als 60% der

Gesamtleukozyten im Préaparat positiv gefarbt waren.

Tabelle 6: Zusammensetzung des mIRS im Rahmen der Einzelfarbung.

Einzelférbung Immunzellinfiltration gefirbte
Leukozytenzahl
1 keine <30%
2 <25% 30-60%
3 25-50% >60%
4 >50% -
Beispielrechnung: 2 2 mIRS: 2x3=6

Die Analyse der Doppelfarbungen musste im Vergleich zu diesem Vorgehen bei den Einzelfarbungen
nochmals modifiziert werden. Hierbei wurde, aufgrund der verhdltnismaRig geringen Anzahl an
doppelgeféarbten Zellen, auf eine prozentuale Kategorieneinteilung verzichtet. Stattdessen wurden die
doppelgeféarbten Zellen im gesamten Praparat ausgezahlt und die Kategorieneinteilung verlief auf Basis

absoluter Zahlen. Kategorie 1 stellte hierbei die Spanne von null bis 5 positiv doppeltgefarbten Zellen
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dar. Kategorie 2 reprasentierte die Praparate mit einer Anzahl von funf bis fiinfzehn Zellen, gefolgt von
Kategorie 3 mit einer Anzahl von 16-30 doppeltgefarbten Zellen. Kategorie 4 umfasste alle Préparate
mit einer Gesamtzahl von tber 30 doppeltgeféarbten Zellen. Mit dem Produkt aus Immunzellinfiltration
und positiv gefarbten Zellen entstand so im Falle der Einzelfarbung eine Spannbreite des modifizierten
IRS von 1-12. Im Falle der Doppelfarbung betrug das mdgliche Ergebnis des IRS 1-16.

Um einen durch die GrofRe des Praparates verursachten Bias bei der Bestimmung des IRS
auszuschlieRen, wurde im ndchsten Schritt auch die GréRe des Gesamtpraparats fur die Bestimmung des
modifizierten IRS (MIRS) bericksichtigt. Hierzu wurde das Préparat durch das Leica MSV269
Auflichtmikroskop begutachtet und mithilfe der ImageJ Software die Praparat- sowie TumorgréRe
umfahren. Anhand der durch ImageJ generierten Flachen (in mm?), konnte so die TumorgréRe bestimmt
werden. Das peritumorale Stroma wurde ndherungsweise als Differenz der Gesamt-Praparategréfie und
der TumorgrolRe berechnet. Wie bereits bei den positiven Leukozyten, wurde im Falle der GroRe
gleichermafBen eine Einteilung in 3 Kategorien vorgenommen. Die Kategorie 1 der Tumorgrole
umfasste alle Praparate ab 80 mm?2, Kategorie 2 umfasste die 16,1 bis 72 mm? groRen Praparate und
Kategorie 3 beinhaltete alle Praparate mit einer TumorgréRe von 0,2 bis 16 mm?2. Simultan zur
TumorgréRe, wurde auch das peritumorale Stroma kategorisiert. Hierbei beinhaltete Kategorie 1 alle
Préaparate mit einer GréRe von 147,2 bis 293,1 mm?, Kategorie 2 alle Praparate der GroRen von 31 bis
126,4 mm? und Kategorie 3 die Praparate mit einer GroRe von 0,1 bis 30 mm? Die verschiedenen
Kategorien der GroRe wurden daraufhin mit dem zuvor berechneten IRS multipliziert, resultierend in
dem finalen , modifizierten IRS* (mIRS). Als Endergebnis war somit eine Spannbreite des mIRS von 1
bis 48 im Falle der Doppelfarbung und von 1 bis 12 im Falle der Einzelfarbung méglich. Tabelle sechs
und sieben veranschaulichen die Zusammensetzung des mIRS im Rahmen der Einzel- und
Doppelfarbung nochmals. Mittels der zuvor erlduterten VVorgehensweise wurden alle im Rahmen dieser
Arbeit erstellten immunhistochemischen Farbungen am Durchlichtmikroskop von drei unabhéangigen

Begutachtern, davon ein Facharzt fiir Pathologie, semiquantitativ ausgewertet.

Tabelle 7: Zusammensetzung des mIRS im Rahmen der Doppelfarbung

Doppelfidrbung | Immunzellinfiltration | gefdrbte Gréfe Gréfe
Leukozyten Priparat Préparat
(Stiick) (intratumoral) | (peritumoral)
1 keine 0-5 >80 mm? 147,2-293
mm?
2 <25% 6-15 16,1-72 mm? 31-126,4
mm?
3 25-50% 15-30 0,2-16 mm? | 0,1-30 mm?
4 >50% >30 - -
Beispielrechnung 2 3 2 - mIRS:
intratumoral: 2x3x2=12
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3.3 Analyse der TCGA-Sequenzierungsdaten

Fir die Analysen des TCGA-HNSC Kollektivs im ersten Teilabschnitt dieser Arbeit wurden 6ffentlich
zugangliche DNA-Sequenzierungsdaten des TCGA- Projekts (https://portal.gdc.cancer.gov/) genutzt
(zur n&heren Beschreibung des TCGA-Projekts s. Einleitung Kapitel 2.3).

Hierbei wurde ein HNSCC Patientenkollektiv von n=513 Patienten ausgewertet (im TCGA-Projekt
kodiert als TCGA-HNSC). Das Patientenkollektiv setzt sich aus diversen Tumorentitdten der Kopf-
Halsregion, angefuhrt von Karzinomen der Mundhohle (n=309), Larynxkarzinomen (n=116),
Oropharynxkarzinomen (n=78), sowie Hypopharynxkarzinomen (n=10) zusammen. Fir die
Auswertung von Immuninfiltration und Immunaktivitat im Zuge der Analyse der Tumorresektate der
Patienten des TCGA- Kollektivs wurden diverse Methoden, basierend auf short read RNA-
Sequenzierungsdaten (srRNAseq) und DNA-Sequenzierungsdaten (whole exome sequencing, WES),
verwendet: Zum einen wurde die ,,Single-Sample Gene Set Enrichment Analysis*“ Methode (ssGSEA)
(ROONEY et al., 2015; THORSSON et al., 2018) angewendet, die am Broad Institut (Cambridge, MA,
USA) auf Basis der GSEA Plattform entwickelt wurde. sSGSEA errechnet unter Verwendung von
RNAseq Daten einer Probe sogenannte Anreicherung-Scores fur vordefinierte genetische Pathways
(gene set enrichment scores). Dies ermdglicht die Analyse ob in einer Probe bestimmte Gensets auf
MRNA-Ebene verstarkt oder vermindert exprimiert werden und damit eine Aussage dartber, welche
molekularen Pathways stimuliert und welche supprimiert sind.

Ein weiterer Algorithmus zur Analyse der Immuninfiltration und Immunaktivitét stellt die ,,Estimation
of Stromal and Immune Cells in Malignant Tumor Tissues using Expression Data (ESTIMATE)“
(ROONEY et al., 2015; THORSSON et al., 2018) dar. ESTIMATE wurde auf Basis von ssGSEA am
MD Anderson Cancer Center in Houston (TX, USA) entwickelt und integriert 6ffentliche Datenbanken
sowie die Datenbank des TCGA. Aus verschiedenen Tumorproben mit starker und schwacher
Immunzellinfiltration wurden hierbei 141 relevante Gene definiert, deren Expressionsdaten entweder zu
einem ,,stromal score oder einem ,,immune score” kombiniert werden konnen. Der ,,ESTIMATE
Score“ beschreibt eine Kombination beider Einzelscores, der die Expressiondaten aller 141 Gene
einschliet. Die ESTIMATE Score Daten fur das TCGA-Projekt sind auf der Website des MD Anderson
Cancer Center ¢ffentlich zuganglich (bioinformatics.mdanderson.org/estimate).

Zur Beurteilung der zytolytischen Aktivitat der den Tumor infiltrierenden Immunzellen wurde der sog.
,CYT score” verwendet, der erstmals von Rooney et al. beschrieben wurde und auf der Expression der
beiden Effektorgene Granzym A (GZMA) und Perforin (PRF1) basiert (ROONEY et al., 2015).
Mithilfe der von Thorsson und Rooney entwickelten Methodik konnten so 29 verschiedene
LImmunmarker des TCGA-HNSC-Patientenkollektiv analysiert werden, die sowohl verschiedene
Immunzellpopulationen als auch u.a. Cytokine und Checkpoint-Molekiile einschlielen: CD8+ T-Zellen,
aktivierte CD4+ Gedachtnis-T Zellen, ruhende CD4+ Gedachtnis T Zellen, naive CD4+ T-Zellen,
follikulare T-Helferzellen, regulatorische T-Zellen, Lymphozyten als Gesamtpopulation, Leukozyten

als Gesamtpopulation, Gedachtnis B-Zellen, naive B-Zellen, eosinophile Granulozyten, IFN-gamma,
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TGF-beta, TH1 Zellen, TH2 Zellen, TH17 Zellen, M1 Makrophagen, M2 Makrophagen, MO
Makrophagen, Makrophagen als Gesamtpopulation, Mastzellen, Monozyten, neutrophile Granulozyten,
Plasmazellen, aktivierte NK Zellen, ruhende NK Zellen, dendritische Zellen als Gesamtpopulation,
aktivierte dendritische Zellen und ruhende dendritische Zellen. Im Falle der ,,Leukozyten-Fraktion®
wurde der Leukozytengehalt zuerst ermittelt, indem die methylierten DNA-Proben mit der grofiten
Differenz zwischen puren Leukozyten und normalem Gewebe identifiziert wurden. Darauf basierend
beruht die anschlieBende Schatzung des Leukozytengehalts mithilfe eines ,,Mixture Models“. Um die
verschiedenen Immunzell- Subtypen innerhalb des Leukozyten Kompartiments zu bestimmen, wurden
CIBERSORT Algorithmen (cell-type identification by estimating relative subsets of RNA transcripts)
(NEWMAN et al., 2015) verwendet. Zur Entwicklung der CIBERSORT Algorithmen wurden 22
Immunzell-Referenzprofile benutzt, um eine Basissignaturmatrix abzuleiten. Diese konnen so bei
gemischten Proben verwendet werden, um die relativen Anteile der Immunzellen zu bestimmen. Die
klinischen Daten der TCGA-HNSC-Patienten wie u.a. das “Overall Survival (OS)“, ,,Progression free
survival (PFS)“ sowie weitere klinische Daten und TNM-Klassifizierungen lieferte die offentlich
zugéngliche FIREBROWSE Datenbank (http://firebrowse.org/). Die Daten zur Analyse
histopathologischer Charakteristika, wie dem HPV-Tumorstatus, lieferten die Vertffentlichungen von
Thorsson et al, sowie Campbell et al. (CAMPBELL et al., 2018; THORSSON et al., 2018).

3.4  Analyse der Immunhistochemie

In den nachfolgenden Tabellen 8 und 9 sind die aufgelisteten Patienten weiter in eine Gruppe mit
Vitamin-D-Mangel und eine Gruppe mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung unterteilt, flr die jeweils
das Alter bei Erstdiagnose, die Tumorlokalisation, das TNM-Stadium, der 25-OH-Vitamin-D-

Serumspiegel und der HPV-Tumorstatus aufgelistet sind.

3.4.1 Patienten mit einem Vitamin D Mangel
Tabelle 8: Patientendaten der UKS-Patienten mit Vitamin D Mangel

Geschlecht | Alter bei Diagnose TNM- Stadium 25-OH- HPV-
Erstdiagnose Vitamin-D | Status
[ng/ml]

m 60 Hypopharynx-CA cT2 cNO cMO0 G2 4,00 negativ
m 53 Hypopharynx-CA ¢T4 cN2b cMO0 G3 4,00 negativ
m 66 Larynxkarzinom cT4b cN3b cMO0 G2 4,00 negativ
m 61 Larynxkarzinom cT2 pNO cMO0 G3 4,00 negativ
m 79 Oropharynx-CA pT1 pN1cMO G3 4,00 negativ
m 70 Oropharynx-CA cT3 cN2c cM0 G2 4,00 negativ
w 64 Oropharynx-CA pT4a pN2c cMO0 G3 4,00 negativ
w 68 Hypopharynx-CA ¢T3 ¢cNO cMO0 G2 4,20 negativ
m 58 Hypopharynx-CA pT4a pN2c cMO0 G3 4,80 negativ
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w 67 Larynx-CA pTlacNOcMO G3 4,80 negativ
m 68 Larynx-CA ¢T4 pN2c cMO0 G2 4,80 negativ
m 67 Larynx-CA cT3G3 5,00 negativ
m 59 Mundhohlen-CA cT3 cN1cM1 G2 5,30 negativ
m 55 Oropharynx-CA ¢T4 cN2c cM0 G2 5,30 negativ
m 59 Mundhohlen-CA pT2 pN3 cMO0 G2 5,40 negativ
m 55 Oropharynx-CA pT1 pN1cMO G2 5,40 positiv
m 71 Mundhohlen-CA cT4a cN2c cM0 G2 5,40 negativ
m 71 Larynx-CA pT2 cN2b cMO G2 5,50 negativ
m 68 Hypopharynx-CA pT4a pN1 cMO0 G2 5,60 negativ
w 56 Oropharynx-CA cT3pN1cM1G3 5,60 positiv
w 66 Hypopharynx-CA cT2 cN3 cM0 G2 5,80 negativ
m 57 Larynx-CA cT2 cNO cMO0 G2 5,80 negativ
m 67 Mundhohlen-CA pT1 pNO cMO G2 5,80 negativ
m 71 Oropharynx-CA ¢T3 ¢cN2 cMO0 G3 5,80 positiv
m 50 Larynx-CA cT2 pN1cMO0 G2 5,90 negativ
m 58 Mundhohlen-CA cT1 pNO cMO0 G3 5,90 negativ
m 42 Mundhohlen-CA rcT4b cNO cMO G3 6,00 negativ
m 48 Mundhéhlen-CA pT3 pNO cMO0 G2 6,10 negativ
m 56 Mundhohlen-CA pT2 pN1 cMO G2 6,20 negativ
m 74 Larynx-CA pT4a pN2c cMO G3 6,50 negativ
m 80 Larynx-CA cT4 cNO cMO0 G2 6,60 negativ
m 56 Larynx-CA cT4apN1cMO0 G2 6,60 negativ
m 69 Larynx-CA cT2 pN2b cM0 G3 6,70 negativ
m 63 Larynx-CA pT3 pN3b cMO0 G3 6,80 negativ
m 74 Larynx-CA cT2 cNO cMO0 G2 7,60 negativ
m 59 Hypopharynx-CA cT4 cN2b cMO0 G2 7,80 negativ
w 53 Hypopharynx-CA pT1 pNO cMO G3 7,80 negativ
m 64 Larynx-CA cT3 pNO cM0 G2 7,80 negativ
m 53 Oropharynx-CA cT4 cN2c cM0 G3 7,80 negativ
m 63 Oropharynx-CA pT1 pN2b pM1 G3 8,00 negativ
m 58 Oropharynx-CA ¢T3 pN2b cMO0 G3 8,00 negativ
m 60 Larynx-CA ¢T3 cNO cMO0 G2 8,20 negativ
w 53 Oropharynx-CA pT2 pN2b cMO0 G3 8,29 negativ
m 57 Oropharynx-CA rcT2 cNO cM0 G2 8,40 negativ
m 65 Oropharynx-CA cT4b cN3 cM1 G3 8,50 negativ
m 75 Hypopharynx-CA cT2 pNO cMO0 G3 8,60 negativ
m 73 Oropharynx-CA cT4 cN2b cMO0 G3 8,70 negativ
m 64 Mundhohlen-CA cT2 cNO cMO0 G1 8,80 negativ
m 49 Oropharynx-CA cT2 pN2b cMO0 G3 8,86 negativ
m 71 Larynx-CA pT2 pN2b cMO0 G2 9,00 negativ
m 57 Oropharynx-CA pT2 pN2c cMO0 G2 9,10 negativ
m 65 Larynx-CA cTlacNOcMO G1 9,20 negativ

