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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Hintergrund: Trotz multimodaler Therapiekonzepte hat die 5-Jahres-Uberlebensrate des
oralen Plattenepithelkarzinoms (oral squamous cell carcinoma, OSCC) in den letzten
Jahrzehnten bei 53,7% stagniert. Das Hauptaugenmerk der aktuellen onkologischen
Grundlagenforschung liegt daher auf der Identifizierung tumorspezifischer Marker, die fir
die Entwicklung von neuen diagnostischen und individualisierten, zielgerichteten
therapeutischen Strategien eingesetzt werden kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Bedeutung von Indolamin-2,3-dioxygenase 1 (IDO1) und Triggering receptor
expressed on myeloid cells type 2 (TREM2) beim OSCC untersucht, denen beiden ein

hoher Stellenwert in der tumorinitiierten Immunsuppression zugeschrieben wird.

Methodik: Im ersten Teil dieser Arbeit erfolgten immunhistochemische Farbungen zum
Nachweis der Expression von IDO1 und TREM2 im Tumorgewebe sowie
korrespondierenden Lymphknotenmetastasen, um diese auf eine potentielle Korrelation
mit klinischen und histopathologischen Parametern sowie eine mdgliche prognostische
Relevanz zu untersuchen. Im zweiten Schritt galt es, Makrophagen auf eine mdgliche
Expression von IDO1 und TREM2 zu analysieren. Hierfir wurde Tumor- sowie gesundes
Nachbargewebe dissoziiert und in Einzelzellsuspensionen Uberflihrt sowie periphere
mononukledre Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) isoliert und
anschlieBend mittels Durchflusszytometrie auf die Expression der Makrophagenmarker
CD68, CD163 und CD206 uberprift. Soluble TREM2 (sTREMZ2, Shedding- bzw.
alternatives Splicingprodukt von TREM2) und die IDO1-Aktivitat (gemessen als
Kynurenin/Tryptophan-Ratio) wurden als serologisch bestimmbare Tumormarker

untersucht.

Ergebnisse: Eine hohe epitheliale IDO1-Expression in Primartumoren zeigte eine
signifikante Assoziation mit dem weiblichen Geschlecht (Spearman’s rank correlation
coefficient (SRC), p=0,046), einem Alter < 75 Jahre (SRC, p=0,017), den niedrigen Union
internationale contre le cancer (UICC)-Stadien (SRC, p<0,001) sowie dem Auftreten eines
Rezidivs (SRC, p=0,021).

Eine hohe IDO1-Expression in Immunzellen der Primartumore korrelierte signifikant mit
dem weiblichen Geschlecht (SRC, p=0,006), einem Alter > 75 Jahre (SRC, p=0,019) sowie
hohen UICC-Stadien (SRC, p=0,026).
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Zusammenfassung

Die IDO1-Expression in Epithelzellen der Primartumore zeigte in der Univariat-Analyse
einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben (Hazard Ratio (HR):
2,544; 95% confidence interval (9%ClI): 1,259-5,139; p=0,009) und das Gesamtiberleben
(HR: 2,817; 95%CI: 1,428-5,558; p=0,009). In der Multivariat-Analyse konnte ein
annahernd signifikanter Einfluss auf die Rezidivwahrscheinlichkeit festgestellt werden
(HR: 2,073; 95%CI: 0,959-4,479; p=0,064). Die IDO1-Expression in Immunzellen der
Primartumore wies in der Univariat-Analyse hingegen einen signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie Uberleben (HR: 1,483; 95%CI: 1,029-2,137; p=0,029) sowie einen
anndhernd signifikanten Einfluss auf das Gesamtuberleben auf (HR: 1,428; 95%CI: 0,985-
2,070; p=0,054). In der Multivariat-Analyse wurde die IDO1-Expression in Immunzellen als
annahernd signifikanter unabhangiger Einflussfaktor auf das progressionsfreie Uberleben
bestatigt (HR: 1,416; 95%CIl: 0,967-2,074; p=0,074).

Bei der Auswertung der TREM2-Expression in Immunzellen der Prim&rtumore zeigte sich,
dass diese positiv mit dem weiblichen Geschlecht (SRC, p=0,021), den UICC-Stadien
(SRC, p=0,040) und der PD-L1-Expression korreliert (SRC, p<0,001). Zudem wiesen
Patienten mit einer hohen TREM2-Expression signifikant haufiger einen Tumorprogress
auf (Multivariat-Analyse, HR: 2,17; 95%CI: 1,021-4,613; p=0,044) und zeigten ein
signifikant geringeres Gesamtuiberleben (Multivariat-Analyse, HR: 2,548; 95%CI: 1,089-
5,964; p=0,031). Eine hohe TREM2-Expression in Immunzellen von
Lymphknotenmetastasen korrelierte mit dem weiblichen Geschlecht (SRC, p=0,008),
einem Alter > 75 Jahre (SRC, p=0,042) und einer hohen PD-L1-Expression (SRC,
p<0,001). Die TREM2-Expression in Immunzellen der Lymphknotenmetastasen zeigte in
der Multivariat-Analyse hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens einen annahernd
signifikanten Einfluss (HR: 4,904; 95%CIl: 1,003-23,987; p=0,050).

Die IDO1- und TREM2-Expression auf Makrophagen der PBMCs nahm mit zunehmendem
UICC-Stadium zu und war im Allgemeinen hoher als in der Kontrollkohorte.

Der Anteil IDO1l-exprimierender Zellen an den CD68*- und CD163"-Zellen war im
Tumorgewebe hochsignifikant héher als im gesunden Nachbargewebe (t-Test, p<0,0001).
Im Gegensatz dazu konnte ein vergleichbarer IDO1*-Anteil der CD68*CD163*-Zellen
zwischen Tumor- und gesundem Nachbargewebe festgestellt werden (t-Test, p=0,924).
Auch die Anteile TREM2-exprimierender Immunzellen waren zwischen Tumor- und
Nachbargewebe vergleichbar (t-Test, p>0,05).

Die Kynurenin- und Tryptophan-Konzentrationen sowie ihre Ratio unterschieden sich

signifikant zwischen Patienten mit und ohne Lymphknotenmetastasen (t-Test, p<0,05).

11



Zusammenfassung

Die Kynurenin/Tryptophan-Ratio korrelierte signifikant mit der IDO1-Expression der
PBMCs (SRC, p<0,05).

Die sTREM2-Konzentration korrelierte mit dem Fortschritt der malignen Erkrankung, ohne
das Signifikanzniveau zu erreichen (SRC, UICC-Stadium: p=0,059).

Schlussfolgerung: IDO1 und TREM2 konnten als Biomarker des OSCCs verifiziert
werden und kénnten im Rahmen der Therapieindividualisierung (personalisierte Medizin)
zur Therapiestratifizierung und -optimierung beitragen.

Hierbei kbnnten vor allem Patienten in fortgeschrittenen UICC-Stadien von einer gegen
die Marker gerichteten Immuntherapie profitieren.

Nach klinischer Revalidierung kénnte die Kynurenin/Tryptophan-Ratio (als Surrogat der
IDO1-Aktivitat) zukinftig zur Therapiestratifizierung von Patienten mit lokoregionar
metastasiertem OSCC unter Bertcksichtigung individueller Risikoprofile in die

Routinediagnostik implementiert werden.
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Summary

2. Summary

Background: Despite multimodal therapy concepts, the 5-year survival rate for oral
squamous cell carcinoma (OSCC) has stagnated at 53.7% in recent decades. The focus
of current oncological basic research is therefore on the identification of tumor-specific
markers that can be used for the development of new diagnostic and individualized,
targeted therapeutic strategies. In this work, the importance of indolamine-2,3-
dioxygenase 1 (IDO1) and triggering receptor expressed on myeloid cells type 2 (TREM2)
in OSCC was investigated, both of which are considered to be of great importance in

tumor-initiated immunosuppression.

Methods: In the first part of this work, immunohistochemical staining was performed to
detect the expression of IDO1 and TREM2 in the tumor tissue and the corresponding
lymph node metastases in order to identify a correlation with clinical and histopathological
parameters and a potential prognostic relevance. The second step was to investigate a
possible expression of IDO1 and TREMZ2 in macrophages. For this purpose, tumor and
healthy adjacent tissue were dissociated and transferred into single cell suspensions, and
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated and then investigated for the
expression of the macrophage markers CD68, CD163 and CD206 by flow cytometry.
Soluble TREM2 (sTREMZ2, shedding or alternative splicing product of TREM2) and IDO1
activity (measured as kynurenine/tryptophan ratio) were investigated as serologically

determinable tumor markers.

Results: Immunohistochemical staining showed that high epithelial IDO1 expression in
the primary tumors was significantly associated with female sex (Spearman's rank
correlation coefficient (SRC), p=0.046), age < 75 years (SRC, p=0.017), the lower Union
international contre le cancer (UICC) stages (SRC, p<0.001) and the risk of recurrence
(SRC, p=0.021).

High IDO1 expression in immune cells of the primary tumors correlated significantly with
female sex (SRC, p=0.006), age > 75 years (SRC, p=0.019), and more advanced UICC
stages (SRC, p=0.026).

In univariate analysis, IDO1 expression in epithelial cells of the primary tumors showed a
significant influence on progression-free survival (hazard ratio (HR): 2.544; 95%
confidence interval (95%CI): 1.259-5.139; p=0.009) and overall survival (HR: 2.817,
95%CI: 1.428-5.558, p=0.009). In the multivariate analysis, it almost reached statistical
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significance on the probability of recurrence (HR: 2.073; 95%CI: 0.959-4.479; p=0.064). In
the univariate analysis, however, IDO1 expression in immune cells of the primary tumors
showed a significant influence on progression-free survival (HR: 1.483; 95%CI: 1.029-
2.137; p=0.029) and an almost significant influence on overall survival (HR: 1.428, 95%CI:
0.985-2.070, p=0.054). In multivariate analysis, IDO1 expression was confirmed to be an
approximately significant independent factor influencing progression-free survival (HR:
1.416; 95%CIl: 0.967-2.074; p=0.074).

Analysis of TREM2 expression in immune cells of the primary tumors showed a positive
correlation with female gender (SRC, p=0.021), UICC stage (SRC, p=0.040) and PD-L1
expression (SRC, p<0.001). In addition, patients with high TREM2 expression showed
significantly increased risk for tumor progression (multivariate analysis, HR: 2.17; 95%ClI:
1.021-4.613; p=0.044) and showed a significantly lower overall survival (multivariate
analysis, HR: 2.548, 95%CIl: 1.089-5.964, p=0.031). High TREM2 expression in immune
cells of lymph node metastases correlated with female gender (SRC, p=0.008), age > 75
years (SRC, p=0.042), and high PD-L1 expression (SRC, p<0.001). In the multivariate
analysis, TREM2 expression in immune cells of the lymph node metastases showed an
almost significant influence on progression-free survival (HR: 4.904; 95%CI: 1.003-23.987;
p=0.050).

IDO1 and TREM2 expression on macrophages of the PBMCs increased with increasing
UICC stage and was generally higher than in the control cohort.

The proportion of IDO1"- cells in the CD68*- and CD163"-cells was significantly higher in
the tumor tissue than in the healthy adjacent tissue (t-test, p<0.0001). In contrast, a
comparable IDO1-expressing proportion of CD68*CD163"-cells could be determined
between tumor and healthy adjacent tissue (t-test, p=0.924). The proportions of TREM2-
expressing immune cells were also comparable between tumor and adjacent tissue (t-test,
p>0.05).

The kynurenine and tryptophan concentrations as well as their ratio differed significantly
between patients with and without lymph node metastases (t-test, p<0.05). The
kynurenine/tryptophan ratio correlated significantly with the IDO1 expression of the
PBMCs (SRC, p<0.05).

The sTREM2 concentration correlated with the progression of the malignant disease, but

the level of significance was just missed (SRC, UICC stage: p=0.059).
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Summary

Conclusion: IDO1 and TREM2 could be verified as biomarkers of OSCC and could be
used in the context of therapy individualization (personalized medicine) for therapy
stratification and optimization.

Patients in advanced UICC stages in particular could benefit from an immunotherapy
targeting IDO1 or TREM2.

After clinical revalidation, the kynurenine/tryptophan ratio (as a surrogate of IDO1 activity)
could be implemented in routine diagnostics for therapy stratification of patients with

locoregional metastatic OSCC, taking into account individual risk profiles.
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Einleitung

3. Einleitung

3.1 Orales Plattenepithelkarzinom

3.1.1 Epidemiologie

Der Anteil des oralen Plattenepithelkarzinoms (oral squamous cell carcinoma, OSCC) an
den Malignomen der Mundhohle betréagt mehr als 90% (Massano et al., 2006). Zudem
stellt das OSCC eine der haufigsten Entitdten der Kopf-Hals-Tumore (head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC) dar.

In der Bundesrepublik Deutschland betrug die Inzidenz von Malignomen der Kopf-Hals-
Region im Jahr 2018 ca. 15.000 Neuerkrankungen (Robert Koch-Institut, 2021). Global
werden jahrlich circa 350.000 Neudiagnosen gestellt (Ferlay et al., 2019; Massano et al.,
2006).

In der Bundesrepublik Deutschland handelt es sich beim OSCC um die acht haufigste
maligne Neoplasie beim Mann, wohingegen das OSCC bei der Frau die dreizehnthdufigste
maligne Neoplasie darstellt. Die Inzidenz beim mannlichen Geschlecht ist seit drei
Jahrzehnten leicht ricklaufig, wohingegen sie beim weiblichen Geschlecht zunehmend
ansteigt. Dies ist mit gro3er Wahrscheinlichkeit auf die Folgen des ricklaufigen Konsums
von Tabak und Alkohol durch Manner und den steigenden Abusus durch Frauen
zuriickzufuhren (Johnson et al., 2020).

Mehr als 80% der OSCC werden zwischen dem funften und achten Lebensjahrzehnt
diagnostiziert (Krolls et Hoffman, 1976), wobei Manner im Durchschnitt friher als Frauen
erkranken (59 vs. 65 Jahre; Wolfer et al., 2022).