w
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m 60 Larynx-CA cT2 cN2b cMO0 G1 9,30 negativ
m 53 Hypopharynx-CA pT2 pN2b cMO G3 9,90 negativ
3.4.2 Patienten mit ausreichender Vitamin D VersorgungTabelle 9: Patientendaten der UKS-
Patienten mit ausreichender Vitamin D Versorgung
Geschlecht | Alter bei | Diagnose TNM- Stadium 25-OH- HPV-
Erstdiagnose Vitamin-D [ng/ml] Status
m 63 Oropharynx-CA pT2 pN1 cMO0 G3 10,80 negativ
m 63 Oropharynx-CA cT2 pN1cMO G3 11,20 positiv
m 59 Larynx-CA cT2 pNO cMO0 G3 11,60 negativ
m 59 Oropharynx-CA cT2 cN2 M0 G2 11,80 positiv
m 52 Larynx-CA pT2 pNO cMO0 G2 11,90 negativ
m 57 Larynx-CA pT3 pN2b cM0 G2 12,60 negativ
m 66 Oropharynx-CA cT2 cNO cMO0 G3 13,20 positiv
m 63 Oropharynx-CA pT2 pN1 cMO0 G3 14,40 positiv
m 71 Mundhghlen-CA cT2 pN1cMO G3 15,70 negativ
w 54 Mundhdéhlen-CA pT2 pNO cMO0 G2 15,80 negativ
m 82 Larynx-CA ¢T3 pN1cMO0 G3 16,10 negativ
w 58 Oropharynx-CA cT4 pN2c cMO0 G3 16,50 negativ
m 42 Oropharynx-CA cT3 cNO cMO0 G2 16,80 negativ
m 79 Oropharynx-CA cT3 cN3 cM0 G3 17,50 positiv
m 64 Oropharynx-CA cT4 cNO cMO0 G3 18,50 negativ
m 74 Larynx-CA cT3 cNO cMO0 G3 18,70 negativ
w 33 Mundhdhlen-CA pT2 pN1 cMO0 G2 18,70 negativ
m 84 Mundhéhlen-CA pT2 pN2b cMO0 G3 18,80 negativ
m 66 Oropharynx-CA cT2 pN1cMO G3 19,40 positiv
m 73 Oropharynx-CA cT2 cN1cMO0 G3 19,60 positiv
m 72 Oropharynx-CA cT2 cN3 cMO0 G3 19,70 positiv
m 61 Oropharynx-CA cT3 cN1cMO0 G2 19,80 positiv
m 42 Oropharynx-CA cT1 cNO cMO0 G3 20,90 negativ
m 80 Oropharynx-CA cT3 cN2b cMO0 G3 21,10 negativ
m 80 Oropharynx-CA cT1 pN1cMO G3 21,50 positiv
w 65 Oropharynx-CA cT1 pNO cMO G3 21,60 positiv
m 65 Larynx-CA pT4a pN2c cM0 G2 21,80 negativ
m 78 Larynx-CA ¢T3 cNO cMO0 G2 22,10 negativ
w 63 Oropharynx-CA cT4 pN2c cMO0 G2 22,10 negativ
w 47 Mundhohlen-CA pT1 pNO cMO G2 22,80 negativ
m 75 Oropharynx-CA pT3 pN1cMO0 G3 23,40 positiv
m 51 Mundhdéhlen-CA cT2 pN2b cMO0 G2 24,00 negativ
m 72 Oropharynx-CA ypT1 pNO cMO0 G2 24,20 negativ
m 61 Hypopharynx-CA cT3 pN3b cM0 G3 24,80 negativ
m 80 Oropharynx-CA pT2 pN1 cMO0 G3 25,10 positiv
m 56 Mundhohlen-CA cT1cNO cMO0 G2 25,20 negativ
m 60 Oropharynx-CA pT3 pNO cMO G2 26,30 negativ
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m 73 Larynx-CA pT1cNO cMO G2 26,40 negativ
w 61 Oropharynx-CA cT4 cN2c cM1G3 28,70 negativ
m 60 Oropharynx-CA pT2 pN2 cMO G3 29,60 positiv
w 87 Oropharynx-CA cT2 cNO cMO0 G2 29,90 negativ
m 65 Larynx-CA cTlacNOcMO0 G2 31,10 negativ
m 72 Mundhohlen-CA pT2 pN2b cMO0 G3 31,10 negativ
w 79 Mundhdéhlen-CA pT2 pNO cMO0 G2 33,30 negativ
w 59 Mundhdohlen-CA pT2 cNO cMO G3 38,20 negativ
m 54 Hypopharynx-CA cT4 cNO cMO0 G3 38,80 negativ
m 61 Oropharynx-CA pT1pN1cMO G2 40,80 positiv

Die unterschiedliche Darstellung des TNM-Stadiums mit klinischen oder pathologischen Angaben des
T-Stadiums erklart sich durch die Tatsache, dass nicht alle Patienten in Form einer primar operativen
Therapie behandelt wurden, sondern eine primare Radio(chemo-)therapie erhielten. Das pathologische
(p) T-Stadium konnte nur angegeben werden, wenn eine komplette Tumorresektion erfolgte und somit
auch die TumorgréfRe durch den Pathologen bestimmt werden konnte. Bei Patienten, die mit einer
priméren Radio(chemo-)therapie behandelt wurden, konnte das T-Stadium nur klinisch (c) bzw.
radiologisch eingeschéatzt werden. Das N-Stadium wurde pathologisch klassifiziert, sobald eine Neck-
Dissection durchgefiihrt wurde, ansonsten erfolgte die Einteilung anhand der klinisch/radiologischen
Untersuchungen.

3.4.3 HPV-Status der UKS-Kohorte

Der HPV-Tumorstatus der institutseigenen Kohorte wurde durch eine Kombination aus
immunhistochemischer p16-Farbung und HPV-DNA-PCR ermittelt. Nur Patienten, die sowohl eine
positive pl6-IHC als auch eine positive HPV-DNA-PCR aufwiesen, wurde ein positiver HPV-
Tumorstatus zugeordnet. Im Rahmen der HPV-DNA-PCR wurde die DNA aus frisch eingefrorenem
Tumorgewebe mit dem QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) geméaR den
Anweisungen des Herstellers extrahiert. AnschlieBend wurde eine HPV-DNA-PCR mit dem
LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) unter Verwendung von GP5+/6+-
Primern durchgefiihrt (DE RODA HUSMAN et al., 1995). Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden
sowohl mittels SYBR Green wie auch mit einer Gelelektrophorese nachgewiesen. Nach einer
anfanglichen Denaturierung bei 95°C fiir 15 min wurden 45 PCR-Zyklen mit einer Denaturierung bei
95°C fiir 10 s, einem Annealing bei 45°C fir 5 s und einer Elongation bei 72°C fiir 18 s durchgefiihrt.
Nach der Amplifikation der PCR-Produkte wurde eine Schmelzkurvenanalyse mit Temperaturen
zwischen 45°C und 95°C mit einem Temperaturanstieg von 0,2°C/s durchgefiihrt. Jede PCR-Analyse
umfasste eine HPV16-Positivkontrolle (Tm 79°C) und eine HPV18-Positivkontrolle (Tm 82°C).
Zusétzlich wurde das Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH)-Gen amplifiziert und als
interne Positivkontrolle verwendet (RUPRECHT et al., 2008). Die HPV-DNA-PCR fir das UKS-
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Kollektiv wurde durch die Mitarbeiter des Instituts fur Virologie des Universitatsklinikums des
Saarlandes durchgefiihrt.

Fir den immunhistochemischen Nachweis von pl16 wurde das CINtec pl6 Histologie-Kit (Roche
Diagnostics) gemal den Anweisungen des Herstellers verwendet. Hierbei wurde die hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung nach der Entparaffinierung in einem Reiskocher fur 20 Minuten unter Verwendung
des mitgelieferten Retrievalpuffers durchgefiihrt. Die Inkubation mit dem pl6-Antikérper und der
Nachweis der Farbesignale erfolgten gemaR den Empfehlungen des Herstellers. Jede Férbeserie

umfasste Negativ- und Positivkontrollen.

3.5 Statistische Analysen

Zur statistischen Auswertung der TCGA-Sequenzierungsdaten und der immunhistochemischen
Farbungen wurde die Software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
verwendet. Die Datensdtze wurden mittels D’Agostino & Pearson Test, Anderson-Darling Test,
Shapiro-Wilk Test, und Kolmogorov-Smirnov Test auf eine GauRsche Normalverteilung gepriift. Als
normalverteilt wurden hierbei nur Datensétze angesehen, die in mindestens zwei der oben genannten
Tests als normalverteilt deklariert wurden. Im Falle einer Normalverteilung erfolgte die weitere
statistische Analyse mittels parametrischer Tests in Form von: Zweistichproben T-Test, one-way
ANOVA mit Tukeys Korrektur fiir Mehrfachvergleiche und der Pearson Korrelation. Wenn die Daten
keine Normalverteilung aufwiesen, wurden nicht-parametrische Tests in Form eines Mann-Whitney-U
Tests, one-way ANOVA Tests und Kruskal-Wallis Tests mit Dunns Korrektur fiir Mehrfachvergleiche
sowie der Spearman Korrelation durchgefiinrt. Die Uberlebensstatistik wurde mithilfe eines Mantel-
Cox-Test (log-rank-Test) generiert. Hierbei erfolgte eine Einteilung des Patientenkollektivs fir die
einzelnen in der TCGA-Datenauswertung betrachteten Immunparameter anhand des Medians in die
Kategorien ,hoch“ (n=257) und ,niedrig® (n=256). Zur Analyse der Uberlebenszeiten der
Validierungskohorte wurde das Kollektiv anhand des Mittelwerts des mIRS in eine ,hoch® und
,niedrig* Kategorie eingeteilt. Fiir die immunhistochemischen Uberlebensanalysen wurde ebenfalls ein
Log-rank (Mantel-Cox) Tests genutzt. Multivarianzanalysen wurden mithilfe einer multinominalen
logistischen Regression durchgefhrt, wobei das 95%-Konfidenzintervall der jeweiligen Odds Ratio in
den jeweiligen Tabellen angegeben ist (siehe Tabelle 11). Es wurde ein Signifikanzniveau von o= 0,05

festgelegt, sodass P-Werte < 0,05 als statistisch signifikant gewertet wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung der Patientenkollektive

Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurden RNAseq Daten der TCGA-HNSC Kohorte
analysiert. Diese Kohorte umfasste n=513 Patienten mit Karzinomen der Mundhodhle (n=309),
Larynxkarzinomen (n=116), Oropharynxkarzinomen (n=78), sowie Hypopharynxkarzinomen (n=10).
Das mediane Durchschnittsalter bei Erkrankung betrug 61 Jahre. Das Kollektiv setzte sich zu 74%
(n=378) aus mannlichen und zu 26% (n=135) aus weiblichen Patienten zusammen. Sieben der 29 in
diesem TCGA-HNSC-Kollektiv untersuchten Immunparameter zeigten eine signifikante Korrelation
mit einem verbesserten Gesamtiberleben. Infolgedessen erfolgte eine immunhistochemische
Validierung der sieben signifikanten Immunparameter der TCGA-Kohorte an institutseigenen
Gewebeproben von n=101 Patienten, die an der HNO-KIinik des Universitatsklinikums des Saarlandes
behandelt wurden (Validierungskohorte, Synonym: UKS-Patientenkollektiv). Das UKS eigene
Kollektiv bestand zu 83 % aus mannlichen Patienten und zu 17 % aus weiblichen Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 63,35 Jahren. Die hdufigste Tumorlokalisation in der Validierungskohorte stellte
das Oropharynxkarzinom mit n=42 Patienten dar. Weiterhin waren Larynxkarzinome (n=28),
Mundhdhlenkarzinome (n=19), sowie Hypopharynxkarzinome (n=12) Teil des Kollektivs. 44% der
Patienten des Kollektivs wurden dem UICC Stadium IV (8. TNM-Version) zugeordnet. Die am
haufigsten durchgefihrte Therapie stellte mit 28% die primare Operation dar. Anhand ihrer
unterschiedlichen Vitamin-D Serumkonzentrationen wurde das Kollektiv in Vitamin- D Mangel
Patienten und Patienten mit ausreichender Vitamin-D Versorgung unterteilt. Als Trennkriterium galt
hierflr eine Vitamin-D Serumkonzentration von 10 ng/ml. Folglich wurden n= 54 Patienten aufgrund
einer Serumkonzentration < 10 ng/ml dem Vitamin-D Mangelkollektiv zugeordnet. Dem entgegen
standen n= 47 Patienten mit ausreichender Vitamin-D Versorgung. Die mittlere Nachbeobachtungszeit
der Patienten betrug 24 Monate. Neben prognostischen Analysen in Form von Kaplan Meier Kurven,
erfolgten Untersuchungen Klinischer und histopathologischer Charakteristika, wie dem HPV-
Tumorstatus, dem Alter, Tabakkonsum und dem Vitamin D-Serumspiegel beider Patientenkollektive.
Beziglich des HPV-Tumorstatus wurden in der TCGA-Kohorte drei verschiedene Methoden zur
Bestimmung des HPV-Status genutzt: p16 Immunhistochemie (n=111, 73 negativ, 38 positiv), HPV-
DNA in situ Hybridisierung (ISH; n=86; 65 negativ, 21 positiv), und PanCancer seq Daten (n=513, 433
negativ, 80 positiv) (CAMPBELL et al., 2018). In der Validierungskohorte (n=101) hingegen wurde
HPV-Positivitat nur bei vorliegender Kombination aus positiver HPV-DNA-PCR und positiver pl16
Immunhistochemie angenommen. Hierbei waren 82 % der Patienten HPV-negativ (n=83) und 18 % der
Patienten HPV-positiv (n=18). Einzelheiten zu den epidemiologischen und Klinischen Daten der

Patienten der Validierungskohorte sind in Tabelle 10 unter 4.1.1. aufgefihrt.
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Histopathologische Charakteristika des UKS-Kollektivs

Tabelle 10: Patientenkollektiv des UKS gesamt

HNSCC Patienten

Patientenzahl

101

Systemtherapie

Geschlecht mannlich 84 (83%)
weiblich 17 (17%)
Medianes Alter 63,35
HPV- Status positiv 18 (18%)
negativ 83 (82%)
Tumorlokalisation | Oropharynx 42 (41%)
Larynx 28 (28%)
Hypopharynx 12 (12%)
Mundhohle 19 (19%)
UICC Stadium I 21 (21%)
(8. TNM Version) | I 18 (18%)
1] 17 (17%)
IVa 33 (33%)
IVb 6 (6%)
IVc 5 (5%)
Therapie Alleinige 29 (28%)
Operation
Operation +adj. RT | 22 (22%)
Operation+  adj. | 23 (23%)
RCT
primare RCT 17 (17%)
primare RT 1(1%)
primdare  RT  + | 3 (3%)
Cetuximab
Operation+ 1(1%)
adjuvante RT +
Cetuximab
Palliative 4 (4%)
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4.2  Untersuchungen der TCGA-HNSC-Kohorte

4.2.1 Prognostische Relevanz der Immunzellinfiltration und -aktivitat innerhalb der TCGA-HNSC-

Kohorte
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Abbildung 5: Prognostische Aussagekraft der Immunzellinfiltration innerhalb der TCGA-Kohorte. Gesamtiiberleben
der Patienten der TCGA-Kohorte (hoch vs. niedrig) in Abh&ngigkeit der Immunzellinfiltration der (A) Lymphozyten, (B)
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Makrophagen, (C) Regulatorischen T-Zellen, (D) Zytotoxischen T- Zellen, (E) Follikuldren T- Helferzellen, (F) Naiven B-
Zellen und dem (G) Lymphocytes Infiltration Signature Score (LISS). Das Gesamtiiberleben wurde mithilfe eines log-rank
Tests analysiert. Die P-Werte sind neben den jeweiligen Graphen angegeben. Vertikale Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven
kennzeichnen zensierte Daten.

Im ersten Teilabschnitt dieser Arbeit wurde die prognostische Relevanz diverser Immunparameter der
TCGA-HNSC-Kohorte (n=513) evaluiert, wozu basierend auf einer Immundekonvolution der RNAseq
Daten dieses Kollektivs insgesamt 29 Immunzellsubpopulationen, immunologisch bedeutsame
Zytokine sowie immunologische Checkpoint-Rezeptoren und -Liganden analysiert und mit dem
Gesamtiiberleben der Patienten korreliert wurden (nahere Informationen zur Methodik der
Immundekonvolution s. Material und Methoden Kapitel 3.3): CD8+ T -Zellen, CD4+ aktivierte T-
Gedachtniszellen, CD4+ ruhende T-Geddachtniszellen, CD4+ naive T-Zellen, follikulé&re T-Helferzellen,
regulatorische T-Zellen, Gesamt-Lymphozyten (entweder definiert durch den Lymphozyten-
Infiltrations-Signatur-Score (LISS; (THORSSON et al., 2018)) oder definiert als Immun-Subpopulation
auf der Grundlage von Genexpressions-Signatur-Scores gemal (THORSSON et al., 2018)), die Gesamt-
Leukozytenpopulation, B-Zell Geddachtniszellen, naive B-Zellen, eosinophile Granulozyten, IFN-
gamma, TGF-beta, TH1 Zellen, TH2 Zellen, TH17 Zellen, M1 Makrophagen, M2 Makrophagen, MO
Makrophagen, Makrophagen als Gesamtpopulation, Mastzellen, Monozyten, neutrophile Granulozyten,
Plasmazellen, aktivierte NK-Zellen, ruhende NK-Zellen, dendritische Zellen als Gesamtpopulation,
aktivierte dendritische Zellen und ruhende dendritische Zellen. Fir die statistische Analyse erfolgte eine
Einteilung des TCGA-HNSC Kollektivs fir die einzelnen Immunparameter anhand des Medians in die
Kategorien ,,niedrig® mit jeweils n=256 Patienten und in die Kategorie ,,hoch® mit jeweils n=257
Patienten, sowie einem anschlieBenden Vergleich der Gesamt-Uberlebenskurven dieser beider
Kategorien durch die Kaplan-Meier-Methode.

Bei sieben der 29 analysierten Immunparameter zeigte sich eine signifikante Korrelation mit dem
Gesamtiberleben der Patienten, was auf eine prognostische Relevanz innerhalb der TCGA-HNSC-
Kohorte hindeutet. Ein signifikant verbessertes Gesamtiiberleben zeigte sich bei Patienten der TCGA-
HNSC-Kohorte mit erhdhten follikuldren T-Helferzellen (p<0.001), LISS (Lymphocytes infiltration
signature score) (p=0.001), naiven B-Zellen (p=0.008), zytotoxischen T-Zellen (p=0.0242),
Lymphozyten (p=0.009), und regulatorischen T-Zellen (p=0.0306, s. Abbildung 5). Umgekehrt
korrelierte eine hohe Infiltration des Tumorgewebes mit Makrophagen mit einer schlechteren Prognose
(p=0,0042). Die Uberlebensanalysen mit nicht-signifikantem Ergebnis in der statistischen Testung sind
in den Abbildungen sechs und sieben dargestellt. Um den prognostischen Effekt des HPV-Tumorstatus
als potenzielle Verzerrung in der Uberlebensanalyse zu beriicksichtigen, erfolgte zusatzlich eine
Multivarianzanalyse mit logistischer Regression, die den HPV-Tumorstatus in den oben erwahnten,
sieben Immunparametern mit statistisch signifikanter Relevanz fiir das Patiententiberleben kontrollierte.
Dabei behielten alle Immunparameter mit Ausnahme der naiven B-Zellen ihre statistische Bedeutung

als prognostische Biomarker bei (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Multivarianzanalyse der TCGA-HNSC Kohorte

Immunzellsubpopulationen | Odds Ratio 95% Konfidenzintervall
Lymphozyten 0,1103 0,02991 bis 0,3959
Naive B-Zellen 0,02991 0,0003471 bis 2,125
Lymphocyte Infiltration 0,7748 0,6445 bis 0,9285
Signature Score
Makrophagen 10,17 2,731 bis 38,97
Follikulare T-Helferzellen 0,006322 \ 0,0001018 bis 0,3537
Regulatorische T-Zellen 0,00003429 2,529e-008 bis 0,03149
Zytotoxische T-Zellen 0,091 \ 0,007974 bis 0,9682
A
Interferon y Transforming growth factor B
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Abbildung 6: Prognostische Aussagekraft der Zytokine innerhalb der TCGA-Kohorte. Gesamtiiberleben der Patienten
der TCGA-Kohorte (hoch vs. niedrig) in Abhéngigkeit der Immunzellinfiltration von (A) Interferon gamma, und (B)
Transforming growth factor beta. Das Gesamtiiberleben wurde mithilfe eines log-rank Tests analysiert. Die p-Werte sind neben

den jeweiligen Graphen angegeben. Vertikale Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

46



>

MO0 Makrophagen

1003 —— niedrig
B hoch
2
o
g
2 50+
2 [p=0:3543
2 |
=] 1

c T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
C M2 Makrophagen
100 —— niedrig
§ hoch
2
d
2
% 50 ‘LI
= ol
@
2
E=]
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
E dendritische Zellen
100 niedrig
= hoch
]
E 3
H "
8 %0 \‘—\L\ﬁ
o2 "
T A
F=]
D
o T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
ruhende dendritische Zellen
100 —— niedrig
B hoch
2
i
0
5 50 W,
£ -
=
@
2
E=]
0 T T T 1
100 150 200 250
Monate
aktivierte CD4+ T-Gedachtniszellen
100 “— niedrig
£ hoch

&

d

] "

g 50

2

=

@

P-1

=]

D T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Monate

Uberlebensrate (%)

Uberlebensrate (%)

Uberlebensrate (%)

vy)

M1 Makrophagen

100
50
S
D T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
D B-Gedachtniszellen
100
50 "
' N
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate

F

aktivierte dendritische Zellen

-

=}

=]
1

/

T T T 1
/] 50 100 150 200 250
Monate
Leukozyten
1004
=
2
e
H]
£
g 50
a
=]
0 T T T T 1
/] 50 100 150 200 250

100+

Uberlebensrate (%)
3
1

Monate

J

ruhende CD4+ T-Gedéchtniszellen

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate

—— niedrig
hoch

—— niedrig
hoch

niedrig
hoch

—— niedrig
hoch

niedrig
hoch

47



48

Eosinophile Granulozyten

—— niedrig
2 hoch
£ 4
e k)
a )
g A
o2 p=0,5118
2
(=]
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
M Monozyten
_ 1004 —— niedrig
2 hoch
2
4
w
g 50
] S p=0,4930
3
o
=1
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
O Plasmazellen
. 100 —— niedrig
£ hoch
E-
©
g
2 50
o
=
2 ]
=1 i Y ‘
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
aktivierte NK Zellen
__ 1004 —— niedrig
g hoch
@ \
it
wn
& 503
o -
° 1 p=0,5129
= =
E-]
s T
0 T T T T - 1
0 50 100 150 200 250
Monate
TH1-Zellen
_ 1004 — niedrig
2 hoch
-]
o4 N\
o
%: - p=0,2352
o | I
D L
0 L T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate

Mastzellen
—— niedrig
B hoch
2
4
w
c
[
]
= e T
_g 1 1
] L
T T T 1
100 150 200 250
Monate
Neutrophile Granulozyten
__ 100 —— niedrig
= hoch
8
3 \
g
g so
o
3
=3
=1
0 T
50 100 150 200 250
Monate
P naive CD4+ T-Zellen
—— niedrig
2 hoch
2
°
[
c
[
o
o
=
@
=3
=1
L |
T T T 1
100 150 200 250
Monate
ruhende NK Zellen
__ 100 — niedrig
2 hoch
2
£
n
g 50
2 .
] =
@
o
=1
0 T T T 1
0 50 100 150 200 250
Monate
TH2-Zellen
__ 100 — niedrig
3_3, hoch
a2
it
3
g 50 .
2 “‘\_\
H Mo
o L
=1

T T T 1
50 100 150 200 250
Monate



U TH17-Zellen

100 —— niedrig
hoch

Uberlebensrate (%)
(4]
o
i
i
o
wn
B
[{s]
w

0~ T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Monate

Abbildung 7: Prognostische Aussagekraft der Immunzellinfiltration innerhalb der TCGA-Kohorte. Gesamtiiberleben
der Patienten der TCGA-Kohorte (hoch vs. niedrig) in Abh&ngigkeit der Immunzellinfiltration der (A) MO Makrophagen , (B)
M1 Makrophagen, (C) M2 Makrophagen, (D) B-Gedéchtniszellen, (E) dendritischen Zellen, (F) aktivierten dendritischen
Zellen, (G) ruhenden dendritischen Zellen, (H) Leukozyten, (1) aktivierten CD4+ T-Gedachtniszellen, (J) ruhenden CD4+ T-
Gedéchtniszellen, (K) Eosinophile Granulozyten, (L) Mastzellen, (M) Monozyten, (N) Neutrophilen Granulozyten, (O)
Plasmazellen, (P) naiven CD4+ T- Zellen, (Q) aktivierten NK-Zellen, (R) ruhenden NK-Zellen, (S) TH1-Zellen, (T) TH2-
Zellen, und (U) TH 17-Zellen. Das Gesamtiiberleben wurde mithilfe eines log-rank Tests analysiert. Die p-Werte sind neben

den jeweiligen Graphen angegeben. Vertikale Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.
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Abbildung 8: Prognostische Aussagekraft der zytolytischen Aktivitdt der Immunzellen und der Gesamt-
Immunzellinfiltration innerhalb der TCGA-HNSC-Kohorte. Gesamtiiberleben der Patienten der TCGA-HNSC-Kohorte in
Abhangigkeit der Gesamt-Immunzellaktivitdt und -infiltration (hoch vs. niedrig), gemessen durch den (A) CYT-Score und den
(B) ESTIMATE-Immune-Score. Die Vergleiche des Gesamtiiberlebens wurden mithilfe eines log-rank Tests statistisch
analysiert. Die p-Werte sind neben den jeweiligen Graphen angegeben. Vertikale Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven

kennzeichnen zensierte Daten.

Als Indikatoren der Gesamt-Immunzellaktivitat und —infiltration wurden der CYT-Score (n= 482,
p=0.3332) und der ESTIMATE-Immune-Score (n=511, p=0.2069) analysiert. Beide Scores zeigten in

der statistischen Analyse keine signifikanten Auswirkungen auf das Gesamttiberleben (s. Abbildung 8).
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4.2.2  Klinische und histopathologische Charakteristika der TCGA-HNSC-Kohorte und Korrelation

mit der Immuninfiltration
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Abbildung 9: Korrelation der lymphozytdren Immunzellinfiltration mit dem HPV-Tumorstatus der TCGA-HNSC-
Kohorte. Korrelation der lymphatischen Immunzellinfiltration mit dem HPV-Tumorstatus, bestimmt durch (A) pl16-
Immunhistochemie (n=111), (B) PanCancer seq Daten (n=513), und (C) HPV-DNA in situ Hybridisierung (n=86). In (A) bis
(C) wird der Median durch die horizontale Linie und der Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken angezeigt. Statistik:
Mann-Whitney Test. Die Die p-Werte sind neben den jeweiligen Abbildungen angegeben. ISH — in situ Hybridisierung.

Fir die Analyse der Korrelation Klinischer und histopathologischer Charakteristika der Patienten der
TCGA-HNSC-Kohorte mit der Immunzellinfiltration wurde die lymphatische Immunzellinfiltration des
Tumormikromilieus, gemessen anhand von Genexpression-Signature Scores nach Thorsson et al.
(THORSSON et al., 2018), verwendet. Der HPV-Tumorstatus wurde hierbei durch drei verschiedene
Methoden bestimmt: p16 Immunhistochemie (Daten verfugbar fur n=111 Patienten, 73 negativ, 38
positiv), HPV-DNA in situ Hybridisierung (ISH; Daten verfligbar fur n=86; 65 negativ, 21 positiv), und
durch PanCancer seq Daten (Daten verfligbar fir alle Patienten, n=513, 433 negativ, 80 positiv)
(CAMPBELL et al., 2018). Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigte der HPV-Status unabhangig von der
genutzten Methodik eine starke positive Korrelation mit der lymphatischen Immunzellinfiltration.
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Abbildung 10: Korrelation der lymphozytédren Immunzellinfiltration mit klinischen Charakteristika der TCGA-HNSC-
Kohorte. Korrelation der lymphatischen Immunzellinfiltration mit (A) Tumorlokalisation, (B) Patientenalter, (C)
Raucherhistorie, mit Einteilung der Patienten anhand ihrer Rauchgewohnheiten in 4 Kategorien: (1) Patienten die noch nie
geraucht haben, (2) Raucher (3) Nichtraucher seit >15 Jahren, (4) Nichtraucher seit <15 Jahren. In (A) bis (C) wird der Median
durch die horizontale Linie und der Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken angezeigt. Statistik: unpaired t-test, Mann-
Whitney-Test, Kruskal Wallis-Test, Welch’s-Test. Die p-Werte sind in der Abbildung angegeben.