3.1.2 Risikofaktoren

Die Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung eines OSCC sind in der westlichen Welt der
Tabakkonsum sowie der chronische Alkoholabusus, wobei diese synergistisch wirken
(Mello et al., 2019). Das Risiko der Entstehung eines OSCC steigt hierbei in Abhéangigkeit
von der Dauer und Quantitdt des Konsums. Die Kombination beider Noxen kann das
Lebenszeitrisiko fur die Entstehung eines OSCC auf das 35-fache erhdhen (Dal Maso et
al., 2016).
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Einleitung

Im Bereich des indischen Subkontinents und Siidostasiens betragt der Anteil des OSCCs
an allen Malignomen 30 bis 40% (Sharma et al., 2019). Die damit im Vergleich zur
westlichen Welt deutlich erh6hte Pravalenz lasst sich auf den habituellen Konsum der
Betelnuss (mit der Folge einer oralen submukésen Fibrose als pramaligne Kondition mit
einer Transformationsrate von 8 bis 15% innerhalb von 10 bis 15 Jahren; Zain et al., 1999)
und das reverse smoking (Hebert et al., 2002) zuriickfihren.

Neben diesen Hauptrisikofaktoren gibt es eine Reihe anderer Einflussparameter, die eine
synergistische Rolle bei der Entwicklung des OSCCs und seiner Vorstufen spielen. Als
pradisponierende Faktoren werden eine mangelhafte Mundhygiene (Hashim et al., 2016),
Malnutrition (u.a. auch in Form eines Plummer-Vinson-Syndroms (Vigneswaren et al.,
2014), Vitamin A- oder Vitamin C-Mangel), genetische Faktoren (z.B. Li-Fraumeni-
Syndrom, Fanconi-Andmie (Friedlander, 2001; Kutler et al., 2003; Vigneswaren et al.,
2014;)) und chronische mechanische Irritationen, etwa durch schlechtsitzenden
Zahnersatz oder scharfe Zahnkanten (Gupta et al., 2021) diskutiert.

Eine Vielzahl prospektiver und retrospektiver Studien hat sich mit der &tiologischen
Bedeutung und dem prognostischen Stellenwert von Humanen Papillomaviren (HPV)
beim OSCC beschéftigt. Castellsagué et al. konnten in einer multizentrischen Studie mit
1264 Teilnehmern einen simultanen Nachweis von HPV-Desoxyribonukleinsaure
(deoxyribonucleic acid, DNA), -Onkogen-messenger- Ribonukleinsdure (ribonucleic acid,
MRNA; E6/E7) und p16 bei nur 3% der Patienten feststellen. Insgesamt spielt der HPV-
Status beim OSCC somit als prognostischer Faktor zum heutigen Zeitpunkt keine Rolle
(Castellsagué et al., 2016).

3.1.3 Pathologie

Das OSCC stellt das haufigste Malignom der Mundhdohle dar. Deutlich seltenere Entitdten

sind Sarkome (Pandey et al., 2000), Lymphome (Silva et al., 2016), Melanome (Aloua et

al., 2021) sowie Basalzellkarzinome (Del Rosario et al., 2001).

Das Plattenepithelkarzinom ist als invasive epitheliale Neoplasie mit einem variablen Grad

an Entdifferenzierung definiert (Anneroth et al., 1987; Broders et al., 1920).

Am haufigsten tritt das OSCC im Bereich des Mundbodens und der Zunge auf, gefolgt

vom Alveolarfortsatz und der Gingiva. Noch seltener ist das OSCC im Bereich des
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Gaumens, der Wangenschleimhaut (Planum buccale) und der Lippen lokalisiert
(Sundermann et al., 2018).

Das OSCC ist durch eine frihe Invasion in die umgebenden Lymphgefal3e mit der Folge
der Ausbildung von lokoregionaren (d.h. zervikalen) Lymphknotenmetastasen
gekennzeichnet. Bei ca. 40% der Patienten mit primarem OSCC liegen zum Zeitpunkt der
Tumorresektion mit Neck Dissection zervikale Lymphknotenmetastasen vor (Laimer et al.,
2020). Zu beachten ist hierbei, dass bei bis zu 33% der Patienten eine okkulte (d.h. weder
klinisch noch radiologisch nachweisbare) regionare Metastasierung vorliegt (De Zinis et
al., 2006; Yuen et al., 2002).

Eine hamatogene Tumoraussaat ist deutlich seltener und fihrt in erster Linie zu einer

pulmonalen bzw. spater auch hepatischen Metastasierung (Liu et al., 2019).

3.1.4 TNM-Klassifikation, UICC-Stadien und Grading

Das OSCC wird anhand der TNM (tumor, nodus, metastasis)-Klassifikation eingeteilt. Die
achte Auflage der TNM-Klassifikation ist in den Tabellen 1 bis 3 dargestellt (Amin et al.,
2017).

Die T-Klassifikation beschreibt die GroRe des Primértumors, eine ggf. vorhandene
Infiltration von Nachbarstrukturen sowie die Invasionstiefe (depth of invasion, DOI).

Die N-Klassifikation beschreibt die Ausdehnung der regionaren
Lymphknotenmetastasierung sowie ein ggf. vorhandenes extranodales Wachstum von
Lymphknotenmetastasen (extranodal extension, ENE).

Die M-Klassifikation beschreibt das Vorhandensein von Fernmetastasen.

Es wird zwischen der klinischen bzw. pratherapeutischen (CTNM) und der postoperativen
histopathologischen (pTNM) TNM-Klassifikation unterschieden. Im Falle eines Rezidivs
wird der TNM-Klassifikation ein r (rTNM), im Falle einer Autopsie ein a (aTNM) und bei

neoadjuvanter Therapie ein y (yYTNM) vorangestellt.
In der histopathologischen Klassifikation werden das Grading (G), die vaskulare (V) und
lymphogene Ausbreitung (L), die Perineuralscheideninfiltration (Pn) sowie der

Resektionsstatus (R) erganzt.
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Auf Grundlage der TNM-Klassifkation lasst sich jeder Tumor einem UICC-Stadium (Union
internationale contre le cancer) zuweisen (siehe Tabelle 4; Amin et al., 2017). Die UICC-
Stadien dienen der Einteilung der betroffenen Patienten in mdglichst homogene Gruppen,

um eine Aussage bezlglich des Krankheitsverlaufs und der Prognose treffen zu kénnen.

Das Grading beschreibt den Grad der Entdifferenzierung (siehe Tabelle 5), d.h. die
Umwandlung von normalen, vollstandig differenzierten Zellen des unverhornten
Plattenepithels der Mundhohle in weniger differenzierte, dysplastische Zellen bis hin zu

undifferenzierten, anaplastischen Zellen.

Tabelle 1: T-Klassifikation des oralen Plattenepithelkarzinoms (8. TNM-Klassifikation)

T-Klassifikation (Primartumor) Definition
TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
T1 GrofRte Tumorausdehnung <2 cm,
DOI £5 mm
T2 Groflte Tumorausdehnung <2 cm,

DOI >5 mm und £10 mm ODER Tumor >2 cm
aber <4 cm und DOI £10 mm

T3 Grofte Tumorausdehnung >4 cm ODER jeder
Tumor DOI >10 mm
T4 Infiltration von Nachbarstrukturen

Abkirzung: DOI = depth of invasion
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Tabelle 2: N-Klassifikation des oralen Plattenepithelkarzinoms (8. TNM-Klassifikation)

N-Klassifikation
(regionare Lymphknotenmetastasen)

Definition

NX

Regionéare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt
werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in solitarem ipsilateralem
Lymphknoten bis 3 cm und ENE(-)

N2a Metastase in solitdrem ipsilateralem
Lymphknoten bis 3 cm und ENE(+) oder
Metastase in solitirem ipsilateralem
Lymphknoten 3 bis 6 cm und ENE(-)

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen
Lymphknoten, keiner grof3er als 6 cm und
ENE(-)

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen
Lymphknoten, nicht gré3er als 6 cm und ENE(-)

N3a Metastase in solitdrem Lymphknoten gréRRer als
6 cm und ENE(-)

N3b Metastase in solitarem ipsilateralem

Lymphknoten grof3er 3 cm und ENE(+) ODER
Metastase in multiplen ipsilateralen,
kontralateralen ODER bilateralen Lymphknoten,
davon mindestens eine ENE(+) ODER
Metastase in einem solitdren kontralateralen
Lymphknoten, 3 cm oder kleiner und ENE(+)

Abkirzung: ENE = extranodal extension

Tabelle 3: M-Klassifikation des oralen Plattenepithelkarzinoms (8. TNM-Klassifikation)

M-Klassifikation (Fernmetastasen)

Definition

Mx

Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO

Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastase(n)
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Tabelle 4: UICC-Stadien des oralen Plattenepithelkarzinoms (8. TNM-Klassifikation)

UICC-Stadien T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
Il T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
IVA T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
VB T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO
IvC Jedes T Jedes N M1

Abkirzung: UICC = Union internationale contre le cancer

Tabelle 5: Grading des oralen Plattenepithelkarzinoms

Grading Definition

GXx Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt
werden

Gl Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

Modifiziert nach Amin et al., 2017.

3.1.5 Therapieoptionen

3.1.5.1 Allgemeine Therapieprinzipien

Im Allgemeinen erfolgt die Wahl der Therapie in Abhéngigkeit von der Gré3e und Lage
des Primartumors, dem Allgemeinzustand des Patienten, der voraussichtlichen
behandlungsbedingten Morbiditdt mit den moglichen funktionellen und &sthetischen
Beeintrachtigungen sowie dem voraussichtlichen Behandlungserfolg. Die Wahl der
Therapie sollte heutzutage innerhalb einer interdisziplindren Tumorkonferenz getroffen

werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).
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Die drei Saulen der kurativ intendierten Behandlung des OSCCs sind:
= die alleinige chirurgische Therapie (Resektion des Tumors und mindestens
eine ipsilaterale selektive Lymphknotenausraumung (Neck Dissection) der
zervikalen Level I-11),
= die alleinige Strahlentherapie (Radiatio)

= sowie deren Kombination mit oder ohne Chemotherapie.

Der Goldstandard in der Therapie des OSCCs ist die radikale Resektion mit sofortiger
Rekonstruktion in Kombination mit einer Neck Dissection. Bei Vorliegen von
Risikofaktoren (knappe oder positive Resektionsrdnder, T3- und T4-Tumore,
Lymphknotenbefall, perineurale oder Gefaldinvasion) sollte zusétzlich eine adjuvante
Therapie (in Form einer Radiatio) durchgefuhrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie,
2021).

Das lokoregionare Tumorrezidiv ist der haufigste Grund fur eine erfolglose primére
Behandlung und ein in der Folge tumorbedingtes Versterben. Als kurativ intendierte
therapeutische Optionen stehen im Falle eines resektablen Rezidivs eine erneute
Operation (Salvage-Operation) und/ oder eine Radio- oder Radiochemotherapie zur
Auswahl. Bei der Wahl der Therapie sollten der Fortschritt des Tumorrezidivs und seine
potentielle Resektabilitéat, die vorausgegangene Therapie, die wahrscheinliche Effektivitat
der Therapie in Abwagung ihrer Risiken sowie der Allgemeinzustand des Patienten
Bertcksichtigung finden. Letztlich sollte bei der Entscheidungsfindung auch eine palliative

Therapie erwogen werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).

Die Patienten mit einem inkurablen OSCC, die sich jedoch in einem guten
Allgemeinzustand befinden, werden einer systemischen Therapie zugefihrt.

Hierbei stellte das EXTREME-Schema lange Zeit die Erstlinientherapie dar. Im Rahmen
des EXTREME-Schemas erfolgt eine platinbasierte Chemotherapie (vorzugsweise
Cisplatin) in Kombination mit Cetuximab sowie ggf. 5-Fluoruracil (Vermorken et al., 2008).
Cisplatin sowie 5-Fluoruracil gehéren zu den klassischen Zytostatika/Chemotherapeutika.
Der Platinkomplex-Bildner Cisplatin bewirkt eine Querverknipfung von DNA-Strangen und
somit die Hemmung der DNA-Replikation (Sherman et al., 1985). Bei 5-Fluoruracil handelt
es sich um einen Antimetaboliten, d.h. um einen den Pyrimidinbasen &hnlichen Wirkstoff,
welcher durch seinen Einbau in die RNA das Zellwachstum hemmt (Rutman et al., 1985;

Thomas et Zalcberg, 1998). Die Anwendung der Zytostatika beruht auf der Annahme, dass
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Tumorzellen eine hohere Replikationsrate als normale Zellen aufweisen und deswegen

anfalliger fur die Wirkung eines Zytostatikums sind.

Im Gegensatz zur chirurgischen Therapie und zur Radiatio wirkt das Chemotherapeutikum
nicht nur lokal, sondern zirkuliert durch den Kdrper und kann somit auch Krebszellen im
gesamten Korper angreifen. Jedoch weisen auch einige normale Korperzellen, wie bspw.
Knochenmarkzellen, eine hohe Replikationsrate auf und sind damit Ziel der
unspezifischen Wirkweise von Chemotherapeutika. Deshalb sind bei Chemotherapien oft
unerwunschte systemische Nebenwirkungen zu verzeichnen. Zudem weisen viele
Tumorzellen bereits zu Beginn der Behandlung eine primare Resistenz gegen
verschiedene Chemotherapeutika auf oder erwerben im Verlauf der Behandlung eine
sekundare Resistenz, welche zum Versagen der Therapie und folglich zum

Tumorprogress fuhren kénnen (Liang et al., 2010).

Im Gegensatz dazu kommt Cetuximab im Rahmen der targeted therapy zum Einsatz.
Cetuximab ist gegen den epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichtet und greift
hierdurch gezielt in die molekularpathologischen Vorgadnge von entarteten Zellen ein
(Huang et Harari, 1999).

Seit dem Jahr 2020 stellt ein weiterer Wirkstoff der Targeted Therapy, Pembrolizumab,
nach der nationalen Leitlinie der Deutschen Krebsgesellschaft die Erstlinientherapie bei
Patienten mit einem inkurablem OSCC dar. Bei Pembrolizumab handelt es sich um einen
gegen den programmed cell death protein 1 (PD-1)-Rezeptor gerichteten Antikorper. Die
Voraussetzung fur die Anwendung ist, dass eine intratumorale Programmed cell death
ligand 1 (PD-L1)-Expression nachgewiesen werden kann (combined positive score (CPS),
d.h. PD-L1-Expression auf Tumorzellen und Immunzellen = 1).

Durch die Food and Drug Administration (FDA) ist auch Nivolumab als PD-1-Antikorper
nach bereits erfolgter platinbasierter Chemotherapie (d.h. im Falle eines Rezidivs oder
Tumorprogresses) zugelassen, dieser hat jedoch noch keinen Einzug in die nationale

Leitlinie der Deutschen Krebsgesellschaft erhalten (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).
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3.1.5.2 Immuncheckpointinhibitoren (ICIs)

Tumorzellen bedienen sich inhibitorischer Immuncheckpoints mit dem Ziel der Erkennung
durch das Immunsystem zu entgehen (sog. Immunevasion). Die zuvor bereits erwéhnten
Antikdrper Cetuximab, Pembrolizumab und Nivolumab gehdéren zu den sog.
Immuncheckpointinhibitoren (ICIs), welche mehrheitlich durch die Aktivierung des
korpereigenen Immunsystems, hierbei v.a. von tumorspezifischen, zytotoxischen T-
Lymphozyten wirken (Twomey et Zhang, 2021).

Der seit 2006 (fur lokoregionare Rezidive des HNSCCs und nach Versagen der
platinbasierten Chemotherapie; U.S. Food and Drug Administration, 2006) bzw. 2011 (als
Erstlinientherapie im Rahmen des EXTREME-Schemas fur lokoregionare und
metastasierte HNSCC; U.S. Food and Drug Administration, 2011) durch die FDA
zugelassene Antikorper Cetuximab ist gegen den EGFR gerichtet, welcher Vorgange des
Zellwachstums und der Apoptose reguliert und nach Ligandenbindung u.a. zur Aktivierung
verschiedener onkogener Signalwege fuhrt. Der EGFR wird in Tumorgewebe haufig
Uberexprimiert. Hierbei ist eine hohe Expression im Tumorgewebe mit einem kiirzeren
Uberleben assoziiert (Costa et al., 2018). Vermorken et al. beobachteten, dass sich im
Rahmen einer palliativen Therapie durch die Zugabe von Cetuximab zu Cisplatin und 5-
Fluoruracil (im Rahmen des EXTREME-Schemas) das mediane progressionsfreie
Uberleben von 3,4 auf 5,6 Monate sowie das mediane Gesamtiiberleben von 7,4 auf 10,1
Monate verbesserte. Die Ansprechrate verbesserte sich durch die additive Gabe von
Cetuximab zur konventionellen Chemotherapie zudem von 20 auf 36% (Vermorken et al.,
2008).

Durch die Zulassung der PD-1-Antikdrper Nivolumab und Pembrolizuma durch die FDA in
dem Jahr 2016 konnten im Bereich der Immunonkologie des HNSCCs vielversprechende
Therapieanséatze etabliert werden (U.S. Food and Drug Administration, 2016).
Tumorzellen exprimieren vielfach PD-L1 und binden hiermit an den PD-L1-Rezeptor auf
zytotoxischen T-Lymphozyten, deren Aktivierung hierdurch gehemmt wird. Der
darauffolgende inhibierende Signalweg verhindert die Erkennung des Tumors durch das

Immunsystem (Pardoll, 2012).

Eine Ubersicht tiber die zurzeit im Rahmen der Targeted Therapy eingesetzten Antikdrper
bietet Tabelle 6.
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Tabelle 6: Ubersicht tiber die zurzeit bei der Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms
eingesetzten Immuncheckpointinhibitoren

Antikorper Target Studien

Cetuximab EGFR EXTREME Studie: Cetuximab plus eine platinbasierte
Chemotherapie als Erstlinientherapie konnten das OS der
Patienten mit Rezidiv oder Metastasen verbessern (HR: 0,80;
95%CI.0,64-0,99; p=0,04) (Vermorken et al., 2008)

Nivolumab PD-1 CheckMate 141 Studie: Nivolumab als Monotherapie konnte bei
therapierefraktaren Patienten im fortgeschrittenen Stadium das OS
verbessern (HR: 0,70; 95%CI: 0,51-0,96; p=0,01)

(Ferris et al., 2016)

Pembrolizumab PD-1 KEYNOTE-040 Studie: Nivolumab als Monotherapie konnte bei
therapierefraktaren Patienten im fortgeschrittenen Stadium das OS
verbessern (HR: 0,80; 95%CI: 0,65-0,98; p=0,02);

KEYNOTE-048 Studie: Pembrolizumab plus eine platinbasierte
Chemotherapie als Erstlinientherapie bei PD-L1*-Patienten im
fortgeschrittenen Stadium konnten das OS der Patienten
verlangern (HR fur CPS = 20: 0,60; 95%Cl: 0,45-0,82; p=0,0004;
HR fir CPS = 1: 0,65; 95 Cl%: 0,53-0,80;p<0,0001) (Cohen et al.,
2019; Burtness et al., 2019)

Modifiziert nach Chen et al., 2021.

Abkurzungen: ClI = confidence interval; CPS = combined positive score; EGFR
epidermal growth factor receptor; HR = hazard ratio; OS = overall survival, PD-1

programmed cell death protein 1

Generell knnen die im Rahmen der Targeted Therapy eingesetzten Antikorper durch zwei
verschiedene Mechanismen zur Reduktion der Tumormasse beitragen: Entweder
interferieren sie direkt mit onkogenen Signalwegen und inhibieren diese oder sie wirken
indirekt durch die Aktivierung des Immunsystems. Die direkte Wirkung von Antikérpern
kann bspw. durch die Auslésung der Apoptose, eine Inhibition der Tumorproliferation, die
Blockade von Signalkaskaden, eine beschleunigte Rezeptorinternalisierung oder durch
die Blockierung der Angiogenese erfolgen (Ben-Kasus et al., 2007). Insgesamt stellt der
Target-spezifische Ansatz in der Theorie eine ideale Therapie dar, da er ausschlie3lich
den Tumor, normale gesunde Koérperzellen jedoch nicht bekampft. Diese Tumorspezifitat
ermadglicht - zumindest theoretisch - im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie eine
Reduktion der Nebenwirkungsprofile.

Ein Nachteil der zielgerichteten Tumortherapeutika ist die Resistenzentwicklung der
malignen Zellen (Jenkins et al., 2018). Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Behandlung
mit ICls ist ihre geringe Ansprechrate. Die Grinde hierfir sind u.a. die fehlende
Immunogenitdt mancher Tumoren (Jenkins et al., 2018; Le et al., 2017) oder auch die

tumorinitiierte Immunsuppression in der Tumormikroumgebung (tumor microenvironment,
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TME; Bai et al., 2017; Dammeijer et al., 2017; Dannenmann et al., 2013; Jahchan et al.,
2019).

Auch konnte noch kein zielgerichtetes Therapeutikum entwickelt werden, welches absolut
tumorspezifisch ist (sog. Off-Target Toxizitdt gegenidber normalen Zellen). Somit bringt
auch diese Therapieform unterschiedliche Nebenwirkungen (haufig bei den PD-L1-
Inhibitoren u.a. Fatigue, Kopfschmerzen, Arthralgien, Exanthem, Pruritis, Pneumonitis,

Diarrhd, Colitis, Hepatitis, Endokrinopathie) mit sich (Martins et al., 2019).

3.1.6 Prognose

Slieker et al. zeigten in einer Metaanalyse, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate des OSCCs
bei 53,7% liegt (Slieker et al., 2022). Hierbei weisen Frauen eine etwas bessere Prognose
auf (Abrahéo et al., 2020). Dies liegt darin begriindet, dass das OSCC heutzutage bei
Frauen noch zu einem geringeren Anteil Noxen-getriggert auftritt und zudem auch haufiger
in einem frihen UICC-Stadium (I und Il) diagnostiziert wird. Bemerkenswert ist, dass die
Uberlebensraten trotz verbesserter Therapiemaglichkeiten in den vergangenen 50 Jahren
stagniert haben (Bray et al., 2018; Jemal et al., 2011; Torre et al., 2012)

Der Resektionsstatus sowie die Lymphknotenmetastasierung stellen die wichtigsten
Prognoseparameter des OSCCs dar. Im Falle einer RO-Resektion (Entfernung des Tumors
im Gesunden, mikroskopisch tumorfreie Rander = 5 mm) liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei 76%, bei einer close-margin-Resektion (weniger als 5 mm
mikroskopisch tumorfreie Rander) bei 56%, bei einer high-risk-margin-Resektion (weniger
als 1 mm mikroskopisch tumorfreie Rander) bei 41% und im Falle einer R1-Resektion
(makroskopisch wurde der Tumor entfernt, mikroskopisch sind Tumorzellen noch
nachweisbar) bei nur 19% (Hakim et al., 2021).

Lymphknotenmetastasen liegen bei ca. 40% der Patienten sind bereits bei der
Erstdiagnose vor (Okura et al., 2009). Das Vorliegen von lokoregionaren
Lymphknotenmetastasen reduziert das Uberleben der Patienten signifikant (Amit et al.,
2013).

Das lokoregionare Tumorrezidiv ist der haufigste Grund fir eine erfolglose primére
Behandlung und ein in der Folge tumorbedingtes Versterben. Zittel et al. konnten im friihen

Stadium eine Rezidivrate von 22% beobachten (Zittel et al., 2022). In fortgeschrittenen
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UICC-Stadien liegen die Rezidivraten bei 40 bis 60% (Forastiere et al., 2003; Pignon et
al., 2000).

Die Entstehung des OSCCs wird v.a. durch noxenbedingte Verdnderungen der Mukosa
induziert, welche im Sinne einer Feldkanzerisierung die gesamte Mukosa des
Aerodigestivtraktes betreffen kénnen. Hierdurch besteht das Risiko eines syn- oder
metachronen Zweitkarzinoms (Mroueh et al., 2020). Petersen et al. beobachteten bei 23%
der OSCC-Patienten nach einem medianen Nachsorgezeitraum von 8,9 Jahren ein

metachrones Zweitkarzinom (Petersen et al., 2022).

3.21D0O1

3.2.1 Grundlagen

Das intrazellulare Enzym Indolamin-2,3-dioxygenase 1 (IDO1) nimmt eine
Schlusselposition im Tryptophan (Trp)-metabolismus ein (Yamamoto et Hayaishi, 1967)
und stellt einen wesentlichen Regulationsmechanismus dar, der zur Immuntoleranz
verschiedener Gewebearten beitragt (Fallarino et al., 2006; Hou et al., 2007; Metz et al.,
2007; Muller et al., 2007; Munn et Mellor, 2007).

Es katalysiert den initialen, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des oxidativen
Katabolismus von Verbindungen, die Indolringe enthalten, darunter Trp und b5-

Hydroxytryptamin (5-HAT, Serotonin) zu Kynurenin (Kyn; Carlin et al., 1989).

Das immunregulatorische Potential von IDO1 wurde erstmals 1998 in einer wegweisenden
Arbeit von Munn et al. im Mausmodell gezeigt. Die Behandlung von schwangeren Mausen
mit dem IDO1-Blocker 1-D,L-Methyl-Tryptophan resultierte in einem Abort, welcher
vermutlich durch eine T-Zell-vermittelte Absto3ung des (semi-)allogenen Embryos
hervorgerufen wurde. Munn et al. identifizierten IDO1 daraufhin als wesentlichen
Mechanismus des fetalen Schutzes gegen eine miutterliche ImmunabstoRung (Munn et
al., 1998).

Neben der Hemmung der fetalen AbstoRungen spielt IDO1 eine Rolle in vielen weiteren
Vorgangen. Eine Hochregulierung des IDO1-Gens kann u.a. wahrend einer Infektion
(Schmidt et al, 2014), nach Transplantation (Brandacher et al.,, 2007), bei
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Autoimmunerkrankungen (Scott et al., 2009) und in Malignomen (Musajo et al., 1964)

beobachtet werden.

IDO1 wird hauptsachlich von drei verschiedenen Zelltypen exprimiert: von myeloiden
Zellen, v.a. Antigen-prasentierende Zellen wie dendritische Zellen und Makrophagen,

sowie Endothelzellen und Tumorzellen (Théate et al., 2015).

Insgesamt moduliert und unterstitzt IDO1 eine immunsuppressive Umgebung Uber zwei
wesentliche Mechanismen: 1. eine Trp-Depletion und einen damit einhergehenden Trp-
Mangel und 2. eine Akkumulation von Trp-Abbauprodukten (v.a. Kyn). Beide
Mechanismen fuhren zu einer Suppression der angeborenen und adaptiven
Immunantwort (Belladonna et al., 2007).

Ein Abfall der Trp-Konzentration flhrt u.a. zu einem Anstieg an unbeladener Transfer-RNA
(tRNA). Dieser resultiert wiederum in einer vermehrten Aktivierung der Stresskinase
general control non-derepressible 2 (GCN2). Die vermehrte Aktivitdt der GCN2 kann
letztlich in Zellzyklusarrest, T-Zell-Proliferationshemmung und Apoptose von nattrlichen
Killer (NK)-Zellen enden (Fallarino et al., 2006; Munn et al., 2005).

Im Gegensatz dazu ist Kyn ein Ligand des Arylhydrocarbon-Rezeptors (AhR). Die AhR-
Kyn-Interaktion fihrt zu einer Differenzierung von T-Effektor-Zellen zu regulatorischen T-
Lymphozyten und einer veranderten Immunogenitat von dendritischen Zellen (Opitz et al.,
2011; Mezrich et al.,, 2010). Insgesamt wird hierdurch die Immunbalance zu mehr
regulatorischen T-Lymphozyten und weniger zytotoxischen T-Lymphozyten und somit in

Richtung Immuntoleranz verschoben (Jasperson et al., 2008; Puccetti et al., 2007).