Im Rahmen der Analyse weiterer Klinischer Patientencharakteristika der TCGA-HNSC Kohorte zeigte
sich ein signifikanter Einfluss der primdren Tumorlokalisation auf die lymphozytire
Immunzellinfiltration (p<0,0001, Abbildung 10A). Die hichste Immunzellinfiltration konnte im Falle
der Oropharynxkarzinome (n=78), gefolgt von Larynxkarzinomen (n= 116), Hypopharynxkarzinomen
(n=10), und Karzinomen der Mundhohle (n=309) verzeichnet werden. Um eine Beeinflussung der
Ergebnisse durch das Alter oder die Raucherhistorie der Patienten auszuschlieen, erfolgte eine
Korrelation dieser Patientenmerkmale mit der lymphatischen Immunzellinfiltration. Die
Raucherhistorie wurde durch die Rauchgewohnheiten der Patienten definiert und in 4 Kategorien
eingeteilt: (1) Patienten, die noch nie geraucht haben, (2) aktive Raucher (3) Nichtraucher seit >15
Jahren, (4) Nichtraucher seit <15 Jahren. Dabei zeigten in der statistischen Auswertung weder das
Patientenalter noch die Raucherhistorie einen signifikanten Effekt auf die lympathische
Immunzellinfiltration (s. Abbildung 10 B+C).
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4.2.3  Prognostische Relevanz des HPV-Tumorstatus in der TCGA-HNSC-Kohorte
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Abbildung 11: Prognostische Aussagekraft des HPV-Tumorstatus innerhalb TCGA-HNSC-Kohorte. Gesamtiiberleben
der TCGA-HNSC-Kohorte in Bezug auf die unterschiedlich angewandte Methodik zur Bestimmung des HPV-Tumorstatus mit
(A) HPV-DNA in situ Hybridisierung (n=86), (B) p16-Immunhistochemie (n=111) und PanCancer seq Daten (n=513). Das
Gesamtuberleben wurde mithilfe eines log-rank Tests analysiert. Die p-Werte sind neben den jeweiligen Graphen angegeben.

Vertikale Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

Die Ermittlung der prognostischen Relevanz des HPV-Tumorstatus in der TCGA-HNSC-Kohorte
basierte wie zuvor ausgefiihrt auf den unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung des HPV-Status.
Hierbei erfolgte die Bestimmung des HPV-Status durch: p16 Immunhistochemie (n=111, 73 negativ,
38 positiv), HPV-DNA in situ Hybridisierung (ISH; n= 86; 65 negativ, 21 positiv), und durch die
Nutzung von PanCancer seq Daten (n=513, 433 negativ, 80 positiv) (CAMPBELL et al., 2018).
Unabhdngig der genutzten Methodik zeigte sich hierbei eine starke positive Korrelation des
Gesamtiiberlebens mit einem positiven HPV-Status. Die grote Signifikanz zeigte hierbei der positive
HPV-Status im Rahmen der HPV PanCancer seq Bestimmung (p=0,0005; Abbildung 11C), wobei hier

auch die Zahl der Patienten mit verfligharen Daten mit Abstand am groRten war.

4.3  Immunhistochemische Analysen des Patientenkollektivs des UKS (Validierungs-Kohorte)

Im zweiten Teilabschnitt der vorliegenden Arbeit wurden zur Validierung der auf RNAseq Daten
basierenden Ergebnisse der TCGA-HNSC-Kohorte immunhistochemische Analysen an einer zweite
Kohorte mit n=101 HNSCC-Patienten (syn.Validierungskohorte), die alle in der Klinik fir Hals-,

Nasen- und Ohrenheilkunde an der Universitdt des Saarlandes behandelt wurden, verwendet. Im
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Rahmen der Validierung der TCGA-Daten erfolgte eine immunhistochemische Analyse und Korrelation

mit dem Gesamtiberleben der sieben Immunparameter, die die hochste Signifikanz hinsichtlich einer
prognostischen Aussagekraft innerhalb der TCGA-HNSC-Kohorte aufwiesen. Ziel war es dabei zu

evaluieren, ob die Immunparameter, die in der TCGA-HNSC-Kohorte durch eine RNA-Sequenzierung

bestimmt wurden und bei diesen Patienten prognostisch relevant waren, auch in einer davon

unabhéngigen Kohorte und bei methodisch anderer Detektion ihre prognostische Signifikanz behalten,

was deren Validitdt als prognostische Marker bei HNSCC-Patienten deutlich erhéhen wirde.

Epidemiologische sowie klinische Daten der Validierungskohorte sind in Tabelle 10 in Kapitel 4.1.1

bereits dargestellt worden.

4.3.1 Prognostische Relevanz der Immunzellinfiltration und -aktivitat innerhalb der UKS-Kohorte
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Abbildung 12: Prognostische Aussagekraft der Immunzellinfiltration der CD4-CXCR5+ Farbung innerhalb der UKS-
Kohorte. Nach immunhistochemischer Analyse des intra- und peritumoralen Kompartiments erfolgte fiir alle Teilfarbungen
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der CD4-CXCR5 Férbung eine Korrelation mit dem Gesamtilberleben der Patienten, wobei die Patienten anhand des
Mittelwerts der jeweiligen mIRS-Scores in eine ,,hoch* und ,,niedrig“-Gruppe kategorisiert wurden. Gezeigt sind die Kaplan-
Meier-Analysen fir die Immunzellinfiltration der (A) CD4+ T-Helferzellen, (B) der CXCR5+ Zellen im Rahmen der CD4-
CXCR5 Féarbung und (C) der follikularen T-Helferzellen. Vertikale Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen

zensierte Daten. Statistik: log-rank-Test; die P-Werte sind neben den Kaplan-Meier-Kurven angegeben.

Nach Einteilung des UKS-Kollektivs in eine ,,hoch® und ,,niedrig” Kategorie anhand des Mittelwerts
des mIRS fir die jeweilige Immunzellpopulation erfolgte eine Korrelation mit dem Gesamtiiberleben
der Patienten. Als immunhistochemische Marker wurden hierbei fur die follikularen T-Helferzellen die
Kombination von CD4 und CXCRS5, fiir die Lymphozyten als Gesamtpopulation CD3, fur die naiven
B-Zellen die Kombination von CD20 und CXCR5, fir zytotoxische B-Zellen CD8 und fir
regulatorische T-Zellen FOXP3 verwendet. Das intratumorale wie auch das peritumorale Kompartiment
wurden im Rahmen der statistischen Analyse gesondert betrachtet. Die Analyse der Doppelfarbung
beinhaltete die separate Begutachtung der einzelnen Teilfarbungen sowie die Begutachtung und
Auszahlung der doppelt-gefarbten Zellen, was zu jeweils drei verschiedenen Gesamtiberlebenskurven
fuhrte. Analog zur TCGA-HNSC-Kohorte erfolgte, zur Vermeidung einer HPV-induzierten Verzerrung
in der Uberlebensanalyse, eine logistische Regressionsanalyse zur Kontrolle fiir den HPV-Tumorstatus
als Kovariate. Im Rahmen der CD4-CXCR5 Doppelfarbung zeigte sich eine signifikante Verbesserung
des Gesamtilberlebens im Falle einer erhdhten intratumoralen (p=0,0474) und peritumoralen (p=0,0444)
Infiltration mit CD4+ T-Helferzellen (Abbildung 12A). Die CXCR5-Teilfarbung zeigte sowohl intra-
wie auch peritumoral keine signifikante Korrelation mit dem Gesamtiiberleben. Peritumoral zeigte sich
jedoch eine Tendenz hin zu einem verbesserten Uberleben bei erhéhter Infiltration mit CXCR5-single
positiven Immunzellen (vgl. Abbildung 12B). Bei Analyse der CD4-CXCR5-doppelt positiven
Immunzellen bestétigte sich der positive prognostische Effekt der follikuldren T-Helferzellen innerhalb
der TCGA-HNSC-Kohorte fiir das UKS-Validierungs-Kollektiv, sowohl intra- (p=0,0134) wie auch
peritumoral (p=0,0012;(Abbildung 12C).

Die Analyse der CD20-CXCR5 Férbung erfolgte analog zur CD4-CXCR5 Farbung. Hierbei wurde das
intratumorale und peritumorale Kompartiment erneut gesondert betrachtet, jede Teilfarbung sowie das
Produkt der beiden Einzelfarbungen isoliert analysiert und mit dem Gesamtiiberleben der Patienten
korreliert (siehe Abbildung 13). In der Kaplan-Meier Kurve der CD20+-B-Zellen zeigte sich peritumoral
bei hoher Infiltration eine signifikante Verbesserung der Prognose (p=0,0427). Intratumoral konnte eine
klinische Tendenz hin zu einer Prognoseverbesserung im Falle einer erhdhten Immunzellinfiltration des
Tumors festgestellt werden bei jedoch sehr deutlicher Tendenz in diese Richtung (p=0,0730). Die
CXCR5-Teilfarbung zeigte sowohl intra- wie auch peritumoral keine signifikante Verbesserung des
Gesamtiiberlebens im Falle einer erhohten Infiltration des Tumormikromilieus. Entgegen dem
prognoseverbessernden Effekt der naiven B-Zellen innerhalb der TCGA-HNSC-Kohorte, zeigte sich in
der Validierungskohorte lediglich intratumoral eine Tendenz fir ein verbessertes Gesamtiberleben
(p=0,3759) bei gesteigerter Immunzellinfiltration. Peritumoral konnte kein statistisch signifikanter

54



Zusammenhang zwischen Infiltration des TME mit naiven B-Zellen und dem Gesamtiiberleben der

Patienten gefunden werden (p=0,9579).
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Abbildung 13: Prognostische Aussagekraft der Immunzellinfiltration der CD20-CXCR5+ Farbung innerhalb der UKS-
Kohorte. Nach immunhistochemischer Analyse des intra- und peritumoralen Kompartiments erfolgte fiir alle Teilfarbungen
der CD20-CXCRS5 Férbung eine Korrelation mit dem Gesamtiberleben der Patienten. Dargestellt sind die Analysen fir die
Immunzellinfiltration der (A) CD20+ B-Zellen, (B) der CXCR5+ Zellen im Rahmen der CD20-CXCR5 Férbung und (C) der
naiven B-Zellen. Statistik: log-rank-Test; die P-Werte sind neben den Kaplan-Meier-Kurven angegeben. Die vertikalen Linien

auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.
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Abbildung 14: Prognostische Aussagekraft der Immunzellinfiltration innerhalb der UKS-Kohorte. Nach
immunhistochemischer Analyse des intra- und peritumoralen Kompartiments erfolgte fir alle Teilfarbungen der Féarbungen
ehemaliger Doktoranden der Arbeitsgruppe eine Korrelation mit dem Gesamtiiberleben der Patienten. Dargestellt sind die
Analysen der Immunzellinfiltration der (A) Lymphozyten (CD3+), (B) Makrophagen (CD68+) (C) regulatorischen T-Zellen
(FoxP3+) und (D) zytotoxischen T-Zellen (CD8+). Statistik: log-rank-Test; die p-Werte sind neben den Kaplan-Meier-Kurven

angegeben. Die vertikalen Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.
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Durch die Vorarbeit diverser Doktoranden der AG Linxweiler und der freundlichen Uberlassung lhrer
Daten konnte die Validierung der TCGA- HNSC-Analysen noch um die Betrachtung der Lymphozyten
als Gesamtpopulation, detektiert durch eine gegen CD3 gerichtete immunhistochemische Féarbung, der
Makrophagen, detektiert durch eine gegen CD68 gerichtete immunhistochemische Farbung, der
regulatorischen T-Zellen, detektiert durch eine gegen FOXP3 gerichtete immunhistochemische
Farbung, und der zytotoxischen T-Zellen, detektiert durch eine gegen CD8 gerichtete
immunhistochemische Féarbung, ergénzt werden. Die Kaplan Meier Kurven dieser Immunzellen sind in
Abbildung 14 dargestellt. Die Lymphozyten zeigten hierbei bei peritumoral hoher Infiltration eine
signifikante Verbesserung der Prognose der Patienten (p=0,0196). Intratumoral zeigte sich eine Tendenz
hin zu einer Prognoseverbesserung im Falle einer verstarkten lymphozytéren Infiltration des Tumors
(p=0,0896). Sowohl die CD68+-Makrophagen als auch die FoxP3+-regulatorischen T-Zellen konnten
weder intra- noch peritumoral das prognoseverbessernde Ergebnis der TCGA-HNSC-Kohorte in der
UKS-Validierungskohorte bestatigen. Dagegen zeigten die zytotoxischen T-Zellen sowohl intra-
(p=0,029) wie auch peritumoral (p=0,042), passend zu den Ergebnissen der TCGA-HNSC-Kohorte,
eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens bei erhéhter Immuninfiltration.
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Abbildung 15: Prognostische Aussagekraft der Immunzellinfiltration der Makrophagen-Subtypen innerhalb der UKS-
Kohorte. Nach immunhistochemischer Analyse des intra- und peritumoralen Kompartiments erfolgte fiir die, von ehemaligen
Doktoranden der Arbeitsgruppe gefarbten, Makrophagen-Subtypen eine Korrelation mit dem Gesamtiiberleben der Patienten.
Dargestellt sind die Analysen der Immunzellinfiltration der (A) M1-Makrophagen (CD11+) und (B) M2-Makrophagen
(CD163+). Statistik: log-rank-Test; die p-Werte sind neben den Kaplan-Meier-Kurven angegeben. Die vertikalen Linien auf
den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.
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Die Validierung der prognostischen Analysen der M1 und M2 tumor-assoziierten Makrophagen (TAM)
Subtypen in der UKS-Kohorte erfolgte nach Uberlassung der Daten durch vorherige Doktoranden der
Arbeitsgruppe, simultan zu den vorherigen Auswertungen. Die M1-Makrophagen, detektiert durch eine
gegen CD11 gerichtete immunhistochemische Férbung, zeigten sowohl intratumoral wie auch
peritumoral keine signifikante Veranderung der Prognose (siehe Abbildung 15A). Die M2-
Makrophagen, detektiert durch eine gegen CD163 gerichtete immunhistochemische Farbung, zeigten
intratumoral eine signifikante Assoziation mit einem verbesserten Gesamtiiberleben bei niedrigem
Infiltrationsniveau der CD163-positiven M2-Makrophagen (p=0,036; siehe Abbildung 15B).

Pertitumoral zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der Prognose.