3.2.2 Isoenzyme

Neben IDO1 existieren die Isoenzyme IDO2 (Ball et al., 2007) und Tryptophan-2,3-
dioxygenase (TDO; Kotake et Masayama, 1936). IDO2 wurde 2007 erstmals beschrieben
(Ball et al., 2007). Die Bedeutung von IDO2 ist jedoch in weiten Teilen noch ungeklart.
Aufgrund weitverbreiteter genetischer Polymorphismen scheint das Enzym im Gegensatz
zu IDOL1 jedoch eine geringere katalytische Aktivitdt aufzuweisen und somit eine eher
untergeordnete Rolle im Trp-Metabolismus zu spielen (Metz et al., 2007). Die TDO ist im
Gegensatz zu IDO1 und IDO2 substratspezifisch und katalysiert ausschliel3lich die

Umwandlung von L-Trp. Sie wird gréf3tenteils in der Leber exprimiert und ihre Kernaufgabe
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besteht darin, die systemische Trp-Konzentration aufrechtzuerhalten (Badawy, 2017;
Cervenka et al., 2017).

3.2.3 Bedeutung in der Tumorimmunologie und bisherige Therapieanséatze

Nach der initialen Beschreibung durch Munn et al. folgten zahlreiche Studien, die sich mit
der immunmodulierenden Rolle von IDO1 in Tumoren beschaftigten.

Eine Uberexpression von IDO1 im tumoralen Gewebe im Gegensatz zum Normalgewebe
wurde in Endometrium- (Théate et al., 2015), Ovarial- (Inaba et al., 2009), Zervix- (Théate
et al., 2015) und Nasopharynxkarzinomen (Ben-Haj-Ayed et al., 2016) sowie Melanomen
(Théate et al., 2015), aber auch in Tumoren des Gastrointestinaltraktes wie dem
Osophagus-, Magen- und kolorektalen Karzinom (Théate et al., 2015) beschrieben.
Hierbei war eine hohe IDO1-Expression im Tumor oder peritumoralen Stroma mit einem
verringerten Gesamtiiberleben bzw. progressionsfreien Uberleben assoziiert. Im
Gegensatz dazu gab es auch Studien, die eine genau gegenséatzliche Korrelation
aufzeigten. So beschrieben Riesenberg et al. ein verbessertes Gesamtuberleben bei
Nierenzellkarzinom-Patienten mit einer hohen IDO1-Expression (Riesenberg et al., 2007).
Auch in einer Studie von Ishio et al. an hepatozellularen Karzinomen wiesen Patienten mit
einer hohen IDO1-Expression ein verbessertes progressionsfreies Uberleben auf (Ishio et
al., 2004).

Die zuvor aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass es eine gewisse Korrelation zwischen der
tumoralen IDO1-Expression und dem Uberleben zu geben scheint, die exakte Bedeutung

von IDO1 ist jedoch noch unklar.

Eine Vielzahl von Tumoren exprimiert IDO1 und scheint auf diese Weise der Kontrolle
durch das Immunsystem zu entgehen. Folglich scheint eine Inhibition von IDO1 ein

vielversprechender Ansatz fur die Entwicklung neuer, gezielter Immuntherapien zu sein.

Uyttenhove et al. postulierten, dass die Blockade der IDO1-Aktivitat durch die Gabe des
pharmakologischen IDO1-Inhibitors 1-Methyltryptophan (1-MT) zu einem verringerten
Tumorwachstum fuhrt (Uyttenhove et al., 2003). Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen
Friberg et. al., welche bei Mausen nach Injektion von LLC-Zellen (Lewis lung carcinoma-

Zellen; Zelllinie eines epidermoiden Lungenkarzinoms) und Gabe des IDO 1-Inhibitors 1-
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MT eine geringere Tumorproliferation und zudem eine gesteigerte T-Zell-Aktivitat
beobachteten (Friberg et al., 2002).

Der erste in klinischen Studien verwendete IDO1-Inhibitor war Indoximod (Wirkstoff: 1-
MT). Indoximod zeigte in einer Phase-I-Studie mit 48 Patienten mit therapierefraktaren,
fortgeschrittenen Malignomen eine gute Vertraglichkeit. Zudem wurden funf Falle mit
einem stable disease von mehr als sechs Monaten beobachtet (Soliman et al., 2016).

Ein weiterer, oral verfiigbarer IDO1-Inhibitor ist Epacadostat. Epacadostat erhéhte in vitro
die T- und NK-Zellproliferation sowie die Interferon (IFN)-y-Produktion und unterdrtickte
andererseits die regulatorischen T-Lymphozyten. Zudem unterdriickte Epacadostat in vivo
auch das Tumorwachstum bei immunkompetenten, jedoch nicht bei immundefizienten
Mausen (Liu et al., 2010). Als Monotherapeutikum zeigte Epacadostat in einer Phase-I-
Studie bei Patienten mit soliden Tumoren in Analogie zu Indoximod als bestes Ergebnis

lediglich ein stable disease bei 18 von 52 Patienten (Beatty et al., 2017).

Da der Einsatz der beiden IDO1-Inhibitoren Indoximid und Epacadostat als
Monotherapeutika zu Uberschaubaren Ergebnissen ohne vollstindigen Tumorregress
fuhrte, konzentrierten sich weitere Studien auf die Kombination eines IDO1-Inhibitors mit
bereits etablierten Therapeutika, um diese auf ihren potenziell synergistischen Wert zu
untersuchen. Vor allem ICIs, welche gegen PD-1 (Pembrolizumab, Nivolumab), PD-L1
(Atezolizumab) und cytotoxic T-lymphocyte-associated protein-4 (CTLA-4, Ipilimumab)
gerichtet sind, dienten hierbei als Cotherapeutika.

Die Kombination von Indoximod und Pembrolizumab bei Melanompatienten fiihrte zu einer
ebenso guten Remissionsrate wie die bereits etablierten Wirkstoffe Nivolumab und
Ipilimumab. Im Gegensatz zu dem bereits etablierten Therapieregime zeigten sich jedoch
weniger Nebenwirkungen (Zakharia et al., 2018).

In einer anderen Phase-lI-Studie bei Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom
fuhrte die Anwendung von Indoximod nach Impfung der Patienten mit Sipuleucel-T
(Impfstoff gegen dendritische Zellen) zu einer zweifachen Verlangerung des
Gesamtuberlebens (Jha et al., 2017).

Die Kombination von Epacadostat mit ICls im Rahmen der ECHO 202 und 204 Studien
klang zunachst erfolgversprechend: Patienten mit unterschiedlichen Arten von
Karzinomen zeigten in der Kombination eines ICIs mit Epacadostat bessere

Uberlebensraten und weniger Nebenwirkungen als in der singularen Anwendung eines
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ICIs (Mitchell et al., 2018; Daud et al., 2018). Die erste grol3e Phase-llI-Studie, ECHO 301,
zeigte jedoch, dass Epacadostat bei Patienten mit metastasiertem malignen Melanom als
Cotherapeutikum zu Pembrolizumab keinen wesentlichen Vorteil mit sich brachte (Muller
et al., 2019). Daraufhin wurde der Grol3teil der klinischen Studien abgebrochen (American

Association of Cancer Research, 2018).

Im November 2017 wurde eine neue Phase-IlI-Studie, ECHO 304, begonnen. Diese
verglich den Einsatz von Pembrolizumab in Kombination mit Epacadostat, Pembrolizumab
als Monotherapeutikum und das EXTREME-Schema bei Patienten mit rekurrentem oder
metastasiertem HNSCC. Die Ansprechraten (objective response rate, ORR) waren hier in
der Gruppe Pembrolizumab/Epacadostat mit 31,4% (16,9 bis 49,3%) im Vergleich zum
EXTREME-Schema mit 34,3% (19,1 bis 52,2%) &hnlich. In der Gruppe mit Pembrolizumab
als Monotherapeutikum war die Ansprechrate mit 21,1% (6,1 bis 45,6%) deutlich
schlechter. Schwerwiegende Nebenwirkungen (u.a. Colitis, Nausea, Odeme, Hepatitis,
Pneumonitis, Osteomyelitits, akutes Nierenversagen) traten in den Gruppen
Pembrolizumab/Epacadostat und EXTREME-Schema gleich haufig auf (in beiden
Gruppen bei 353% der Patienten). Jedoch wurde in der Gruppe
Pembrolizumab/Epacadostat die Therapie aufgrund schwerwiegender Nebenwirkungen
(8,8% der Patienten) im Vergleich zur Gruppe mit EXTREME-Schema (20,6% der
Patienten) deutlich seltener abgebrochen. Eine finale Auswertung der Studienergebnisse

liegt noch nicht vor (ClinicalTrials.gov, 2022).

3.2.4 Kynurenin/Tryptophan-Ratio (Kyn/Trp-Ratio)

Die Kynurenin/Tryptophan-Ratio (Kyn/Trp-Ratio) wird als MaRR fur die IDO1-Aktivitat
postuliert. Der Vorteil der Bestimmung der IDO1-Aktivitdt im Serum anstelle der
intrazellularen 1IDO1-Expression ist die deutlich leichtere methodische Durchfiihrbarkeit
und damit geringere Fehleranfalligkeit.

Ein Anstieg der Kyn/Trp-Ratio wurde bereits in mehreren Malignomen beschrieben
(Ovarial- (Sperner-Unterweger et al.,, 2011), Zervix- (Hascitha et al., 2016), Lungen-
(Suzuki et al., 2010; Engin et al., 2010) und kolorektales Karzinom (Huang et al., 2002)
sowie malignes Melanom (Weinlich et al., 2007) und T-Zell-Leukdmie (Masaki et al.,
2015)).
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Neben der Ratio wurde auch den einzelnen Stoffwechselprodukten eine prognostische
Bedeutung zugesprochen. Eine geringere Trp-Konzentratiom sei mit einem schlechteren
Uberleben beim malignen Melanom (Weinlich et al., 2007) sowie Lungen- (Suzuki et al.,
2010) und kolorektalen Karzinom (Huang et al., 2002) verbunden. Hingegen
verschlechtere eine hohe Kyn-Konzentration die Prognose von Patienten mit adulter T-
Zell-Leukadmie (Masaki et al., 2015).

Creelan BC et al. zeigten, dass sich die Kyn-Konzentration bei Patienten mit nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom durch eine Radiatio sowie Chemotherapie erhdht.
Patienten mit einer hoheren Kyn-Konzentration hatten zudem auch eine schlechtere

Prognose (Creelan et al., 2013).

3.3 TREM2

3.3.1 Grundlagen

Bei dem triggering receptor expressed on myeloid cells type 2 (TREM2) handelt es sich
um einen extrazellularen Rezeptor (Jay et al., 2017), welcher sich auf myeloiden Zelllinien
wie dendritischen Zellen und Makrophagen befindet (Song et al., 2017) und mit DNAX
activating protein of 12 kDa (DAP12) als Adaptermolekl interagiert (Lue et al., 2015).

TREM2 wird mit einer Vielzahl von Funktionen assoziiert: Hierzu zé&hlen
Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Aktivierung und Beeinflussung der Phagozytose
(Colonna und Wang, 2016; Mazaheri et al., 2017). Die Inflammation wird durch TREMZ2,
u.a. durch eine negative Regulierung des toll-like receptor (TLR)-Pathways, ebenfalls
beeinflusst (Ito et Hamerman, 2012). Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten noch keine
eindeutigen endogenen Liganden identifiziert werden, es liegen jedoch Hinweise auf
anionische und lipidartige Liganden vor (Bailey et al., 2015; Daws et al., 2003).

Die Transkriptionsfaktoren, welche die TREM2-Expression regulieren, sind bisher noch
nicht identifiziert. Die TREM2-Expression wird jedoch durch das Zytokin Interleukin (IL)-4
induziert (Turnbull et al., 2006).

TREM2 wurde erstmals im Jahr 2002 bei einem genetischen Screening von Patienten mit

der Nasu-Hakola-Krankheit (auch als ,Polyzystische lipomembrandse Osteodysplasie mit
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sklerosierender Leukoenzephalopathie“ (PLOSL) bezeichnet) beschrieben. Patienten mit
dieser autosomal-rezessiv vererbten Krankheit, die sich mit ossaren Zysten und einer
progressiven Enzephalopathie mit schwerer Neurodegeneration (und in der Folge Tremor,
Gangunsicherheiten, Demenz und Lahmungen) manifestiert, weisen eine loss of function-
Mutation im TREM2-Gen auf (Paloneva et al., 2002). Die gleichen Krankheitssymptome
entwickeln Patienten mit einer Mutation im DAP12-Gen (Xing et al., 2015). Dies zeigt die
funktionelle Zusammenwirkung von TREM2 und DAP12.

Die klinischen Symptome der Nasu-Hakola-Krankheit lassen sich mit Defekten der
Phagozytosefunktion in den myeloiden Zellen des Knochens (Osteoklasten) und des
Gehirns (Microglia) erklaren, wodurch die Knochenresorption (Bianchin et al., 2004) sowie
die Phagozytose apoptotischer Neuronen gestért sind (Takahashi et al., 2005). Dies ist
vermutlich ebenfalls die Ursache fur die Assoziation einer Punktmutation im TREM2-Gen
mit einem erhOhten Risiko fur die Entwicklung des Morbus Alzheimer (Guerreiro et al.,
2013).

3.3.2 Bedeutung in der Tumorimmunologie und bisherige Therapieansatze

In der Mikroglia férdert TREM2 die Phagozytose von apoptotischen Neuronen und hemmt
mittels des DAP12-Signalwegs die Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen
(Takahashi et al., 2005). Bei Ubertragung auf das TME lasst sich schlussfolgern, dass
TREM2 eine immunsuppressive Wirkung auf das TME hat.

Die bisher publizierten Ergebnisse zur Bedeutung der TREM2-Expression in Malignomen

sind sehr heterogen und zum Teil widerspruchlich.

Cheng et al. beschrieben im Rahmen ihrer Pan-Cancer-Analyse, dass eine erhdhte
TREM2-Expression des Platten- und Adenokarzinoms der Zervix, des diffusen B-Zell-
Lymphoms, des pulmonalen Adenokarzinoms, des kutanen Melanoms sowie der
thyreoidalen Karzinome mit einem signifikant verbesserten Gesamtiberleben
einhergehen. Im Gegensatz dazu beobachteten sie, dass Patienten mit einem
niedriggradigen Gliom, einem hepatozellularen Karzinom sowie einem klarzelligen
Nierenzellkarzinom bei einer erhéhten TREM2-Expression ein signifikant verringertes
Gesamtliberleben aufweisen. Das krankheitsspezifischne Uberleben war in der
Patientenkohorte von Cheng et al. bei einer TREM2-Uberexpression in Platten- und
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Adenokarzinomen der Zervix, thyreoidalen Karzinomen sowie niedriggradigen Gliomen
signifikant schlechter (Cheng et al., 2021).