4.3.2  Prognostische Relevanz klinischer Charakteristika innerhalb der UKS-Kohorte

A B
HNSCC-Patienten HNSCC-Patienten
— 100 HPV negativ ~ 100 Vitamin D Mangel
s HPV positiv < L " . ausreichende
2 2 L "y Vitamin D Versorgung
] [ - & LT PP PEPR—
w
& " e S 0 Mkt p=0.0798
o S0 p=0.0079 2
@ 2
5 o
2 2
b | s |
i S e o———v S | -
1] 50 100 0 50 100
Monate Monate

Abbildung 16: Prognostische Aussagekraft des HPV-Tumorstatus und der Vitamin-D-Versorgunginnerhalb der UKS-
Kohorte. Gesamtiiberleben der Patienten der Validierungskohorte eingeteilt durch (A) HPV-Tumorstatus. HPV-Positivitat
definierte sich hierbei durch die Kombination aus positiver pl6-Immunhistochemie und positiver HPVV-DNA-PCR. (B)
Gesamtuberleben der Validierungskohorte eingeteilt anhand des Vitamin-D-Status. Eine ausreichende Vitamin D-Versorgung
wurde durch ein 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von >10 ng/ml definiert. Statistik: log-rank-Test; die p-Werte sind neben

den Kaplan-Meier-Kurven angegeben. Die vertikalen Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

Im Rahmen der Validierung der RNAseq Daten der TCGA-Kohorte erfolgten Korrelationen
histopathologischer Charakteristika sowie weiterer Merkmale der UKS-Kohorte mit dem
Gesamtiiberleben der Patienten. Wie in Abbildung 16A dargestellt zeigten HPV-positive Patienten
(n=18), definiert durch die Kombination einer positiven p16-Immunhistochemie und einer positiven
HPV-DNA-PCR, ein verbessertes Gesamtlberleben im Vergleich zu HPV-negativen Patienten (n=83,
p=0,0079). Auch der Vitamin D-Status der Patienten zeigte einen positiven Einfluss auf das
Gesamtiiberleben der Patienten (vgl. Abbildung 16B). Hierbei konnte jedoch kein signifikanter
prognostischer Effekt (p=0,0798), sondern nur eine Tendenz hin zur Prognoseverbesserung im Falle
einer ausreichenden Vitamin D Versorgung (25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel >10 ng/ml) der Patienten

festgestellt werden.
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Prognostische Relevanz UICC- Stadium
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Abbildung 17: Prognostische Aussagekraft UICC Stadien innerhalb der UKS-Kohorte. Gesamtiiberleben der Patienten
in Abhéngigkeit der UICC-Stadien der 8. Version der TNM-Klassifikation. Statistik: log-rank-Test; die P-Werte sind neben
den Kaplan-Meier-Kurven angegeben. Die vertikalen Linien auf den Kaplan-Meier-Kurven kennzeichnen zensierte Daten.

Das Gesamtuberleben der Patienten hing, wie in Abbildung 17 zu sehen, zudem signifikant von dem
jeweiligen UICC-Stadium ab (p=0,0024). Patienten mit dem UICC-Stadium 1 zeigten hierbei das beste
Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten mit Stadium 3 (p=0,0039) und Stadium 4 (p=0,0007).
Zusatzlich zeigten Patienten, die dem Stadium 2 angehorten, eine signifikant bessere Prognose im
Vergleich zu Patienten mit UICC-Stadium 4 (p=0,0436). Vergleiche zwischen den UICC-Stadien 1 und
2, 2 und 3, sowie 3 und 4 zeigten keine signifikanten Unterschiede bzgl. des Gesamtiiberlebens der

Patienten.
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4.3.3 Einfluss des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels auf die Immunzellinfiltration
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Abbildung 18: Einfluss des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels auf die Immunzellinfiltration des Tumormirkromilieus
im Rahmen der CD4-CXCRS5 Farbung. Analyse der Immunzellinfiltration (aufgeteilt in intratumoral und peritumoral) in
Abhangigkeit des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels (Vit. D-Mangel (25-OH-Vitamin-D <10 ng/ml) vs. ausreichende Vitamin-
D-Versorgung (25-OH-Vitamin-D >10 ng/ml)) der (A) T-Zellen (B) CXCRS5 Teilfarbung und der (C) Follikuléren T-
Helferzellen . In (A) bis (C) wird der Median durch die horizontale Linie und der Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken
angezeigt. Statistik: Mann-Whitney Test. Die p-Werte sind (iber den jeweiligen Abbildungen angegeben.

Zusétzlich wurde im Rahmen der prognostischen Analysen des UKS-Patientenkollektivs der Einfluss
des  25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels auf die Infiltration mit den  verschiedenen
Immunzellpopulationen untersucht (siehe Abbildung 18). Hierzu erfolgte eine Einteilung des
Patientenkollektivs in Patienten mit ausreichender Vitamin D-Versorgung (25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegel >10 ng/ml) und Patienten mit einem Vitamin D-Mangel (25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegel < 10 ng/ml). Der 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel zeigte fur die CD4-CXCR5-Féarbung
keine signifikante Beeinflussung des mIRS, weder fiir die Einzelfarbungen noch fiir die Doppelfarbung.
Eine Tendenz hin zu einem héheren mIRS bei ausreichender Vitamin-D-Versorgung konnte lediglich
bei den CD4+ T-Zellen peritumoral (vgl. Abbildung 18A) und den follikuldren T-Helferzellen
peritumoral (vgl. Abbildung 18C) beobachtet werden.
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Abbildung 19: Einfluss des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels auf die Immunzellinfiltration des Tumormirkromilieus
im Rahmen der CD20-CXCR5 Férbung. Analyse der Immunzellinfiltration (aufgeteilt in intratumoral und Peritumoral) in
Abhangigkeit des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels (Vit. D-Mangel (25-OH-Vitamin-D <10 ng/ml) vs. ausreichende Vitamin
D Versorgung (25-OH-Vitamin-D >10 ng/ml)) der (A) B-Zellen (B) CXCRS5 Teilfarbung und der (C) naiven B-Zellen. In (A)
bis (C) wird der Median durch die horizontale Linie und der Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken angezeigt. Statistik:

Mann-Whitney Test. Die p-Werte sind (iber den jeweiligen Abbildungen angegeben.

Simultan zur CD4-CXCRS5 Doppelfarbung erfolgte die Analyse des Einflusses des 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegels auch fur die CD20-CXCR5 Doppelfarbung (siehe Abbildung 19). Hierbei zeigte sich
ebenfalls keine signifikante Veranderung des mIRS durch den Vitamin-D-Status. Eine leichte Tendenz
zu einem hoherem mIRS bei ausreichender Vitamin-D-Versorgung konnte jedoch im Rahmen der
intratumoralen und peritumoralen CXCRS5 Teilfarbung, der peritumoralen CD20+ B-Zell-Farbung und

im peritumoralen Stroma der naiven B-Zell Farbung nachgewiesen werden.
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4.3.4 Einfluss des HPV- Tumorstatus auf die Immunzellinfiltration
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Abbildung 20: Einfluss des HPV-Tumorstatus auf die Immunzellinfiltration des Tumormirkromilieus im Rahmen der
CD4-CXCRS5 Féarbung. Analyse der Immunzellinfiltration (aufgeteilt in intratumoral und peritumoral) in Abhéngigkeit des
HPV-Tumorstatus (HPV positiv = p16 IHC + HPV DNA PCR Positivitdt, n=18; HPV negativ: n=83) der (A) T-Helferzellen,
(B) CXCRS5 Teilfarbung und der (C) follikularen T-Helferzellen . In (A) bis (C) wird der Median durch die horizontale Linie
und der Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken angezeigt. Statistik: Mann-Whitney Test. Die p-Werte sind iber den
jeweiligen Abbildungen angegeben.

Zusatzlich erfolgte die Analyse des Einflusses des HPV-Tumorstatus auf die Infiltration mit den
verschiedenen Immunzellpopulationen. Auch fiir diese Analyse wurde HPV-Positivitat als Kombination
einer positiven HPV-DNA-PCR und einer positiven p16 Immunhistochemie gewertet. Im Rahmen der
CD4-CXCR5 Doppelfarbung konnte ein signifikanter Anstieg des mIRS bei HPV positiven Patienten,
sowohl intra- wie auch peritumoral, in der T-Helferzell Teilfarbung (siehe Abbildung 20A) sowie in der
CXCR5 Teilfarbung (siehe Abbildung 20B) beobachtet werden. Die follikuldren T-Helferzellen zeigten
keine signifikante Verdanderung, jedoch eine Tendenz zu einem erhéhtem mIRS bei positivem HPV-
Tumorstatus (siehe Abbildung 20C).
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Abbildung 21: Einfluss des HPV-Tumorstatus auf die Immunzellinfiltration des Tumormikromilieus im Rahmen der
CD20-CXCRS5 Férbung. Analyse der Immunzellinfiltration (aufgegliedert in intratumoral und peritumoral) in Abhéngigkeit
des HPV-Tumorstatus (HPV positiv = p16 IHC + HPV DNA PCR Positivitdt, n=18; HPV negativ: n=83) der (A) B-Zellen (B)
CXCR5 Teilfarbung und der (C) naiven B-Zellen. In (A) bis (C) wird der Median durch die horizontale Linie und der
Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken angezeigt. Statistik: Mann-Whitney Test. Die p-Werte sind tber den jeweiligen
Abbildungen angegeben.

Die CD20-CXCR5 Doppelfarbung zeigte ahnlich wie die CD4-CXCR5 Doppelfarbung einen
signifikanten Anstieg des mIRS bei positivem HPV-Status. Hierbei waren intra- und peritumoral ein

signifikanter Anstieg des mIRS in Rahmen der CD20+ B-Zell Teilfarbung, der CXCR5 Teilfarbung
sowie der Doppelférbung der naiven B Zellen zu beobachten (siehe Abbildung 21).

63



4.3.5 Einfluss des HPV-Tumorstatus auf den 25-OH-Vitamin D-Serumspiegel
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Abbildung 22: Einfluss des HPV-Tumorstatus auf den 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel innerhalb des UKS-
Patientenkollektivs. Analyse der Abh&ngigkeit des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels (in ng/ml) vom HPV-Tumorstatus
(HPV positiv = p16 IHC + HPV DNA PCR Positivitit, n=18; HPV negativ: n=83). Der Median wird durch die horizontale
Linie und der Interquartils-Abstand durch die Fehlerbalken angezeigt. Statistik: Mann-Whitney Test. Der p-Wert ist neben der
Abbildung angegeben.

Um eine potenzielle Beeinflussung der klinischen Parameter untereinander zu analysieren, wurde der
Einfluss des HPV-Status auf den 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel in der UKS-Validierungskohorte
untersucht. Wie Abbildung 22 zeigt, konnte hierbei ein signifikant erhéhter 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegel bei HPV-Positivitat nachgewiesen werden (p=0,0154).
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5 Diskussion

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region stellen eine der am starksten immuninfiltrierten,
humanen Tumorentitaten dar. Nichtsdestotrotz zeigen sich vergleichsweise niedrige Ansprechraten auf
PD1- Immuncheckpoint Inhibitoren (QIAO et al., 2020) und eine weiterhin schlechte 5 Jahres-
Uberlebensrate zwischen 50-60% (JOHNSON et al., 2020). In dem sich schnell entwickelnden Gebiet
der Immuntherapie verdeutlichen diese Aspekte des therapeutischen Managements von Kopf-Hals
Tumoren die Notwendigkeit neuer und besserer, prognostischer und pradiktiver Biomarker sowie neuer
Therapiestrategien (ALMANGUSH et al., 2021; MANDAL et al., 2016). Neben der tumoralen
Mutationslandschaft der HNSCCs beeinflusst die Zusammensetzung des immunologischen
Tumormikromilieus die Therapieansprechraten sowie die Prognose von HNSCC Patienten wesentlich
(ECONOMOPOULOU et al., 2020). Aufgrund dessen erfolgte in der vorgelegten Arbeit die Analyse
von 29, das immunologische Tumormikromilieu charakterisierenden Immunparametern der TCGA-
HNSC Kohorte, basierend auf RNAseg- Immundekonvolution-Daten, und die Korrelation mit dem
Gesamttiberleben der Patienten. Die signifikantesten Prédikatoren einer verbesserten Prognose wurden
dann immunhistochemisch an einer zweiten, institutseigenen, 101 Patienten groRen Kohorte validiert.
Hierbei zeigten sieben Immunparameter, u.a. der Lymphocytes Infiltration Signature Score (LISS),
follikulére T-Helferzellen, naive B-Zellen, zytotoxische T-Zellen, Lymphozyten, Makrophagen und
regulatorische T-Zellen eine hochsignifikante Korrelation mit dem Gesamtlberleben innerhalb der
TCGA-Kohorte. Diese prognostische Relevanz bestétigte sich immunhistochemisch in der
Validierungskohorte im Falle der Gesamt-Lymphozytenpopulation, der follikuldren T-Helferzellen, und
der zytotoxischen T-Zellen mit der hochsten Signifikanz fiir die peritumorale Infiltration mit follikularen

T-Helferzellen.

Insgesamt spiegeln diese Ergebnisse im Wesentlichen den fachliterarischen Konsens auf dem Gebiet
der Kopf-Hals Immunonkologie wider, und unterstreichen die zunehmende Erkenntnis, dass die
prognostische Bedeutung des immunologischen TMEs differenzierter betrachtet werden muss (QIN et
al., 2021; WONDERGEM et al., 2020). Hierzu ist die Diversitait der Immunzellen mit
proinflammatorischen und immunsuppressiven Effekten, sowie die hochkomplexe Interaktion der
Immunzellen mit den Tumorzellen selbst und weiteren zellularen Bestandteilen des immunologischen
Tumormikromilieus, wie den tumor-assoziierte Fibroblasten (TAF), zu beachten (BIENKOWSKA et
al.,, 2021; KANG et al., 2021). Infolgedessen zeigt Abbildung 8, wenig (berraschend, keine
signifikanten Auswirkungen des gesamten zelluldren Netzwerks des immunologischen TME in Form
des ESTIMATE-IMMUNE Scores und des CYT-Scores auf das Gesamtiiberleben der Patienten. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein differenzierterer Blick auf die verschiedenen Immunzellsubtypen
und deren spezifische Aktivitat notwendig ist. In dieser Arbeit zeigten, auf der Grundlage der RNAseq-
Immundekonvolutions-Daten der TCGA-HNSC-Kohorte, der Lymphocytes infiltration signature Score
(LISS), die follikuldren T-Helferzellen, die naiven B-Zellen, die zytotoxischen T-Zellen und