Studien zur Bedeutung von TREM2 beim OSCC liegen zurzeit noch nicht vor.
Cheng et al. konnten in ihrer Pan-Cancer-Analyse jedoch beobachten, dass die TREM2-
Expression im HNSCC im Vergleich zum Normalgewebe erhdht ist (Chang et al., 2021).

Trotz der bisher nur wenigen Forschungsergebnisse wird TREM2 eine wesentliche Rolle
bei der ICI-Resistenz von Tumoren zugewiesen.

Binnewies et al. beschrieben im Jahr 2021 TREM2 als Grund flr eine gescheiterte Anti-
PD-1-Therapie. In der Folge untersuchten sie die Effektivitat eines Anti-PD-1-Antikdrpers
in Kombination mit einem Anti-TREM2-Antikérper im Mausmodell und konnten wie
Molgora et al. bei Kombination dieser ein verbessertes Ansprechen beobachten. Sie
stellten die Hypothese auf, dass Anti-TREM2-Antikérper bei Kombination mit einem Anti-
PD1-Antikorper das Therapieansprechen durch eine geforderte T-Zell-Infiltration bzw.
-Aktivierung sowie die Veréanderung der Zusammensetzung der Tumor-assoziierten
Makrophagen (tumor-associated macrophages, TAMs) verbessern. Zudem beobachteten
sie eine hohere Anzahl von zytotoxischen T-Lymphozyten im TME, welche eine grol3ere
Menge von Zytokinen produzierten (Binnewies et al., 2021; Molgora et al., 2020).

Auch Xiong et al. beschrieben, dass ICl-resistente Tumoren eine TREM2-

Uberexprimierende Makrophagensubpopulation aufweisen (Xiong et al., 2020).

3.3.3 Soluble TREM2 (STREM2)

Soluble TREM2 (STREM2) wurde als I6sliche Ektodomane des TREMZ2-Rezeptors
erstmals 2008 nachgewiesen (Piccio et al., 2008). STREM2 kann durch ein Shedding der
Ektodoméne des Rezeptors (Kleinberger et al., 2014) oder tber ein alternatives Splicing

generiert werden (Jin et al., 2014).

Die Bedeutung von STREM2 ist bei neurologischen Erkrankungen bisher deutlich besser
erforscht als bei Malignomen. sSTREM wird im Liquor cerebrospinalis eine Rolle als
Biomarker fir neurodegenerative Erkrankungen zugeschrieben (Suéarez-Calvet et al.,
20186).
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Es wurde eine hohere sTREM2-Konzentration in Liquorproben von Morbus Alzheimer-
Patienten im Vergleich zu Patienten ohne kognitive Einschréankung beschrieben (Shen et
al., 2019; Zhong et al., 2017). Hierbei scheinen die STREM2-Konzentrationen im Liquor
cerebrospinalis in der friihen symptomatischen Phase des Morbus Alzheimer am héchsten
zu sein und dann wieder abzunehmen, wenn die Krankheit fortschreitet (Ma et al., 2020;
Suarez-Calvet et al., 2016). Zudem beobachteten Ma et al., dass eine erhéhte STREM2
Konzentration mit einer erhdhten Tau-Konzentration einhergeht, wohingegen eine niedrige
TREM2-Konzentration mit einer niedrigen AR-Konzentration einherging (Ma et al., 2020).
Kleinberger et al. beobachteten zudem eine erh6hte sSTREM2-Liquorkonzentration bei

Multiple Sklerose-Patienten (Kleinberger et al., 2014).

Es konnte kirzlich gezeigt werden, dass ein Antikbrper TREM2 in der Membran
stabilisieren kann und dieser somit vor dem Shedding zu STREM2 geschutzt wird. Ferner
konnte hierdurch die Aktivitdt des Rezeptors erhdht werden (Schlepckow et al., 2020;
Szykowska et al., 2021). Der aktuelle Stand der Forschung ist somit, dass die STREM2-
Konzentration die Aktivitat von TREM2 und somit die Interaktionen mit seinen Liganden

widerspiegelt.

Generell wurde STREM2 bereits zugeschrieben, dass es die Apoptose von Makrophagen
verhindern und das Zelliberleben (Wu et al., 2015), die Zellproliferation und Zellmigration
fordern wirde (Zhong et Chen, 2019).

Bei Ubertragung auf maligne Erkrankungen lasst sich schlussfolgern, dass STREM2 eine

immunsuppressive Wirkung haben kdnnte.

Hinsichtlich der Bedeutung von sTREM2 bei Malignomen wurden bisher ausschlie3lich
die Blutproben von Patienten mit High-Grade-Gliomen sowie nicht-glialer Hirntumoren
untersucht. Die STREM2-Konzentration war hierbei sowohl im Serum der Patienten mit
High-Grade-Gliomen als auch bei den Patienten mit non-glialen Tumoren signifikant

erniedrigt (Efendioglu et al., 2021).

3.4 Tumormikroumgebung

Ein kompetentes Immunsystem besitzt die Fahigkeit, neoplastisch transformierte Zellen

zu erkennen und zu eliminieren. Ein Meilenstein in der Erforschung des TMEs war die

35



Einleitung

Beobachtung, dass immunsuppressive Patienten ein hoheres Risiko haben, Tumore (v.a.
virusassoziierte) zu entwickeln (Grulich et al., 2007).

Die anti-tumorale Aktivitat wird im Wesentlichen Uber das zellulare Immunsystem,
insbesondere zytotoxische T-Lymphozyten, realisiert. Die zytotoxischen T-Lymphozyten
erkennen spezifische, Uber major histocompatibility complex (MHC)-I-Molekiile an der
Oberflache von Tumorzellen prasentierte Antigene als fremd und konnen in einem
folgenden Schritt die Apoptose initiieren (Marincola et al., 2000).

Weitere wichtige zellulare Komponenten der immunologischen Tumorabwehr sind T-
Helferzellen, welche u.a. die zytotoxischen T-Lymphozyten aktivieren, Teil des
immunologischen Gedachtnisses und fur die Freisetzung zytotoxischer Zytokine wie TNF-
a von Bedeutung sind. Des Weiteren zahlen NK-Zellen, die in der Lage sind, Tumorzellen
auch ohne vorausgehende Sensibilisierung zu zerstéren, und Makrophagen dazu
(Markman et Shiao, 2015).

3.5 Makrophagen

3.5.1 Makrophagenpolarisation

Als Makrophagenpolarisation wird der Prozess bezeichnet, bei welchem Makrophagen im
Rahmen einer Reaktion auf gewebespezifische Reize einen spezifischen Phanotyp
annehmen.

Es werden verschiedene phanotypische Subpopulationen von Makrophagen basierend
auf der Expression ihrer Zelloberflachenmarker, der Produktion spezifischer Faktoren und
ihren biologischen Aktivitaten beschrieben. Die zwei Hauptgruppen stellen die klassisch
aktivierten (pro-inflammatorischen) M1-Makrophagen sowie die alternativ aktivierten (anti-
inflammatorischen) M2-Makrophagen dar. Zunachst wurden feste und definierte Pathways
fur die Polarisation der Makrophagen beschrieben (Mobley et al., 2007; Zhao et al., 2009).
Spétere Ergebnisse zeigten jedoch einen hohen Grad an Plastizitat innerhalb dieser
Ablaufe (Martinez et Gordon, 2014).

M1-Makrophagen werden typischerweise durch Zytokine, die von T-Helferzellen des Typs
1 sezerniert werden, hierunter IFN-y und TNF-a, oder durch bakterielle Lipopolysaccharide
(LPS) induziert. Die M1-Makrophagen produzieren und sezernieren hohere Mengen an

pro-inflammatorischen Zytokinen und nur geringe Mengen an anti-inflammatorischen
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Zytokinen (Peltanova et al., 2019). Aul3erdem setzen M1-Makrophagen
Nicotinamidadenin-dinukleotidphosphat (NADPH) und Sauerstoffradikale (reactive
oxygen species, ROS) frei. M1-Makrophagen sind hierdurch in der Lage, virale und
bakterielle Infektionen abzuwehren, Pathogene zu phagozytieren sowie entartete Zellen
zu zerstoren. Durch die Freisetzung von ROS beeintrachtigen M1-Makrophagen zudem

die Geweberegeneration und Wundheilung (Martinez et Gordon, 2014).

Die Polarisierung zu M2-Makrophagen wird durch Zytokine, welche von T-Helferzellen des
Typs 2 sezerniert werden, gefordert (Porta et al., 2015). M2-Makrophagen weisen somit
ein anti-inflammatorisches Zytokinprofi auf. Funktionell besitzen M2-Makrophagen die
potentere Phagozytosekapazitat gegeniber apoptotischen Zellen, sie foérdern die
Gewebereparatur und Wundheilung und besitzen zudem pro-angiogene und pro-
fibrotische Eigenschaften (Braga et al., 2015; Jetten et al., 2014; Kurowska-Stolarska et
al., 2009). Daher nehmen M2-Zellen im Allgemeinen an Reaktionen der T-Helferzellen des
Typs 2 und der Parasitenclearance teil (Beschin et al., 2013; Chua et al., 2013; Murray et
al.,, 2011; Tundup et al.,, 2012), wirken anti-inflammatorisch und koordinieren das
Gewebsremodelling (Hinz et al., 2012; Mantovani et al., 2013), die Angiogenese,
Immunregulation und das Tumorwachstum (Belgiovine et al., 2016; Porta et al., 2015; Qian
et al., 2010; Ruffell et al., 2012).

Die Einteilung der Makrophagen in einen M1- und M2-Phéanotyp weist keine klare Grenze
auf. In Abhéngigkeit von physiologischen und pathologischen Signalen kann eine

Umpolarisierung der Makrophagen erfolgen. (Martinez et Gordon, 2014).

3.5.2 Makrophagenmarker

Die Makrophagen lassen sich anhand der Expression unterschiedlicher cluster of
differentiation (CD)-Molekile unterscheiden.

Die Gesamtheit der Makrophagenpopulation exprimiert CD68 (van der Kooij et al., 1997).
Als M1-Makrophagen-Marker kann CD11c verwendet werden (Ingalls et Golenbock, 1995;
Postigo et al., 1991). Als spezifischer M2- Marker ist CD163 am gebrauchlichsten (Fabriek
et al., 2005), aber auch CD206 hat in der ndheren Vergangenheit an Bedeutung gewonnen
(Ezekowitz et Gordon, 1984; Jaynes et al., 2020).
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3.5.3 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMS)

Tumorzellen sind in das TME eingebettet, welches auf die malignen Zellen Einfluss
nehmen und deren Verhalten steuern kann (Gould et Courtneidge, 2014; Polyak et al.,
2009; Polyak et al., 2010). Gleichzeitig nehmen auch die malignen Zellen Einfluss auf das
sie umgebende Milieu (Karthaus et al., 2012). Diese bidirektionale Kommunikation ist fur
die Tumorprogression sowie die anti-tumorale Aktivitdt von hoher Bedeutung (Quail et
Joyce, 2013).

TAMs sind die Zellen mit der hoéchsten Abundanz im TME und ihnen wird eine
wachstumsfordernde Wirkung auf den Tumor, die Verstarkung der tumoralen
Neoangiogenese sowie die Unterdrickung der anti-tumoralen Aktivitdt zugesprochen
(Allavena et al., 2012; Chittezhath et al., 2014; Hao et al., 2012; Solinas et al., 2009).

Bei vielen Malignomen wie dem Ovarial-, Mamma-, und Pankreaskarzinom sowie dem
follikularen B-Zell-Lymphom, Weichteilsarkom und klassischen Hodgkin-Lymphom konnte
eine positive Korrelation der Makrophageninfiltration mit einem grof3eren
Tumordurchmesser, positivem Nodalstatus, einer schlechteren Prognose, einem
gehauften Auftreten von Rezidiven und einer niedrigen Uberlebenswahrscheinlichkeit
beobachtet werden (Kurahara et al., 2011; Ruffell et al., 2012; Squadrito et al., 2011).
Mittlerweise ist jedoch bekannt, dass nicht die Gesamtzahl der TAMs, sondern deren
Polarisation (im Sinne des Verhéltnisses von M1- zu M2-polarisierten Makrophagen) und
damit deren Zytokinprofil sowie deren Wechselwirkungen mit Tumorzellen fur die
Prognose von Bedeutung ist (Jayasingam et al., 2020).

Die Polarisation der Makrophagen wird im Tumor durch u.a. Transforming growth factor
(TGF)-B, IL-10 und Hitzeschockproteine moduliert, sodass TAMs vermehrt eine anti-
inflammatorische M2-Polarisierung aufweisen (Biswas et al., 2012; Shapouri-Moghaddam
et al., 2018).

In mehreren Malignomen wurde die Bedeutung des Verhéltnisses von M1- zu M2-
Makrophagen bereits untersucht: Im Ovarialkarzinom nimmt dieses mit steigendem
Grading ab. Zhang et al. beschrieben das M1-/M2-Makrophagen-Verhaltnis als
wichtigsten prognostischen Faktor fir das Ovarialkarzinom (Zhang et al., 2014). Auch bei

Gliomen, Melanomen, Prostata- (Zhang et al., 2014) und Magenkarzinomen (Pantano et
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al., 2013) korreliert ein reduziertes M1-/M2-Makrophagen-Verhéltnis mit einem geringeren

Uberleben.

Weber et al. zeigten fir das OSCC einen Zusammenhang zwischen nodalpositiven
Karzinomen und einem erhéhten Verhdltnis von M2-Makrophagen zur
Gesamtmakrophagenpopulation (Weber et al., 2014).

Sowohl das Auftreten IDO1*- (Herrera-Rios et al., 2020; Choe et al., 2014) als auch
TREM2*-Makrophagen (Molgora et al., 2020; Wu et al., 2015) wurde bereits in Tumoren
beschrieben. Ihr Einfluss in der Regulation der lokalen und systemischen, tumorinitiierten

Immunsuppression ist jedoch noch unklar.

Ein genaueres Verstandnis der Makrophagenpolarisation in Tumoren kdnnte wesentlich
zur Entwicklung neuer immunonkologischer Therapieansatze beitragen.

Das Reduzieren der TAMs bzw. die Modulation der TAM-Funktionen konnte eine
hoffnungsvolle Strategie darstellen, um ICl-resistente Patienten in ICl-sensitive Patienten
umzuwandeln. Bisher konnte durch den gezielten Angriff der TAMs nur eine geringe
Prognoseverbesserung der Patienten verzeichnet werden (Butowski et al., 2016; Calvo et
al., 2017; Jahchan al., 2019; Nywening et al., 2016). Dies wurde u.a. auf die geringe
Tumorspezifitéat zurickgefuhrt (Jahchan et al., 2019). Eine genauere Spezifizierung der
TAMs und somit eine gezieltere Ansteuerung dieser konnte eine effektive

Therapiestrategie darstellen.

3.5 Biomarker

Trotz zahlreicher Studien zur molekularen Charakterisierung des OSCCs in den letzten
Jahrzehnten ist es beim OSCC bisher nicht gelungen, serologisch nachweisbare
Biomarker zu detektieren, um diese in der Kklinischen Diagnostik und dem

Therapiemonitoring zu etablieren.

Im Allgemeinen stehen fiir das OSCC zurzeit die folgenden, bei anderen Malignomen
bereits in der klinischen Diagnostik etablierten, Biomarker squamous cell carcinoma
antigen (SCCA), Carcinoembryonales Antigen (CEA) und cytokeratin 19 fragment (Cyfra

21-1) zur Verfugung (De Paz et al., 2019). Diese Tumormarker weisen jedoch fur das
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OSCC nur eine unzureichende Spezifitat (d.h. bei Gesunden und benignen Erkrankungen
nicht nachweisbar) und Sensitivitat (d.h. bei jedem OSCC-Patienten nachweisbar) auf,

sodass sie in der klinischen Routine keine Anwendung finden.

Das SCCA besteht aus den zwei Isoformen SCCA1 und SCCA2, die der SERPIN-Familie
angehdren. In Plattenepithelien von Gaumen, Tonsille, Osophagus, Lunge und Uterus
wird eine normale Expression dieses Proteins gefunden, wohingegen in Karzinomen
dieser Organe eine Uberexpression beobachtet werden kann (Wu et al., 2020). Die
Serumlevel von SCCA bei HNSCC-Patienten zeigten keine signifikante Korrelation mit
dem Gesamtuberleben oder der TNM-Klassifikation (Imai et al., 2015; Travassos et al.,
2018).

Das Glykoprotein CEA gehort zur Familie der Immunglobuline und hat als Tumormarker
v.a. Bedeutung beim fortgeschrittenen Kolonkarzinom. Fir das HNSCC weist es eine
geringere Sensitivitat in der Primardiagnostik auf als SCCA (Kurokawa et al., 1997).

Der klinische Nutzen von Cyfra 21-1 in der Diagnostik des HNSCCs ist begrenzt. Rudhart
et al. beschrieben jedoch eine signifikante Konzentration mit dem Nodalstatus sowie dem
Gesamtiuberleben. Sie beobachteten zudem, dass die Konzentration von Cyfra 21-1 bei
Auftreten eines Rezidivs anstieg, dies jedoch nur mit einer Sensitivitat von 32% und einer
Spezifitat von 78% fir ein Tumorrezidiv (Rudhart et al., 2020).

Die Identifikation eines, im besten Fall serologisch nachweisbaren, Biomarkers koénnte
dabei helfen, Risikopatienten im Sinne der Primarpravention zu screenen, den
individuellen Krankheitsverlauf eines Patienten vorherzusagen (Prognoseabschéatzung,
prognostischer Biomarker), die optimale Therapiestrategie auszuwahlen und den
Therapieverlauf zu kontrollieren (pradiktiver Biomarker), um ggf. auch vor der

Manifestation klinischer Symptome frithzeitig therapeutisch intervenieren zu kbnnen.

3.6 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunéchst, die Expression von IDO1 und TREM2

in Primartumoren sowie Lymphknotenmetastasen des OSCCs zu bestimmen und eine
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Korrelation mit klinischen und histopathologischen Parametern sowie eine potentielle
prognostische Relevanz zu identifizieren.

Im nachsten Schritt wurden die Makrophagenpopulationen in peripheren mononukleéren
Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) und Gewebeproben untersucht.
Insbesondere die Anteile IDO1- und TREM2-exprimierender Makrophagenpopulationen
wurden hier zwischen Tumor- und gesunden Patienten sowie zwischen Tumor- und
gesundem Nachbargewebe verglichen.

STREM2 (das Shedding- bzw. alternative Splicingprodukt von TREM2) und die IDO1-
Aktivitat (gemessen als Kyn/Trp-Ratio) wurden als serologisch bestimmbare Biomarker
untersucht.

Im néachsten Schritt wurde die Kyn/Trp-Ratio auf eine Korrelation mit der IDO1-Expression
in epithelialen Tumorzellen und PBMCs untersucht.

Final erfolgte die Evaluation der IDO1-Expression sowie der IDO1-Aktivitat als

inflammatorische Marker im postoperativen Verlauf.

Es wurden folgende Schlisselfragen formuliert:

o Korrelieren die immunhistochemisch ermittelten Expressionen von IDO1 und
TREM2 mit klinischen und histopathologischen Parametern?

o Besteht eine prognostische Relevanz der immunhistologisch nachgewiesenen
Expressionen  von IDO1 und TREM2 im Hinblick auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit?

o Korrelieren die Expressionen von IDO1 und TREM2 in PBMCs, im Speziellen in
Makrophagen, mit klinischen Parametern und sind damit als erganzender
diagnostischer Test fir Tumorpatienten geeignet?

e Gibt es einen Unterschied hinsichtlich der Abundanz IDO1- und TREM2-
exprimierender  Makrophagenpopulationen  zwischen  Tumorgewebe und
gesundem Nachbargewebe?

o Eignen sich die IDO1-Aktivitat sowie STREM2 als Biomarker des OSCCs?

o Korreliert die IDO1-Aktivitat mit der IDO1-Expression in PBMCs oder in epithelialen
Tumorzellen?

e Gibt es eine Veranderung der IDO1-Expression sowie der IDO1-Aktivitat im

postoperativen Verlauf?
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4. Material und Methodik

4.1 Ethikantrage

Positive Vota der Ethikkomissionen der Universitat Heidelberg (Nummer: S-360/2011)
zum retrospektiven Teil sowie der Universitat des Saarlandes (Nummer: 37/20) zum
prospektiven Teil der vorliegenden Arbeit lagen vor. Eine mindliche und schriftliche

Aufklarung der Patienten ist erfolgt.

4.2 Immunhistochemische Farbung

4.2.1 Tissue microarrays (TMAS)

Die immunhistochemischen Farbungen wurde auf sogenannten tissue microarrays
(TMASs) durchgefuihrt. Diese ermdglichen eine simultane Fixierung und Farbung von
mehreren Gewebeproben, wodurch zum einen die Reliabilitat der Methodik gesteigert und
zum anderen die Auswertung und Interpretation der immunhistochemischen Farbung
vereinfacht wird.

Die Gewebeproben der TMAs wurden in dem Zeitraum von 2010 bis 2016 in der Klinik fur
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Heidelberg gesammelt
und die TMAs nach bereits veroffentlichten Protokollen angefertigt (Freier et al., 2003;
Moratin et al., 2019).

4.2.2 Durchfuhrung der Immunhistochemie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Prinzip der indirekten Immunhistochemie
angewandt. Die hierflr verwendeten Materialien sind im Anhang tabellarisch aufgefihrt.
Bei dem Verfahren der indirekten Immunhistochemie ist der jeweilige Primarantikorper
unmarkiert und erst der gegen den primaren Antikbrper gerichtete Zweitantikdrper
(Detektionsantikorper) ist an ein Enzym gebunden, welches farblose Chromogene in
unldsliche, gefarbte Endprodukte umwandelt. Um die Spezifitdt der Primar- und

Sekundarantikorper zu tberprifen, wurden bei der Etablierung der Protokolle Positiv- und
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Negativkontrollen an gesundem Mundschleimhautgewebe durchgefiuhrt. Bei den
darauffolgenden Farbungen der TMAs sind ebenfalls Negativkontrollen erfolgt.

Um das Gewebe und die Gewebeantigene der TMAs freizulegen, wurde zunéachst eine
Entparaffinierung mithilfe von Xylol durchgefiihrt (dreimal Xylol, fur jeweils 5 min) und
anschlieBend das Gewebe der TMAs mithilfe einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert
(zweimal >99,8%iges Ethanol, einmal 96%iges Ethanol, einmal 70%iges Ethanol, fur
jeweils 3 min) und mit destilliertem Wasser fiir eine min rehydratisiert.

Im nachsten Schritt wurde das Gewebe hitzeinduziert demaskiert (heat induced epitope
retrieval, HIER). Hierfir wurden die TMAs fir 30 min in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) im
Dampfgarer auf 100°C erhitzt und anschliel3end fir 20 min bei Raumtemperatur (RT)
abgekuhlt. Durch dieses Vorgehen verspricht man sich, dass Quervernetzungen der
Epitope, welche durch die Formalinfixierung und Paraffineinbettung entstanden sind und
die Antigenitat stéren, wieder riickgdngig gemacht werden.

Das darauffolgende Umranden der Gewebeproben der TMAs mit einem Fettstift
verhinderte das Verlaufen der danach aufgetragenen Antikérper- und Substratlésungen.
Die TMAs wurden zweimal fir 5 min in 1x PBS unter maschinellem Schwenken
gewaschen.

Das untersuchte Gewebe enthalt Zellarten mit zelleigenen Peroxidasen (z.B. Leukozyten
der myeloischen Zellreihe). Deswegen ist im darauffolgenden Schritt eine Inaktivierung
dieser endogenen Peroxidasen erfolgt, da diese sonst spater ebenfalls wie das an den
Sekundarantikdrper gebundene Enzym die farblosen Chromogene umwandeln und somit
zu unspezifischen Farbungen fihren wirde. Die Inaktivierung der endogenen Peroxidasen
erfolgte durch das Benetzen der TMAs mit BLOXALL Endogenous Enzyme Blocking
Solution.

Die TMAs wurden anschlie3end fur 10 min in einer feuchten Kammer inkubiert.
Daraufhin wurden die TMAs zweimal fur jeweils 5 min mit destilliertem Wasser sowie
einmal fir 5 min mit TBST gewaschen.

Um unspezifische Bindungen an demaskierte Antigenbindungsstellen und somit
Kreuzreaktionen zu verhindern, wurde 2,5%iges Pferdeserum aufgetragen und die TMAs
anschlief3end fiir eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert.

Darauffolgend wurde das Pferdeserum vorsichtig entfernt und je Objekttrager 500 pL der
entsprechenden Loésung des verdunnten Antikdrpers auf die TMAs aufgetragen (IDO1.:
1:400; TREM2: 1:100).
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Auf den Objekttrager, der als Negativkontrolle diente, wurde PBS aufgetragen. Durch die
Negativkontrolle kénnen bei der spateren Auswertung unspezifische Bindungen des
Sekundarantikdrpers am Gewebe ausgeschlossen werden.

Die TMAs sowie die Negativkontrolle wurden anschlie3end Uber Nacht in einer feuchten
Kammer bei 4°C gelagert.

Am nachsten Tag wurden die Uberschissigen Antikdrperlésungen vorsichtig entfernt und
die TMAs dreimal unter maschinellem Schwenken fir jeweils 5 min in TBST gewaschen.
Daraufhin wurde der Sekundarantikdérper INlmPRESS Universal Antibody (anti-mouse
IgG/anti-rabbit 1gG, Peroxidase) aufgetragen und die TMAs fur 30 min in einer feuchten
Kammer aufbewahrt.

Es folgten drei Waschschritte in destilliertem Wasser unter maschinellem Schwenken fir
jeweils 5 min.

Anschliel3end wurden aquivalente Volumina von Reagenz 1 und 2 des ImmPACT DAB
EqV Substrate vermengt und diese Mischung auf die TMAs aufgetragen. Durch die
Oxidation von 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) entstand ein braunes Prazipitat. Die Mischung
wurde anschlie3end nach 1 min beim Farbeprotokoll von IDO1 und nach 2 min bei TREM2
von den TMAs entfernt und die TMAs zweimal fir jeweils 5 min in PBS gewaschen.

Um eine starkere Kontrastbildung der zuvor gefarbten Areale zu erreichen, erfolgte eine
Gegenfarbung mittels Hamatoxylin. Das Hamatoxylin wurde anschlieRend unter

laufendem Wasser fur 20 min ausgewaschen.

4.2.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen von IDO1 wurde fir die Farbung
der Epithelzellen in Anlehnung an den immunreaktiven Score (IRS) durchgefiihrt. Der IRS
wurde ursprunglich zur Bewertung der Expression von Hormonrezeptoren beim
Mammakarzinom entwickelt (Remmele et Stegner, 1987). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erfolgte die Berechnung aus dem Produkt von Farbeintensitat und prozentualem
Anteil IDO1"-Zellen. Hierbei wurden die Intensitét (1 = keine, 2 = schwach, 3 = mittel und
4 = stark) und der Anteil IDO1*-Zellen (1 = keine positiven Zellen, 2 = <33% positive Zellen,
3 = 33-66 % positive Zellen und 4= 267% positive Zellen) in vier Stufen eingeteilt.

Der Gesamtpunktwert lag somit auf einer Skala von eins bis 16 Punkten, wobei ein Wert

= 8 Punkte als positive Reaktion gewertet wurde. Bei der Auswertung der
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immunhistochemischen Farbungen wurde zudem die Lokalisation der Farbung (nucleér,

nucleédr und zytoplasmatisch oder nur zytoplasmatisch) beurteilt.

Zudem wurden die Immunzellen hinsichtlich ihrer Abundanz und IDO1-Expression (keine,

IDO1-negativ, IDO1-positiv) bewertet.