Lymphozyten bei hohem Infiltrationsniveaus des Tumorgewebes die signifikanteste Korrelation mit
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einem verbesserten Gesamtiiberleben. Gegensétzlich hierzu zeigten Makrophagen bei niedrigem
Infiltrationsniveau des Tumorgewebes eine signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens der
Patienten in der TCGA-Kohorte. Vergleichbar mit dem Studien-Design in dieser Promotionsarbeit
untersuchten die Autoren Mandal et al. und Wondergem et al. die prognostische Bedeutung diverser
Immunzellen in der TCGA-Kohorte, sowie in weiteren unabhéngigen Patientenkollektiven (MANDAL
et al., 2016; WONDERGEM et al., 2020). Die Unterschiede dieser Promotionsarbeit zur Arbeit von
Mandal et al. zeigen sich u.a. in der Anzahl der eingeschlossenen Patienten (Mandal et al: n=280, diese
Arbeit: n=513), sowie in der Anzahl der untersuchten Immunparameter (Mandal et al: n=34, diese
Arbeit: n=29). Zusatzlich fallen Unterschiede in den Immundekonvolutions-Daten auf. Als Grundlage
flir die statistische Bewertung der prognostischen Relevanz des immunologischen TME wurden in
dieser Arbeit die von Thorsson et al. (THORSSON et al., 2018) publizierten RNAseq-basierten
Immundekonvolutions-Daten genutzt, wéhrend Mandal et al. eigene Immundekonvolutions-
Algorithmen programmiert hatten, um basierend auf den RNAseq Rohdaten des TCGA Projekts eine
differenzierte Aussage uber die einzelnen Immunzellsubpopulationen treffen zu kdnnen (MANDAL et
al., 2016). In der von Wondergem et al. publizierten Arbeit handelt es sich um eine Metaanalyse, so dass
hier keine eigenen Daten generiert wurden, sondern die bisher verfiigbaren Arbeiten zur prognostischen
Relevanz der verschiedenen Immunzellpopulationen in Kopf-Hals-Karzinomen zusammengefasst und
miteinander verglichen wurden. Diese Metaanalyse zeigte entsprechend ebenfalls eine unterschiedliche
Anzahl der untersuchten Immunzellparameter (Wondergem et al: n=15, diese Arbeit: n=29) auf, und
unterschied sich weiterhin durch die Untersuchung diverser Immunzellratios (bspw. CD8/CD4- oder
CD8/Foxp3 Verhiltnis) (WONDERGEM et al., 2020). Das Alleinstellungsmerkmal der vorgelegten
Arbeit besteht somit in der zusatzlichen immunhistochemischen Validierung der auf Grundlage der
TCGA RNAseg-Daten erhobenen, prognostischen Bewertung an einer unabhangigen Kohorte von
n=101 Patienten sowie in den zusatzlichen Analysen des Einflusses histopathologischer und klinischer
Charakteristika der TCGA- und UKS-Kohorte auf die Prognose der Patienten und die
Immunzellinfiltration innerhalb des Tumormikromilieus. Vor dem Hintergrund der groRen
methodischen Vielfalt zur Immundekonvolution aus bulk RNAseq-Daten zur differenzierten Analyse
des immunologischen TME in humanen Tumoren, sowie der in Kopf-Hals-Tumoren ausgepréagten
intertumoralen Heterogenitat erscheint ein solcher Validierungsschritt mit einer anderen Methodik an
einem unabhé&ngigen Patientenkollektiv als ein wichtiger Schritt, um die Validitat der generierten Daten

und daraus abgeleiteten Aussagen relevant verbessern zu kdénnen.

Bei genauer Betrachtung der einzelnen Immunzellsubpopulationen bestétigt sich das in dieser Arbeit
gezeigte, verbesserte Gesamtiiberleben im Falle einer erhéhten, lymphozytéren intra-und peritumoralen
Infiltration durch eine Vielzahl von Studien, die einen positiven Einfluss der tumor-infiltrierenden
Lymphozyten (TIL) auf das Gesamtiberleben von HNSCC-Patienten bestatigen konnten
(ALMANGUSH et al., 2022; ZHANG et al., 2021). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass hohe
Infiltrationsniveaus an TIL verbesserte Ansprechraten auf Chemotherapien bedingen, was TILs nicht
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nur zu attraktiven, prognostischen sondern auch pradiktiven Biomarkern von Kopf-Hals Tumoren macht
(SUZUKI et al., 2022). Trotz der pradiktiven und prognostischen Bedeutsamkeit der tumor-
infiltrierenden Lymphozyten fehlt es, wie von Xu et al gezeigt, an standardisierten und leicht
anwendbaren Methoden zur Bewertung des TIL-Gehalts in Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals
Region, was die Notwendigkeit einer einheitlichen Messmethode zur Erfassung des TIL Levels
unterstreicht (XU et al., 2017).

Die follikuléren T-Helferzellen zeigten im Rahmen dieser Arbeit bei erhthtem Infiltrationsniveau des
Tumorgewebes eine signifikante Verbesserung der Patientenprognose und stellten sich so unter allen
analysierten Immunparametern als signifikantesten Pradiktor des Uberlebens dar. Die molekulare
Funktion der follikuldren T-Helferzellen, in Form eines B-Zell-Stimulators zur Potenzierung der
humoralen Immunantwort erklart das in einigen Studien nachgewiesene, verbesserte Gesamtiberleben
im Falle eines erhohten Levels an follikuléren T-Helferzellen im Tumormikromilieu diverser solider
Tumorentitaten (BAUMJOHANN, BROSSART, 2021). Dartiber hinaus gibt es Belege dafir, dass die
interzelluldare Kommunikation innerhalb des TME, in Form des CD8+ /follikuldaren T-Helferzellen
Crosstalks, eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, der durch die Immuntherapie ausgeldsten
antitumoralen Immunantwort spielt (NIOGRET et al., 2021). Fir Kopf-Hals Karzinome konnten Cillo
et al. ein verbessertes progressionsfreies Uberleben bei erhohter Konzentration der CD4+ follikularen
T-Helferzellen im Tumormikromilieu nachweisen (CILLO et al., 2020). Gleichsam mit den Resultaten
dieser Promotionsarbeit unterstreichen die beschriebenen Studien das vielversprechende Potenzial der
follikularen T-Helferzellen als prognostischer Biomarker in Kopf-Hals Tumoren sowie, aufgrund der
Beteiligung an der humoralen und zellularen, antitumoralen Immunabwehr, den potenziellen Nutzen

dieser Immunzellsubpopulation als Ziel kiinftiger, immuntherapeutischer Ansatze.

Im Falle der naiven B-Zellen, die sich ebenfalls als Pradiktor einer verbesserten Prognose in der TCGA-
HNSC Kohorte erwiesen, beschaftigten sich bisher nur wenige Studien mit der Untersuchung der
molekularen Funktion und den prognostischen Auswirkungen dieser Immunzellsubpopulation auf Kopf-
Hals Karzinom Patienten. Neuere Studien konnten jedoch eine tumorzellbedingte Chemotaxis und
Differenzierung der naiven B-Zellen in das Tumormikromilieu zeigen, indem ihre immunsuppressiven
Eigenschaften stimuliert werden und dadurch die antitumorale Immunreaktion abgeschwacht wird
(SARVARIA et al., 2017). Diese Ergebnisse stehen auf den ersten Blick im Widerspruch zu der in dieser
Arbeit aufgezeigten, prognoseverbessernden Eigenschaft der naiven B-Zellen in der TCGA-HNSC
Kohorte. In anderen Tumorentitaten, wie Neuroblastomen, konnten jedoch naive B-Zellen als der
besténdigste Indikator fur eine gute Prognose und einer aktiven antitumoralen Immunmikroumgebung
identifiziert werden (SCHAAFSMA et al., 2021). Aufgrund dessen bendtigt es weitere Studien auf dem
Gebiet der Kopf-Hals Immunonkologie, um die prognostischen und molekularen Eigenschaften dieser
Immunzellsubpopulation génzlich aufzudecken. Neben der prognostischen Wertigkeit als Biomarker

stellen die diversen B-Zell Phanotypen innerhalb des Tumormikromilieus einen weiteren Ansatzpunkt
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fir zukinftige Immuncheckpoint-Inhibitor Therapien dar. Beispielsweise konnten Ruffin et al.
nachweisen, dass Melanom-Patienten, die nicht auf die Standardimmuntherapie in Form einer Anti-PD1
und/oder Anti-CTLA4- Therapie ansprachen, ein signifikant hoheres Level an naiven B-Zellen
innerhalb des TME aufwiesen als Patienten, die auf die Immuntherapie ansprachen. Ein Versuch zur
Initilerung der Differenzierung der naiven, tumorinfiltrierenden B-Zellen hin zu Keimzentrum-
Phénotypen kdnnte so eine Mdglichkeit darstellen die derzeitigen immuntherapeutischen Strategien zu
komplementieren (RUFFIN et al., 2021).

Deutlich kohé&renter und mit hoherer wissenschaftlicher Evidenz beschreibt die medizinische
Fachliteratur die prognostische Bedeutung der zytotoxischen T-Zellen. Eine positive Korrelation eines
verbesserten Gesamtuberlebens mit einer erh6hten Tumorinfiltration durch zytotoxische T-Zellen, wie
sie in dieser Arbeit sowohl fir die TCGA-HNSC-Kohorte wie auch fiir die Validierungskohorte gezeigt
wurde, steht im Einklang mit zahlreichen Publikationen, die ein verbessertes progressionsfreies
Uberleben und Gesamtiiberleben bei hoher Infiltration von HNSCCs mit zytotoxischen T-Zellen
beschreiben (BORSETTO et al., 2021; DE RUITER et al., 2017; SHIMIZU et al., 2019). Im Rahmen
der Evaluierung der prognostischen Bewertung der zytotoxischen T-Zellen ist weiterhin die komplexe,
interzellularen Kommunikation der zytotoxischen T-Zellen mit anderen Bestandteilen des
immunologischen TME, wie beispielsweise die Interaktion zwischen zytotoxischen T-Zellen und
FoxP3+ regulatorischen T-Zellen, reprasentiert durch das CD8/FoxP3 Verhéltnis zu beachten (DE
RUITER et al., 2017), was die Robustheit und Giltigkeit von CD8+ T-Zellen als Biomarker fur ein
verbessertes klinisches Outcome bei Kopf- und Halstumoren weiter unterstreicht (DE RUITER et al.,
2017; LEQUERICA-FERNANDEZ et al., 2021; NASMAN et al., 2012). Hauptangriffspunkte bereits
etablierter Immuntherapien stellen die Immuncheckpoint-Rezeptoren PD-1 und CTLA4 auf der
Oberflache von u.a. zytotoxischen T-Zellen dar, deren Blockade, durch diverse monoklonale
Antikorper, zur Verhinderung einer Immunevasion beziehungsweise zu einer gesteigerten Effizienz der
antitumoralen Immunantwort und Revitalisierung der zytotoxischen T-Zellen fiihrt (RASKOV et al.,
2021; XIANG et al., 2023). Zwischen 2011 und 2018 erfolgte die Zulassung der drei PD-1 Inhibitoren
Pembrolizumab, Nivolumab und Cemiplimab sowie der PD-L1 Inhibitoren Atezolizumab, Avelumab
und Durvalumab zur Therapie 14 verschiedener Tumorentitaten, u.a. Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereichs, durch die FDA in den USA und teilweise auch in Europa (RASKQV et al., 2021).
Trotz anfanglicher Erfolge der Immuncheckpoint-Therapie, zeigten die niedrigen Ansprechraten die
Notwendigkeit weiterer immuntherapeutischer Targets auf. Durch weitere Studien konnten u.a. das
lymphocyte activation gene 3 (LAG3), das T cell immunoglobulin 3 (TIM3) und der V-domain
immunoglobulin suppressor of T cell activation (VISTA) als negative Regulatoren der T-Zell
Aktivierung entdeckt werden und stellen somit potenzielle Ziele neuer immuntherapeutischer Ansétze
dar mit zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen als wesentlichen Zielstrukturen (WALDMAN et al.,
2020). Die Ergebnisse diverser Multicenter Studien beziglich der antitumoralen Wirkung des Tim-3
Inhibitors Cobolimab in Melanompatienten (NCT04139902), sowie beziiglich der antitumoralen
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Wirkung des gegen LAG3 gerichteten, monoklonalen Antikdrpers RO7247669 bei
fortgeschrittenen/metastasierten soliden Tumoren (NCT04140500), werden in den Jahren 2025 und
2027 erwartet.

Eine potenzielle Erklarung des in der TCGA-Kohorte beobachteten schlechteren Gesamtuberlebens bei
verstarktem Infiltrationsniveau des Tumors mit tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) findet sich in
einer unausgeglichenen Verteilung der proinflammatorischen M1- und der immunsuppressiven M2-
Makrophagen (KUMAR et al., 2019). Eine erhdhte Dichte des M2-Subtypes der tumor-assoziierten
Makrophagen innerhalb des TME von HNSCCs ist wie von Kumar et al. gezeigt, mit einem
fortgeschrittenen T-Stadium, verstarktem Lymphknotenbefall, vaskuldrer Beteiligung und dem
Vorhandensein einer lymphatischen Invasion assoziiert (KUMAR et al., 2019). Unterstrichen werden
diese Ergebnisse durch die Studie von Costa et al. die eine Korrelation eines Ubergewichts an M2 TAM
im Tumormikromilieu von OPSCCs mit einem lokalen, durch TGF-B Produktion ausgeldstem,
immunsuppressivem Milieu und einem verstarkten Lymphknotenbefall, sowie einem schlechteren
Gesamtiiberleben der Patienten feststellen konnten (COSTA et al., 2013). Im Gegensatz zu der Vielzahl
an publizierten Studien, die den prognostischen Einfluss der M2 TAMSs untersuchen, beschaftigen sich
nur wenige Studien mit den Auswirkungen des M1-Subtyps auf die Prognose von HNSCC Patienten,
was u.a. an den unzuverldssigen, immunhistochemischen Ergebnissen des weithin bekannten M1-
Markes iNOS, sowie der Unspezifitat des hdufig verwendeten M1-Markers CD11c liegt (BISHESHAR
et al., 2022). Trotz Fehlens eines robusten M1-TAM Markers, konnte Agarbati et al. ein verbessertes
disease free survival bei erhdhter Expression der CD11c+ M1-Makrophagen in HNSCC Patienten
nachweisen (AGARBATI et al., 2021). Bei der separaten Betrachtung des Gesamtiberlebens der M1
und M2 TAM-Subtypen innerhalb der TCGA-HNSC Kohorte (siehe Abbildung 7 B+C) konnte jedoch
keine prognostische Relevanz fiir die beschriebenen Subtypen beobachtet werden. Nur in der
Validierungskohorte konnte ein erhdhtes Infiltrationsniveau an M2-Makrophagen innerhalb des
intratumoralen Kompartiments eine Assoziation mit einem schlechteren Gesamttberleben aufweisen
(siehe Abbildung 15). Diese Ergebnisse spiegeln die komplexe Funktion der Makrophagen in der
antitumoralen Immunitat wider, bei der in Abhangigkeit des molekularen Kontexts und der Tumorentitat
sowohl immunsuppressive wie auch immunstimulierende Effekte zu beobachten sind (ZHU et al.,
2021). Durch die zentrale Rolle der verschiedenen TAM-Phédnotypen in der antitumoralen
Immunabwehr, zielen neue immuntherapeutische Strategien auf einen Switch der immunsuppressiven
M2-Subtypen hinzu einem antitumoralen M1-Subtyp ab (CAI et al., 2021). Hauptangriffsziele dieser
molekularen Reprogrammierung stellen der Toll-like Rezeptor 7 (TLR7), TLR8, TLR9, CD40, histone
deacetylase (HDAC), PI3Ky, CSF1, und CSF1 Rezeptor (CSF1R) dar, wobei die CSF1/CSF1R Achse
die attraktivste Option in aktuellen klinischen Studien darstellt (BART et al., 2021). Eine erste Phase |
Studie zur Reprogrammierung von tumor-assoziierten Makrophagen mittels exoASO-STAT6 (CDK-
004) in metastasierten Leberzellkarzinom Patienten konnte letztes Jahr begonnen werden
(NCT05375604) (KAMERKAR et al., 2022). Trotz der erst neu entwickelten, immuntherapeutischen
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Herangehensweise zeigten sich bereits erste Nebenwirkungen in Form einer Hochregulation der PD-L1
Expression der umprogrammierten Makrophagen, die eine funktionelle Erschépfung der Makrophagen
und somit eine geschwachten antitumoralen Wirkung bedingt. Die Kombination einer Makrophagen-
Reprogrammierung und PD-1/PD-L1 Blockade mit monoklonalen Antikorpern stellt hierbei eine

vielversprechende Behandlungsstrategie dar (CAl et al., 2021).