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen von TREM2 wurde ebenfalls

die Lokalisation der Immunzellen (1 = intratumoral/-metastatisch, 2 = peritumoral/-

metastatisch und 3 = intra- und peritumoral(-metastatisch)) sowie deren Abundanz
bewertet (1 =1-3,2 =4-14 und 3 = 15).

Die Scores zu den immunhistochemischen Farbungen sind in den Tabellen 7 und 8

dargestellt.

Tabelle 7: Scoring der immunhistochemischen Farbung von IDO1

Kategorie 1 2 3

A (Anzahl der Keine Farbung <33% 34-66% > 67%
Epithelzellen)

B (Intensitat der Keine Farbung Schwach Mittel Stark
Farbung)

C (Lokalisation in Nuclear Nuclear und Zytoplasmatisch

der Epithelzelle) zytoplasmatisch

D (Immunzellen) Keine IDO1-negativ IDO1-positiv

Tabelle 8: Scoring der immunhistochemischen Farbung von TREM2

Kategorie 1 2 3
A (Verteilung der Intratumeral Peritumeral Intra- und
Immunzellen) (-metastatisch) (-metastatisch) Peritumeral

(-metastatisch)

B (Anzahl der
Immunzellen)

1-3

4-14

215
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4.3 Probenakquirierung fur FACS und ELISA

4.3.1 Rekrutierung der Tumor- und Kontrollpatienten

Die Blutproben sowie Gewebeproben fir den prospektiven Teil dieser Arbeit wurden in
dem Zeitraum von 2020 bis 2022 von Patienten, die in der Klinik fur Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes behandelt wurden,

gesammelt.

Die Tumorpatienten wurden nach der zu dem jeweiligen Zeitpunkt geltenden nationalen
Leitlinie behandelt. Bei allen Patienten ist eine primare chirurgische Resektion des Tumors

mit Neck Dissection erfolgt.

Eingeschlossen wurden Patienten mit einem in sano resezierten, histologisch gesicherten
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle unabhangig vom Alter, dem Geschlecht oder der
cTNM-Klassifikation. Um ein homologes Kollektiv zu gewahrleisten, wurden Patienten mit
einem Rezidiv, einer neoadjuvanten Therapie und anderen Tumorentitdten der Mundhéhle

ausgeschlossen.

Die postoperative histopathologische Klassifikation der Tumoren erfolgte im Rahmen der
routinemaRigen Begutachtung des Resektats durch das Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes. Grundlage der Begutachtung war die 8. TNM-

Klassifikation.

Die Blutproben der gesunden Kontrollprobanden wurden ebenfalls von Patienten der Klinik
far

Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes
gesammelt, die sich dort aufgrund einer anderen, nichtmalignen Erkrankung einem
operativen Eingriff unterzogen haben.

Ausgeschlossen wurden Patienten, die an einer Demenz, Depressionen, Diabetes mellitus
oder einer Autoimmunerkrankung sind, da diese nachweislich einen Einfluss auf die IDO1-

und TREM2-Expression haben kénnen.
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Sowohl in der Gruppe der Malignompatienten als auch in der Gruppe der gesunden
Kontrollprobanden wurden Patienten ausgeschlossen, die zuvor an einem anderen

Malignom erkrankt waren.

4.3.2 Entnahme von Blutproben

Die Entnahme von Blutproben erfolgte mittels steriler Punktion einer peripheren Vene im
Rahmen einer Routineblutentnahme oder intraoperativ aus einem femoralen
Zentralvenenkatheter. Die Abnahme erfolgte in jeweils zwei EDTA-S-Monovetten und eine

Serum-S-Monovette.

4.3.3 Ficoll-Isolierung von peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

PBMCs sind eine Mischpopulation aus mononuklearen Zellen des peripheren Blutes. Sie
beinhalten wichtige Zellen des Immunsystems wie Lymphozyten (T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und NK-Zellen) und Monozyten.

Die Isolierung der PBMCs wurde steril an einer Sterilbank durchgefihrt. Diese wurde vor
und nach dem Arbeiten mit 70% Isopropanol gereinigt. Die verwendeten Materialien sind
im Anhang tabellarisch aufgeftihrt.

Das Vollblut wurde zunachst 1:1 mit PBS verdunnt. Auf 20 ml der Mischung wurden
anschlieend vorsichtig 15 ml Ficoll-Paque pipettiert, sodass die Blutphase auf der Ficoll-
Phase stand und es zu keiner Vermischung der Phasen kam. Die Dichte des Ficolls
(2,077 g/ml) erlaubte bei der Dichtegradienten-Zentrifugation (1800 g, 30 min, ohne
Bremse) eine Separation der Zellpopulationen des Vollbluts gemafld ihrer
Dichteunterschiede. Ficoll besitzt eine grél3ere Dichte als Lymphozyten und Monozyten
sowie eine geringere Dichte als Erythrozyten und die meisten Granulozyten.
Dementsprechend setzte sich nach der Zentrifugation die oberste Schicht aus Blutplasma
und Thrombozyten zusammen, wohingegen sich zwischen der obersten Schicht und dem
Ficoll eine weil3e Grenzschicht aus Lymphozyten und Monozyten (buffy coat) befand.
Unter dem Ficoll befanden sich die Erythrozyten und die restlichen Granulozyten. Die
zuvor beschriebene Schichtung ist in Abbildung 1 dargestellit.

Der buffy coat wurde anschlielend abgesaugt und in ein neues Réhrchen Uberfahrt. Um

die PBMCs weitestmdglich von Ficoll und Thrombozyten zu befreien, wurden sie im
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Anschluss zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen zwischen den Waschschritten

jeweils 5 min bei 1500 g zentrifugiert.

Plasma

buffy coat, PBMCs

Vollblut Zentrifugation

Ficoll Ficoll

Granulozyten,
Erythrozyten

Abbildung 1: Ablauf der Ficoll-Isolierung der peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
(Eigene Darstellung).

4.3.4 Verarbeitung des Serums

Die Serum-S-Monovetten wurden 10 min aufrecht stehen gelassen und anschlieend fur
5 min bei 1500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und in Mengen von
150 ul pro Tube eingefroren.

4.3.5 Dissoziation von Gewebeproben

Von den Tumoren sowie von gesundem Nachbargewebe wurden intraoperativ Teile
entnommen, welche anschlieRend in MACS Tissue Storage Solution gekihlt
schnellstmoglich zum Labor transportiert wurden. Dort wurde das Gewebe zunachst
gewogen und mittels Skalpell in einer Petrischale zerkleinert. Hierbei wurden auch fibrése
und nekrotische Anteile, soweit moglich, entfernt. AnschlieBend wurden Sttickchen von
einer Grof3e von 2 bis 4 mm in die GentleMACS C-Tubes uberfihrt. In die Tubes wurde
eine Enzymlésung bestehend aus den Enzymen A, H und R des Tumour Dissociation Kit
human hinzugegeben. Bei einem Gewicht von unter 0,2 g wurden 2,2 mL RPMI mit
12,5 pl Enzym A, 100 pyl Enzym H und 10 yl Enzym R vermischt. Bei einem Gewicht von
bis zu 1 g wurden 4,7 ml RPMI mit 25 yl Enzym A, 200 pyl Enzym H und 20 pyl Enzym R
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vermengt. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, wurden die Tubes anschlieRend auf
den gentleMACS Dissociator aufgesteckt und das 37C_h_TDK_3 Programm des MACS
Dissociators gestartet. Die Zellsuspension wurde daraufhin durch einen Filter mit einer
Porendichte von 70 pm filtriert, wobei hierbei 20 mL RPMI 1640 hinzugegeben wurden. Es
folgte eine Zentrifugation fur 7 min bei 1500 g. Das Zellpellet wurde anschlie3end

kryokonserviert.

4.3.6 Bestimmung der Zellzahl und Zellviabilitat

Fur die Bestimmung der Zellzahl und der Zellviabilitit wurde der Luna-FL Dual
Fluorescence Cell Counter verwendet. Hierfur wurden 18 pl der Zelllésung mit 2 pl
Acridinorange/Propidiumiodid versetzt. Acridinorange kann die Zellmembran vitaler Zellen
Uberwinden und bindet in der Zelle an Nukleinsduren. Bei Bindung an double stranded
DNA (dsDNA) fluoresziert es griin, bei Bindung an single stranded DNA (ssDNA) oder
RNA fluoresziert es rot. Im Gegensatz dazu kann Propidiumiodid nicht die Zellmembran
vitaler Zellen Uberwinden. Nur bei avitalen Zellen bzw. Zellen mit kompromittierter
Zellmembran bindet es an die in diesen Zellen vorhandenen Nukleinsduren und
fluoresziert rot. Durch den Forster-Resonanz-Energietransfer absorbiert das
Propidiumiodid-Signal das Acridinorange-Signal in avitalen Zellen, um doppelt positive

Signale zu verhindern (Ligasova et Koberna, 2021).

4.3.7 Kryokonservierung und Auftauen von PBMCs

Fur die Zellkonservierung wurde das Zellpellet in eine Losung aus 90% FBS und 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen und in die Kryoréhrchen tUberfiuhrt. Bei DMSO
handelt es sich um ein Gefrierschutzmittel, welches in die Zellen eindringt und dabei zu
einer Verminderung des Wassergehaltes fuihrt, wodurch die Bildung von Eiskristallen und
damit eine Schadigung der Zellen verhindert wird. Da DMSO auf stoffwechselintakte
Zellen toxisch wirkt, wurden alle Arbeitsschritte zugig durchgefiihrt. Die Kryoréhrchen
wurden anschlieBend in einen Mr. Frosty Freezing Container (welcher zuvor mit 2-
Propanol gefllt wurde) transferiert und in diesem fir 24 Stunden bei -80°C im

Tiefkiihlschrank gelagert. Durch das 2-Propanol ergab sich eine Kihlrate von -1°C pro
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min. Nach 24 Stunden wurden die Proben in den stickstoffgefullten Kryotank (-196°C)
Uberfuhrt und dort bis zur Verwendung gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte durch schnelles Erwarmen der Kryoréhrchen in einem
37°C warmen Wasserbad. War die Zellsuspension nahezu vollstandig aufgetaut, wurde
sie 1:1 in PBS resuspendiert und sofort abzentrifugiert (5 min bei 1500 g). Um das
zelltoxische DMSO vollstandig zu entfernen, wurden der Uberstand der Zellen abpipettiert

und die Zellen nochmals mit PBS gewaschen.

4.4 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

4.4.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie am fluorescence activated cell sorting (FACS) ist eine
lasergestiitzte Methode zur quantitativen und funktionellen Analyse von Einzelzellen in
einer Zellsuspension.

Die Messung beruht auf der Emission von optischen Signalen (Streulicht- und
Fluoreszenzsignalen) seitens der Zellen, wenn diese einen Laserstrahl passieren.

Hierfur wird die Zellsuspension Uber einen Unterdruck aus dem Probenréhrchen in eine
Kapillare gesogen, in der sie von einer isotonen Pufferlésung (Tragerlésung) umgeben ist.
Durch die hohe FlieRgeschwindigkeit dieser Lésung und den trichterformigen Aufbau der
Messzelle werden die Zellen noch vor dem ersten Messpunkt nach dem Prinzip der
hydrodynamischen Fokussierung in einen laminaren Einzelstrom verwandelt. Die Zellen
passieren daraufhin Laser unterschiedlicher Anregungswellenlangen. Wenn der
Laserstrahl auf eine Zelle fallt, wird das Licht in verschiedene Richtungen gestreut und von
Detektoren registriert. Das dabei erzeugte Streu- und Fluoreszenzlicht wird separat
detektiert (Adan et al., 2017; Picot et al., 2012)

Die Streulichteigenschaften einer Zelle sind abhangig von ihrer Grol3e, strukturellen
Membraneigenschaften und intrazelluldren Bestandteilen (Diaz et al., 2010; Tracy et al.,
2010).

Das Vorwartsstreulicht (forward scatter channel, FSC) entsteht axial zum Laserstrahl und
erlaubt eine Aussage Uber die Zellgro3e, wohingegen das durch ein Z&hlereignis in
perpendikularer Richtung zum Laserstrahl gestreute Licht, das Seitwartslicht (sideward

scatter chanel, SSC), mit der Granularitdt von Zellen korreliert. Da jede Zelle ein

50



Material und Methodik

bestimmtes FSC/SSC-Verhaltnis aufweist, ist hierdurch eine grobe Einteilung der Zellen
nach morphologischen Kriterien mdglich (Jahan-Tigh et al., 2012). Die PBMCs lassen sich
wie folgt einteilen: Granulozyten sind mit einem Durchmesser von ca. 10 pym relativ klein,
besitzen aber eine hohe Granularitdt. Dagegen sind Monozyten mit bis zu 20 pym
Durchmesser die grof3ten Leukozyten. Lymphozyten liegen hinsichtlich der Grofe
zwischen Granulozyten und Monozyten und weisen von diesen die geringste Granularitat
auf (Sucic et al., 1989). Zahlereignisse, die sehr hohe FSC- und SSC-Werte erreichen,
gelten als Zellaggregate, wahrend Zellfragmente im unteren Wertebereich erfasst werden.
Zellaggregate wie auch Zellfragmente konnen somit von den folgenden
Fluoreszenzanalysen ausgeschlossen werden. Die Zellpopulationen der PBMCs in

Abhangigkeit von ihrer Zellgré3e und Granularitat sind in Abbildung 2 dargestellit.
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Abbildung 2: Zellpopulationen der peripheral blood mononuclear cells bei der
durchflusszytometrischen Messung in Abhangigkeit von ihrer Zellgro3e (FSC-A) und
Granularitat (SSC-A; Eigene Darstellung).