Im Vergleich zu den Makrophagen ist die prognostische Relevanz der regulatorischen T-Zellen im
Kontext der Karzinogenese von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals Region weiterhin
weitestgehend unklar, was sich in der weiterhin bestehenden Diskrepanz der Ergebnisse der in den
letzten Jahren publizierten Studien widerspiegelt (WONDERGEM et al., 2020). Die immunologische
Funktion der regulatorischen T-Zellen zur Unterdriickung tberschieBender Immunreaktionen durch
suppressiver Effekte auf zytotoxische T-Zellen und CD4+ Helferzellen sowie deren Beteiligung an der
Immunevasion Uber die Sekretion immunsuppressiver Zytokine wie IL-10 and TGF-$ beteiligt sich
mafgeblich an der Entstehung eines immunsuppressiven Tumormikromilieus (ECONOMOPOULOU
et al., 2020). Diese immunsuppressive Funktion der Tregs kénnte eine Erklarung der in der TCGA-
Kohorte beobachteten Assoziation eines schlechteren Gesamtiiberlebens bei erhdhter Infiltration mit
regulatorischen T-Zellen sein (siehe Abbildung 5C). Das Ergebnis der TCGA-Kohorte konnte innerhalb
der UKS-Kohorte nicht bestatigt werden (siehe Abbildung 14C) und zeigte sogar einen inversen Trend
mit einer Tendenz zu einem verbesserten Gesamtiberleben bei erhohten intra- und peritumoralen
Infiltrationsniveaus mit regulatorischen T-Zellen. Weitere Studien wie Mandal et al. konnten die
prognostischen Ergebnisse innerhalb der UKS-Kohorte, nach Anpassungen des HPV-Status, der CD8+
T-Zellen und der CD56dim NK-Zell-Infiltration mit einem verbesserten Gesamtiberleben bei erhdhter
Infiltration des Tumormikromilieus von HNSCC-Patienten weiter stitzen (MANDAL et al., 2016).
Trotz vieler publizierter Studien, die keinen prognoseverbessernden Effekt der Tregs zeigen (CHANG
etal., 2019; LIANG et al., 2011; MAGGIONI et al., 2017), konnte, neben Mandal et al., auch Seminerio
et al. ein verbessertes Gesamtuberleben bei erhdhtem Level an regulatorischen T-Zellen innerhalb des
TME zeigen (SEMINERIO et al., 2019). Zusammenfassend zeigt sich kein klarer Konsens beziglich
der prognostischen Wertigkeit der regulatorischen T-Zellen in der Fachliteratur (ECONOMOPOULOU
et al., 2020). Dennoch stellen Tregs einer der grofiten Subpopulationen der zelluldren Komponenten des
immunologischen TME dar (MANDAL et al., 2016), was zu weiteren Untersuchungen bezuglich ihrer
prognostischen Relevanz und ihrer Eignung bezuglich zukinftiger, immuntherapeutischer Ansétze
motivieren sollte. Mdgliche immuntherapeutische Ansdtze, die die regulatorischen T-Zellen als

Zielstrukturen nutzen, sind im letzten Abschnitt dieser Diskussion beschrieben.

Die auf den ersten Blick widerspriliche, fir einzelne Immunzellsubtypen bestehende Diskrepanz der
prognostischen Relevanz zwischen der TCGA- und UKS-Kohorte muss aus einem kritischen
Blickwinkel heraus differenziert diskutiert werden. Trotz der Ubereinstimmenden prognostischen

Effekte der zytotoxischen T-Zellen, follikularen T-Helferzellen und der Gesamt-
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Lymphozytenpopulation, konnten weder die naiven B-Zellen und Makrophagen noch die
regulatorischen T-Zellen dieselbe signifikante Relevanz in der Validierungskohorte wie in der TCGA-
Kohorte erlangen. Eine potenzielle Erklarung der divergierenden Resultate konnte die vergleichsweise
niedrige Anzahl der Patienten in der Validierungskohorte im Vergleich zur Anzahl der inkludierten
Patienten in der TCGA-Kohorte, sowie in den verschiedenen, in der jeweiligen Kohorte genutzen
Methoden zur Detektion der Immunzellsubpopulationen darstellen. Im Vergleich zur RNAseq Analyse,
in der eine Vielzahl von Expressionsprofilen und Dekonvolutionstechniken zur ldentifizierung und
Quantifizierung von Immunzellsubpopulationen verwendet wurden, ist die Immunhistochemie auf ein
oder zwei Biomarker zur Identifizierung eines vordefinierten Immunzellsubtyps beschrankt, sodass es
nie zu einer perfekten Ubereinstimmung zwischen den durch Next Generation Sequencing (NGS) und
Immunhistochemie identifizierten Immunzellsubpopulationen kommen kann. Zudem befinden sich
zahlreiche Immunzellen nicht in einem dauerhaft festgelegten Differenzierungsstadium, sondern kénnen
abhangig von der Mikroumgebung und Interaktionen mit anderen Zelltypen ihre Differenzierung
wechseln, beispielsweise von M1 zu M2 Makrophagen oder von follikuldren T-Helferzellen zu
regulatorischen T-Zellen. Folglich kdnnen auch RNAseq basierte Immundekonvolutionsalgorithmen
nicht mit letzter Sicherheit und umfassend alle Immunzellen einem eindeutigen Subtyp zuordnen. Der
wesentliche Vorteil der Immunhistochemie besteht in diesem Kontext in der Mdglichkeit, die
Immunphénotypisierung auch einer entsprechenden Zytomorphologie zuordnen zu konnen, also zu
sagen, ob ein beispielsweise positives Signal in der CD3-Immunférbung auch von einer morphologisch
als solche zu identifizierenden Immunzelle stammt. Daruiber hinaus ist mit der Immunhistochemie eine
exakte Lokalisation der Immunzellinfiltration, die wie in dieser Promotionsarbeit gezeigt wurde, einen
erheblichen Einfluss auf die Prognose der Patienten hat, mdglich, indem beispielsweise zwischen intra-
und peritumoralem Immuninfiltrat unterschieden werden kann. In diesem Zusammenhang mussen
jedoch auch die Auswahl und Spezifitat der verwendeten IHC-Marker kritisch diskutiert werden. So
exprimieren follikulare T-Helferzellen neben CD4 und CXCR5 weitere Oberflachenmarker wie CD25,
CD69, CD95 und CD57 (BRYANT et al., 2007; LAURENT et al., 2010), so dass es wohl keine zu
100% spezifische Markerkombination zur Detektion dieser Immunzellsubpopulation gibt. Zu beachten
ist neben der allgemeinen Expression verschiedener Oberflachenmarker auch die Tumorentitat, die
durch unterschiedliche genetische und phénotypische Merkmale das Expressionsmuster der follikuléren
T-Helferzellen signifikant beeinflusst, was eine tumorentitatsspezifische Auswahl der die spezifischen
Oberflachenproteine  detektierenden  Antikorper — erforderlich macht (GUTIERREZ-MELO,
BAUMJOHANN). Neben der durch Ruffin et al. durchgefiihrten Studie zur Detektion der follikuldren
T-Helferzellen in der Durchflusszytometrie mithilfe von CD4 und CXCR5 als Detektionsmarker,
definierten auch weitere Studien wie die kirzlich publizierte Arbeit von Turner et al. die follikularen T-
Helferzellen als CXCR5+CD4 Zellen, was trotz der unterschiedlichen Detektionsmethode die Auswahl
der genutzten Oberflachenmarker in dieser Arbeit stitzt (CROTTY, 2011; RUFFIN et al., 2021;

TURNER et al., 2022). Die zweite immunhistochemische Farbung erfolgte mit der Kombination der
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gegen die Oberflachenproteine CD20 und CXCR5 gerichteten Antikérper zur Detektion der naiven B-
Zellen. Im Gegensatz hierzu detektierten anderen Studien im Rahmen durchflusszytometrischer
Untersuchungen die naiven B Zellen als Kombination der Marker CD19+, IgD+, CD27—, CD38+/—,
CD24+/- (SANZ et al., 2019). Dennoch stellt die Kombination des u.a. auf B-Zellen zu findenden
Oberflachenprotein CXCR5 (HENNEKEN et al., 2005) und des B-Zell spezifischen Markers CD20
(KLASENER et al., 2021) eine adaquate Kombination zur Detektion der naiven B-Zellen dar, die auf
dem Gebiet der Immunonkologie in wissenschaftlichen Studien hdufig Anwendung findet. Letztlich
haben sowohl die Immunhistochemie wie auch die RNA-Sequenzierung in der Untersuchung des
Immuninfiltrats von humanen Tumoren Vor- und Nachteile, so dass beide Methoden ihre Berechtigung
haben und abhéngig von der jeweiligen Fragestellung gezielt ausgewahlt und eingesetzt werden sollten.
Obwohl in der klinisch-pathologischen Praxis die Immunhistochemie immer noch als Goldstandard in
der Breite genutzt wird, werden aufgrund immer erschwinglicherer NGS-Methoden RNAseq-basierte
Analysen des immunologischen TME zukiinftig vermutlich Eingang in die klinische Routineanalyse
von Tumorgewebeproben finden und die morphologisch-pathologische Diagnostik zumindest erganzen.

Neben der Analyse der Auswirkung diverser Immunzellsubpopulationen des Tumormikromilieus auf
das Gesamtiberleben erfolgte die Analyse des Einflusses klinischer und histopathologischer
Charakteristika der TCGA- und UKS-Kohorte auf die Prognose der Patienten. Zur Untersuchung der
Relevanz des HPV-Tumorstatus auf das Gesamtuberleben der Patienten innerhalb der TCGA-Kohorte
erfolgte die Bestimmung des HPV-Status durch drei verschiedene Methoden: p-16 Immunhistochemie,
HPV in-situ Hybridisierung und durch HPV PanCancerseq Daten (CAMPBELL et al., 2018). Mit der
Fachliteratur Ubereinstimmend zeigte sich, unabhangig der genutzten Detektionsmethode, im Falle von
HPV-Positivitat ein signifikant verbessertes Gesamtiberleben der Patienten in der TCGA-Kohorte
(sieche Abbildung 11) (FAKHRY et al., 2008). Trotz der Empfehlung der WHO und IARC
(Weltgesundheitsorganisation/Internationale Agentur flr Krebsforschung) zur Durchfiihrung einer von
drei als gleichwertig angesehenen Detektionsmethoden (In-situ-Hybridisierung und/oder PCR und/oder
Anti-p16-Immunchemie) (EL-NAGGAR et al., 2017), erfolgte unter Einbeziehung neuerer Studien, die
Definition der HPV-Positivitét in der UKS- Kohorte nur durch das Vorhandensein der Kombination aus
einer positiven p16-Immunhistochemie und einer positiven HPV-DNA-PCR. Um bei der zunehmend an
Bedeutung gewinnenden Strategie der Therapiedeeskalation bei HPV-assoziierten OPSCCs falsch-
positive HPV-Testergebnisse zu vermeiden, war es in der vorgelegten Arbeit das vorrangige Ziel durch
einen erganzenden Nachweis von HPV-DNA zusétzlich zur pl6-IHC eine mdglichst spezifische
Methode zur Untersuchung des Einflusses von HPV auf die individuelle Tumorbiologie zu erreichen
(KUHN et al., 2021). Eine kiirzlich publizierte Multicenter-Studie konnte zeigen, dass ein Mismatch
zwischen HPV-DNA Nachweis und p16-Immunhistochemie bei OPSCC-Patienten mit einer deutlich
schlechteren Prognose assoziiert ist im Vergleich zu einem konkordant positiven Ergebnis, was die
Sinnhaftigkeit des fiir diese Arbeiten gewahlten Ansatz einer dualen Detektionsmethode unterstreicht
(MEHANNA et al., 2023). In der Validierungskohorte zeigte ein positiver HPV-Tumorstatus ebenfalls
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eine signifikante Verbesserung der Prognose (siehe Abbildung 16A) und unterstreicht somit dessen
Validitéat als wertvollen und in der klinischen Diagnostik etablierten prognostischen Biomarker bei
Kopf-Hals Karzinomen. Im Rahmen der Analysen der prognostischen Aussagekraft des HPV-
Tumorstatus erfolgte zudem die Analyse der Auswirkung des HPV-Status auf die Immunzellinfiltration
innerhalb des Tumormikromilieus. In der TCGA-Kohorte zeigte sich im Einklang mit der aktuellen
Literatur bei positivem HPV-Tumorstatus, unabhangig der genutzten Detektionsmethode, eine
verstarkte, lymphozytare Immunzellinfiltration (siehe Abbildung 9) (BHAT et al., 2021; ZENG et al.,
2020). In der UKS-Kohorte konnte diese gesteigerte Immunzellinfiltration im Rahmen der CD4-CXCR5
Doppelfarbung sowohl intra- wie auch peritumoral, in der T-Helferzell-Teilfarbung (siehe Abbildung
20A) und in der CXCRS5 Teilfarbung (siehe Abbildung 20B), sowie im Rahmen der CD20-CXCR5
Doppelféarbung sowohl intra- wie auch peritumoral in allen drei Teilfarbungen (siehe Abbildung 21)
beobachtet werden. Diese Ergebnisse unterstreichen die hohe Validitat des Humanen Papillomvirus als
klinisch etablierten, prognostischen Biomarker bei Kopf- und Halstumoren, was sich in der in Tabelle
11 gezeigten fur den HPV-Tumorstatus kontrollierenden Multivarianzanalyse mit logistischer
Regression widerspiegelt. Da sich HPV-assoziierte Kopf-Hals-Tumore Uberwiegend im Bereich des
Oropharynx befinden, der ohnehin durch reichlich vorhandenes Mukosa-assoziiertes lymphatisches
Gewebe gekennzeichnet ist (u.a. Tonsilla lingualis, Tonsilla palatina, Seitenstrange), bleibt zu
diskutieren und durch wissenschaftliche Arbeiten ndher zu untersuchen, ob der gesteigerte
Immuninfiltration bei diesen Tumoren und einem positiven HPV-Status einen kausaler Zusammenhang

zugrunde liegt oder es sich letztlich nur um eine Koinzidenz handelt.

Die Tumorlokalisation als weiteres zu analysierendes, klinisches Charakteristikum zeigte einen
signifikanten Einfluss auf die lymphozytare Immunzellinfiltration in der TCGA-Kohorte (siehe
Abbildung 10A). Eine signifikant verstarkte Immunzellinfiltration fand sich hierbei vor allem in den
Oropharynxkarzinomen. Dieses Ergebnis iberrascht nicht, da HPV positive Karzinome, die vor allem
in der Oropharynxregion lokalisiert sind, allgemein eine verstarkte Anreicherung verschiedener
Immunzellen aufweisen (MITO et al., 2021; SUBBARAYAN et al., 2019). Eine Antwort auf die Frage,
wie HPV-positive Tumorzellen die Infiltration spezifischer Immunzellen in das Tumormikromilieu
begiinstigen konnen, kann u.a. aufgrund der unzureichenden Spezifitat der in Studien verwendeten
Antikérper und dem Fehlen eines klaren Konsortiums zur Definition der als Ziel zur Identifikation einer
bestimmten Immunzelle dienenden Antigene noch nicht gegeben werden (LECHIEN et al., 2020).
Sowohl die Raucherhistorie wie auch das Alter der Patienten konnten als moglicher Storfaktor zur
Beurteilung der lymphozytdren Immunzellinfiltration in dieser Arbeit ausgeschlossen werden (siehe
Abbildung 10 B+C). Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnten andere Studien wie De La
Iglesia et al. und Chung et al. dennoch einen immunsuppressiven Effekt, ausgel6st durch die
Suppression von IFN-Pathways und der damit verbundenen Reduktion der Immunzellinfiltration
zytotoxischer T-Zellen in das TME und der Verminderung von PD-L1 bei aktiven Rauchern feststellen
(CHUNG et al., 2019; DE LA IGLESIA et al., 2020). Gleichsam mit der Raucherhistorie konnten, im
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Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit, andere Studien einen altersabhéngigen Unterschied in der
Immunzellinfiltration follikularer T-Helferzellen feststellen (SUN et al., 2021a). Eine potenzielle
Erklarung der beim Alter beobachteten Unterschiede in der Immunzellinfiltration kénnte die in dieser
Arbeit betrachtete Gesamt-Lymphozytenpopulation im Gegensatz zur der von Sun et al. untersuchten
Subpopulation der follikularen T-Helferzellen sein. Ebenso ist als mdglicher Bias der vergleichsweise
kleine Umfang der UKS-Kohorte und folglich der geringen Patientenzahl in den jeweiligen Alters- und
Rauchergruppen zu beriicksichtigen. Das UICC-Stadium, als weiteres in der UKS-Kohorte untersuchtes,
klinisches Charakteristikum, zeigte signifikante, stadienabhéngige Veranderungen der Prognose (siehe
Abbildung 17), was die in bereits vielen Studien belegte, prognostische Relevanz der UICC-Einteilung
unterstreicht (CHOW, 2020; WURDEMANN et al., 2017).

Trotz des durch eine Vielzahl an publizierten Studien belegten Einflusses des 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegels auf die Prognose von HNSCC-Patienten (BOCHEN et al., 2018; IZREIG et al., 2020) ,
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Effekt des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels
auf die Prognose und die Immunzellinfiltration der Patienten in der UKS-Kohorte. Zumindest eine
deutliche Tendenz zu einem verbessertem Gesamtiberleben der Patienten mit ausreichender Vitamin-
D Versorgung konnte in der UKS-Kohorte beobachtet werden (siehe Abbildung 16B). Obwohl der
Einfluss des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels auf die Prognose von HNSCC-Patienten bereits vielfach
publiziert wurde, konnten einige Studien keine signifikanten Auswirkungen auf die Prognose von Kopf-
Hals Tumorpatienten feststellen (AREM et al., 2011; MEYER et al., 2011). Zu beachten ist hierbei
jedoch, dass insbesondere bei einer eingeschrankten Fallzahl die Datenanalyse zahlreiche, potenzielle
Confounder in Form des HPV-Tumorstatus, des Nikotin- und Alkoholkonsums, sowie des
geographischen Wohnorts und der somit verbundenen Dauer der Sonnenexposition aufweisen, die im
Falle einer fehlenden Berticksichtigung durch Multivarianzanalysen zu einer relevanten Verzerrung der
statistischen Datenanalyse und damit auch zur Verzerrung der Schlussfolgerungen der Studien fiihren
konnen (BALENSIEFER, 2017). Der in dieser Arbeit untersuchte Zusammenhang zwischen dem 25-
OH-Vitamin-D-Serumspiegel und HPV-Status der Patienten zeigte eine signifikante Erhéhung des 25-
OH-Vitamin-D-Serumspiegel bei positivem HPV-Tumorstatus (siehe Abbildung 22). Nur wenig
Studien im Bereich der Kopf-Hals Immunonkologie untersuchten bisher diesen Zusammenhang.
Nichtsdestotrotz konnte Bochen et al. ebenfalls eine Assoziation eines niedrigen Vitamin-D
Serumspiegels mit einem negativen HPV-Tumorstatus nachweisen (BOCHEN et al., 2018). Im
Gegensatz hierzu konnten gynékologische Studien eine Assoziation eines niedrigen 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegels mit einer Hochrisiko HPV Infektion nachweisen (CHU et al., 2021), was die
tumorentitatenspezifische Rolle des Vitamin D-Serumspiegels unterstreicht und zu weiteren

Untersuchungen motiviert.

Die Rolle von Analysen der zelluldren Immunparameter des Tumormikromilieus im klinischen Alltag

kann anhand der Einfuhrung der gegen PD-1 gerichteten Immuncheckpoint-Inhibitoren Pembrolizumab
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und Nivolumab in das therapeutische Management von Kopf-Hals Karzinomen verdeutlicht werden.
Durch das bessere Ansprechen der PD-1 exprimierenden Patienten auf eine Immuncheckpoint-
Inhibition zeigt sich die Bedeutsamkeit zuverlassiger Biomarker zur Stratifizierung der von einer
Immuntherapie profitierenden Patienten (CROSTA et al., 2021). Die etablierte immunhistochemische
Analyse von PD-L1 bedient sich hierbei diverser Scores in Form des Combined Positive Score (CPS)
und Tumor Proportion Score (TPS) (EMANCIPATOR et al., 2021; GIUNCHI et al., 2020). Durch die
Berlicksichtigung der PD-1 Expression von Lymphozyten und Makrophagen betrachtet der CPS sowohl
Tumorzellen wie auch Immunzellen, was trotz der hohen Validitét beider Scores die in einigen Studien
publizierte, hohere Sensitivitdt des CPS bezuglich der klinischen Ansprechraten erklaren konnte
(EMANCIPATOR et al., 2021). Die im Rahmen der Therapie mit Pembrolizumab beobachteten
niedrigen Ansprechraten von ca. 15% regen zu weiteren Untersuchungen beziiglich mdglicher
immunologischer Crosstalks zwischen PD-1/PD-L1 und weiteren inhibitorischen molekularen
Signalwegen an, deren Interaktion die suppressive zelluldre Immunitét aufrechterhalten kénnte. Die
Aufklarung dieser Crosstalks stellt eine Mdglichkeit zur Maximierung der Effektivitat von anti PD-1
Therapien dar (QIAO et al., 2020). Weiterhin konnten Studien zur Verbesserung der Sensitivitat der
etablierten Detektionsmethoden sowie zur Optimierung der Auswahl zwischen den bestehenden Scores
zukiinftig den Gebrauch von Immuncheckpoint-Inhibitoren in fruheren Behandlungsstadien
begiinstigen. Neben der Optimierung der etablierten PD-1 Detektionsmethoden und den etablierten
Scoring-Systemen konnten Hecht et al. mit der CheckRad-CD8 Studie neue Ansatze zur Verbesserung
der Ansprechraten von Immuntherapien liefern (HECHT et al., 2022). Hierbei wurden alle inkludierten
Patienten zundchst mit dem PD-L1 Inhibitor Durvalumab und dem CTLA-4 Inhibitor Tremelimumab
sowie einem Zyklus Cisplatin und Docetaxel behandelt und das Ansprechen auf diese Behandlung
anhand einer Endoskopie mit Biopsie bewertet. Bei erhohter Infiltration der intratumoralen CD8+ T-
Zellen in der zweiten Biopsie im Vergleich zur Biopsie vor Studienbeginn und einem klinisch stabilen
Krankheitsbild erfolgte eine Radioimmuntherapie mit dem PD-L1-Inhibitor Durvalumab und dem
CTLA4-Inhibitor Tremelimumab gefolgt von einer Erhaltungstherapie mit Durvalumab. Trotz noch
nicht beendeter Nachbeobachtung konnte bereits ein verbessertes 1- und 2- Jahres progression free und
overall survival festgestellt werden. Weiterhin konnte ein signifikanter Benefit HPV-positiver
Oropharynxkarzinome mit einem 2-Jahres OS von 94% verzeichnet werden (HECHT et al., 2022).
Diese Ergebnisse veranschaulichen die Bedeutung einer adaquaten Patientenselektion sowie das
Potenzial diverser Immunzellsubpopulationen als prognostische und pradiktive Marker zur
Verbesserung der immuntherapeutischen Ansprechraten in Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals
Region und unterstreichen die klinische Relevanz der in dieser Promotionsarbeit durchgefiihrten

Untersuchungen.

Neben dem bereits beschriebenen, von Hecht et al. entwickeltem Ansatz einer auf der Detektion der
zytotoxischen T-Zellen basierten Patientenselektion, gibt es noch weitere immuntherapeutische

Strategien, deren Ansatze die in dieser Arbeit herausgearbeiteten, signifikant mit dem Uberleben
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korrelierenden Immunzellsubpopulationen einschlieBen (HECHT et al., 2022). Aufgrund der starken
Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen in das Tumormikromilieu von HNSCCs und deren
Suppression der antitumoralen Immunitét sind die Tregs in den Fokus neuer immuntherapeutischer
Ansitze gertickt (REVENKO et al., 2022). Der therapeutische Ansatz liegt hierbei in der Inhibition von
FoxP3 durch Antisense Oligonukleotide, die eine Modulierung der Treg-Aktivitdat und somit der
antitumoralen Immunitat bedingen. Der Antisense Oligonukleotid AZD8701 konnte einen
dosisabhangigen Knockdown von FoxP3 in primaren regulatorischen T-Zellen, eine Verringerung der
Suppressionsfunktion und eine effektive Downregulation von Targets in humanisierten Mausen bei
klinisch relevanten Dosen zeigen. AuBerdem steigerte er die Aktivierung von CD8+ T-Zellen und
erzeugte antitumorale Aktivitat in syngenen Mausmodellen. Die Kombination von FoxP3-Anitsense
Oligonukleotiden mit einer Immun-Checkpoint-Blockade konnte weiterhin eine Verstarkung der
antiumoralen Aktivitat verzeichnen (REVENKO et al., 2022). Aufgrund dieser, in Mausmodellen
beobachteten Wirkung wurde eine klinische Phase 1 Studie (NCT04504669) initiiert, in der u.a. HNSCC
Patienten mit einer Monotherapie mit AZD8701 oder einer Kombination aus AZD8701 und
Durvalumab therapiert werden. Erste Ergebnisse werden im Mai 2023 erwartet. Weitere
immuntherapeutische Strategien beschéftigen sich mit der Einfuhrung einer Chimeric antigen
receptor (CAR) Technologie innerhalb der tumor-infiltrierenden Lymphozyten in HNSCCs
(DAMASIO et al., 2022). Hierbei stehen den verdnderten CAR T-Zellen diverse, durch HNSCC
exprimierte Ziele wie CD276, EGFR, MICA, MICB, MAGE-A4, FAP, EPCAM, CD70 und
BAGALNTL1 zur Verfligung (PARK et al., 2018). Eine klinische Studie der Phase 1 mit T4 CAR T-
Zellen zur Behandlung von Patienten mit HNSCC konnte bereits vielversprechende vorlaufige
klinische Daten generieren und zeigen, dass die intratumorale Injektion von T4 CAR T-Zellen
sicher ist und keine Toxizitat aufweist, und dass selbst bei schnell fortschreitenden Tumoren und
fortgeschrittenem HNSCC bei 69% der Patienten eine Krankheitskontrolle durch die T4-
Immuntherapie erzielt werden konnte (PAPA et al., 2018). Weitere Ergebnisse der Studie sollen im

Dezember 2023 veroffentlicht werden.

Zusammenfassend konnten in dieser Promotionsarbeit die Gesamt-Lymphozytenpopulation, die
zytotoxischen T-Zellen und die follikuldren T-Helferzellen in zwei unterschiedlichen Patientenkohorten
und mit unterschiedlichen Detektionsmethoden als die prognostisch relevantesten Subpopulationen der
tumor-infiltrierenden Leukozyten von Kopf-Hals Karzinomen identifiziert werden und stellen daher
vielversprechende Ziele zukunftiger immuntherapeutischen Strategien dar. Der prognostische Einfluss
des immunologischen Tumormikromilieus ist, wie in dieser Arbeit gezeigt, signifikant von der
Patientenkohorte und der gewdhlten Detektionsmethoden zur Identifizierung und Quantifizierung von
Immunparametern abhéngig, wobei diverse Einflussfaktoren auf die prognostische Eigenschaft vieler
Immunzellsubpopulationen innerhalb des TME noch nicht vollstandig verstanden sind. In der Tat ist die

Immunantwort ein sehr dynamischer Prozess, der die Bewertung aller Immunzellsubpopulationen
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erfordert, um ihr Zusammenspiel und die Folgen fir die Prognose des Patienten zu verstehen. Die
Tatsache, dass Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals Region eines der dynamischsten Gebiete der
immunonkologischen Forschung darstellen, was sich in zahlreichen laufenden klinischen Studien zur
Verbesserung und Entwicklung neuer immuntherapeutischer Ansétze, sowie in dem sich standig
weiterentwickelndem Wissen (ber die biologischen Mechanismen der Interaktion zwischen Tumor und
dem Immunsystem zeigt, wird weiter Aufschluss tber dieses faszinierende Gebiet der Krebsforschung
geben. Aufgrund der niedrigen Ansprechraten vieler Patienten auf eine Immuncheckpoint-
Monotherapie erfordert es weitere Grundlagen- wie auch klinische Forschung, um zu beurteilen, ob
Immuncheckpoint-Inhibitoren zukiinftigen einen Paradigmenwechsels im Behandlungsspektrum von
Kopf-Hals Karzinomen herbeifiihren kénnen. Vor diesem Hintergrund konnte diese Arbeit das enorme
Potential verschiedener Immunparameter des Tumormikromilieus von Kopf-Hals Karzinomen als
verlassliche und valide prognostische  Biomarker, sowie die  Mdglichkeit  dieser
Immunzellsubpopulationen als zukiinftige therapeutische Ziele aufzeigen. In Zukunft kdnnten weitere
Studien, die einen tieferen Einblick und ein verbessertes Verstandnis des komplexen immunologischen
Tumormikromilieus erlauben, verbesserte prognostische Vorhersagen, sowie effektivere und prazisere

immunonkologische Therapien von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals Region ermdglichen.
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