Abkirzungen: FSC-A = foward scatter area; SSC-A = side scatter area

Mithilfe von fluoreszierenden Farbstoffen (Fluorochrome), die an Antikorper, welche gegen
das jeweils zu bestimmende Oberflachenantigen oder intrazellulare Protein gerichtet sind,
gekoppelt sind, werden die Zellen vor der Durchflihrung der Durchflusszytometrie markiert.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Fluorochrome Fluoresceinisothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE), Alexa Fluor 647 (AF647), Allophycocyanin-cyanine dye
indotricarbocyanine (APC-C7) und Brilliant Violette 421 (BV421) verwendet. Die Laser

regen die jeweiligen antikdrpergekoppelten Fluorochrome an. Wenn eine mit einem
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Fluorochrom-gekoppelte Zelle mit dem fir das Fluorochrom passenden Wellenlange
angeregt wird, wird diese auf ein hdheres Energieniveau angehoben (Exzitation). Dieser
Zustand kann nur fur wenige Nanosekunden gehalten werden. Durch konformationelle
Veranderungen innerhalb des Fluorochroms wird thermische Energie abgegeben, sodass
die Elektronen kurzzeitig auf ein etwas niedrigeres, aber stabileres Energieniveau fallen.
Anschlie3end gelangen die Elektronen zurtck auf das Ausgangsenergieniveau. Die dabei
freiwerdende Energie ist Fluoreszenz, d.h. emittiertes Licht, das eine grél3ere Wellenlange
als der exzitierende Laser aufweist (Emission; Batard et al., 2002; Matko et Edidin, 1997).

Diese Emissionen werden von einem Photodetektor erfasst.

Haufig konnen mehrere Fluorochrome Uber ein Licht der gleichen Wellenlange angeregt
werden. Durch das Zuschalten von Filtern ist es jedoch mdglich, dass diese nur emittiertes
Licht bestimmter Wellenlangen passieren lassen, wahrend sie die Ubrigen Wellenlangen
absorbieren (McKinnon, 2018). Hierdurch ist es maoglich, mit dem in dieser Arbeit
verwendeten FACS Verse, mit nur drei Lasern acht verschiedene Fluorochrome
gleichzeitig in acht verschiedenen Kanélen zu messen. In der Abbilung 3 sind die

Exzitations- und Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome dargestellt.
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Abbildung 3: Darstellung der Exzitiations- und Emissionsspektren der verwendeten
Fluorochrome der Panel (A) IDO1 und (B) TREM2 (Eigene Darstellung).

Obwohl fur die multiparametrischen FACS-Analyse Fluorochrome ausgewéhlt werden, die

in ihren Emissionsspektren weitmdglichst differieren, kann es durch das partielle spektrale
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Uberlappen passieren, dass nicht nur das ausgesandte Licht eines Fluorochroms, sondern
auch das eines anderen Fluorochroms gemessen wird. Es wiirde somit eine zusatzliche
falsch-positive Emission gemessen werden. Um dies zu verhindern, fihrt man vor der
eigentlichen Messung der Proben eine Kompensation durch. Diese wurde im Rahmen der
Durchfiihrung der Experimente dieser Dissertation zuvor sowohl mittels BD CompBeads
sowie zur Verifikation der hiermit erhaltenen Ergebnisse mittels fluorescence minus one
(FMO) manuell durchgefuhrt (Hulspas et al., 2009).

4.4.2 Farbung, Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Pro Kyroréhrchen lagen nach dem Auftauen und Auswaschen des DMSO 10° Zellen vor.
Fur die Farbung der Oberflachenantigene (TREM2, CD326) wurden die Zellen in 100 pl
FACS-Puffer resuspendiert und mit den Antikérpern fir 15 min inkubiert. Um
Uberschissige Antikorper zu entfernen, wurden die FACS-R6hrchen fiir 5 min bei 1500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet aufgeklopft.

Fir die sich anschlieRende intrazellulare Farbung wurden die Zellen zun&chst fir 15 min
in 100 pl 4% Paraformaldehyd fixiert. Anschlielend wurden die Zellen fur die
Permeabilisierung in Tween 20 (Verdinnung: IDO1 0,2%, TREM2: 0,5%) resuspendiert.
Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 1500 g) pelletiert, der Uberstand
abpipettiert und das Zellpellet in 100 pl FACS-Puffer fur 10 min mit dem Fc-Blocker
versetzt. Der Fc-Blocker diente dem Sattigen von Fc-Rezeptoren auf der Oberflache von
Monozyten, Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, da das Binden
der Antikorper sonst zu falsch-positiven Ergebnissen fihren kdnnte. Fur die Farbung der
intrazellularen Antigene (IDO1, CD68, CD163, CD206) erfolgte nun die Inkubation mit den
entsprechenden Antikérpern fiir 15 min. Uberschiissige Antikorper wurden durch
Waschen fur 5 min in FACS-Puffer entfernt. Die Zellen wurden anschliel3end fiir die FACS-
Analyse in 300 pl FACS-Puffer resuspendiert.

Tabelle 9 und 10 bieten eine Ubersicht tiber die verwendeten Antikorper.
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Tabelle 9: Antikdrper des IDO1-Panels der durchflusszytometrischen Messung

Antikdrper Lokalisation des | Firma Menge pro 10° Fluorochrom
Antigens Zellen
IDO1 Intrazellular BioLegend 1 pl AF647
CD68 Intrazellular, zu BioLegend 5l PE
einem geringen
Teil auch
extrazellular
CD163 Intrazellular, zu BioLegend 5yl BVv421
einem geringen
Teil auch
extrazellular
CD326 Extrazellular BioLegend 5yl FITC

Abkurzung: CD = cluster of differentiation

Tabelle 10: Antikdrper des TREM2-Panels der durchflusszytometrischen Messung

Antikorper

Lokalisation des
Antigens

Firma

Menge pro 10°
Zellen

Fluorochrom

TREM2

Extrazellular

Novus Biologicals

2,5 i

APC-Cy7

CD68

Intrazellular, zu
einem geringen
Teil auch
extrazellular

BioLegend

5ul

PE

CD163

Intrazellular, zu
einem geringen
Teil auch
extrazellular

BioLegend

5ul

BVv421

CD206

Intrazellular, zu
einem geringen
Teil auch
extrazellular

BioLegend

5ul

AF647

CD326

Extrazellular

BioLegend

5ul

FITC

Abkurzung: CD = cluster of differentiation

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden an dem Gerat FACS Verse

durchgefuhrt. Es wurden 10.000 Zellen pro Probe gemessen.
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4.5 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

4.5.1 Grundlagen

Mithilfe des enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) ist die quantitative
Bestimmung von Proteinen (u.a. Antikdrper) und Viren, aber auch niedermolekularen
Verbindungen wie Hormonen, Toxinen und Pestiziden in einer Probe moglich (Butler,
2000).

Hierbei wird die Eigenschaft spezifischer AntikGrper genutzt, an einen bestimmten, den
nachzuweisenden Stoff (Antigen), zu binden. Der Antikérper werden zuvor mit einem
Enzym markiert, dem Detektionsenzym, welches das jeweilige Substrat umsetzt, sodass
es zu einem Farbumschlag kommt, der mithilfe einer photometrischen Messung

nachgewiesen werden kann (Butler, 2000).

Fur die Messung der sTREM2-Konzentration wurde ein Sandwich-ELISA verwendet,
dessen grundséatzliche Durchfihrung im Folgenden erlautert wird.

Ein unmarkierter Antikbrper (coat oder capture antibody) gegen das zu bestimmende
Antigen wird auf die Oberflache einer 96-Well-Mikrotiterplatte gebunden. Die zu
analysierende Probe sowie eine Verdinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen des
zu analysierenden Antigens werden in die Wells hinzugegeben und fir eine bestimme Zeit
inkubiert. Jedes in der Probe vorhandene Antigen wird nun durch einen Antikdrper fixiert.
Die darauffolgenden Waschschritte haben das Ziel, jegliche ungebundenen Bestandteile
der Proben zu entfernen, sodass nur noch die an den Antikérper gebundenen Antigene
zurlckbleiben. Danach wird ein zweiter enzymgekoppelter monoklonaler Antikdrper (sog.
Detektionsantikdrper) gegen das zu analysierende Antigen hinzugegeben, wodurch ein
Antikdrper-Antigen-Antikorper-Komplex (sog. Sandwich-Komplex) gebildet wird. Nach
weiteren Waschschritten zur Entfernung tberschissiger Detektionsantikbrper wird ein
farbloses Substrat hinzugegeben, das daraufhin durch das Enzym, welches an den
Detektionsantikdrper gekoppelt ist, umgesetzt wird, wobei ein Farbumschlag zu
beobachten ist. Dieser wird anschlieBend photometrisch gemessen. Anhand des
gemessenen Wertes kann die Konzentration des Antikorper-Antigen-Antikorper-
Komplexes bestimmt werden, welche mit der in der Ausgangslosung enthaltenen
Konzentration des zu bestimmenden Antigens korreliert (Engvall E, 2010; Kohl et Ascoli,
2017; Shah et Maghsoudlou, 2016).
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Der Ablauf des Sandwich-ELISAs ist in Abbildung 4 dargestellt.

Antikérper- Antigen wird Enzym-konjugierter Substrat wird
beschichtete hinzugegeben Sekundarantikorper hinzugegeben
Wells wird hinzugegeben -> Messung

Abbildung 4: Ablauf eines sandwich-enzyme-linked immunosorbent assays (Sandwich-
ELISAS).

Modifiziert nach Boguszewska et al., 2019.

Abkirzungen: E = Enzym, S = Substrat, W = Waschschritt

Fir die Bestimmung der Trp- und Kyn-Konzentrationen wurden sog. kompetitive Assays
durchgefuhrt.

Beim kompetitiven Assay wird das zu bestimmende Antigen auf die Oberflache einer 96-
Well-Mikrotiterplatte gebunden. Parallel dazu werden die zu analysierenden Proben sowie
die Verdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen des zu analysierenden Antigens mit
gegen das zu bestimmende Antigen gerichteten Antikdrpern inkubiert (sog. Prazipitation).
Anschliel3end wird die Losung in die mit dem Antigen-beschichteten Wells hinzugegeben.
Die Antikorper, die zuvor nicht an die in den Proben oder Kontrolllésungen enthaltenen
Antigene binden konnten, binden nun an die an die Wells-gekoppelten Antigene. Hierauf
folgen Waschschritte, wodurch die nicht an die Wells-gekoppelten Antigen-Antikorper-
Komplexe entfernt werden. Wie beim Sandwich-ELISA werden nun ein an ein Enzym-
gekoppelter Sekundarantikdrper sowie das Substrat hinzugegeben, um eine Farbreaktion
zu erhalten. Im Gegensatz zum Sandwich-ELISA ist der Farbumschlag hier jedoch
umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Antigenkonzentration (Engvall
E, 2010; Kohl et Ascoli, 2017).

Beide Verfahren weisen eine hohe Sensitivitat auf. Im Gegensatz zum Sandwich-ELISA
hat das kompetitive Assay jedoch eine geringere Spezifitat. Das kompetitive Assay eignet
sich, wenn die nachzuweisenden Antigene so klein sind, dass sie nicht von zwei
verschiedenen Antikérpern gebunden werden kdonnen (Engvall E, 2010; Kohl et Ascoli,
2017).
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Der Ablauf des kompetitiven ELISAs ist in Abbildung 5 dargestelit.

vy =S+

AntikGrper wird Zuvor hergestellte Enzym-konjugierter Substrat wird
mit Antigen Komplexe werden Sekundarantikoérper hinzugegeben
inkubiert in Antigen- wird hinzugegeben -> Messung
beschichtete Wells
gegeben

Abbildung 5: Ablauf eines kompetitiven enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAS).
Modifiziert nach Boguszewska et al., 2019.
Abkirzungen: E = Enzym, S = Substrat, W = Waschschritt

4.5.2 Durchfuhrung des Tryptophan-ELISAs

Die Trp-Konzentration im Serum wurde mithilfe des Tryptophan ELISA Kits (BA E-2700)
entsprechend den Herstellerangaben gemessen. Alle Materialen wurden zundchst auf RT
gebracht. Fur die Prazipitation wurden zunachst jeweils 20 pl der Proteinstandard-
Verdlinnungen, Proben und Kontrollen zusammen mit jeweils 200 yl PBS und 25 pl
Préazipitationsreagenz in Mikroreaktionsgefaf3e gegeben und anschliel3end fir 15 min bei
3000g zentrifugiert.

Es wurden jeweils 25 pl des klaren Uberstandes in die Wells der Reaktionsplatte pipettiert.
Hinzugegeben wurden pro Well 50 ul Aqualibrierungsreagenz sowie 10 uyl D-Reagenz. Es
folgte eine Inkubation auf dem Orbitalschattler fir 2 h bei RT (20°C, 600 rpm). Nachdem
in jedes Well 100 pl des Q-Buffer hinzugegeben wurde, folgte eine Inkubationszeit von
10 min auf dem Orbitalschuttler (600 rpm). Jeweils 25 pl der Proteinstandard-
Verdinnungen, Proben und Kontrollen wurden jeweils in ein Well der 96-Well-
Mikrotiterplatte gegeben und mit jeweils 50 pl Trp-Antiserum vermischt. Es folgte eine
Inkubation tber Nacht im Kuhlschrank sowie am nachsten Tag drei Waschschritte. In
jedes Well wurden anschlief3end 100 yl Enzymkonjugat gegeben und die Platte fur 30 min
auf dem Orbitalschittler (600 rpm) inkubiert. Nach drei Waschschritten wurden jeweils
100 pl Substratiosung in die Wells pipettiert und die Platte fur 25 min auf dem
Orbitalschattler (600 rpm) inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden jeweils 100 pl
Stop-Losung in die Wells gegeben und die Platte kurz auf den Orbitalschittler gelegt, um
die Reagenzien zu vermengen. AnschlieRend folgte die photometrische Messung bei

450 nm mithilfe des Mikrotiterplatten-Lesegeréates.
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4.5.3 Durchfuhrung des Kynurenin-ELISAs

Die Kyn-Konzentration im Serum wurde mithilfe des Kynurenine ELISA Kits (BA E-2200)
entsprechend den Herstellerangaben gemessen. Alle Materialen wurden zunéchst auf RT
gebracht. In jedes Well der 96-Well-Mikrotiterplatte wurde jeweils 10 ul der Proben bzw.
Proteinstandard-Verdinnungen, 250 yl Azylierungspuffer und 25 ul Azylierungsreagenz
gegeben. Die Regenzien wurden auf dem Orbitalschiittler (1 min, 600 rpm) gemischt und
anschlie3end fir 90 min bei 37°C inkubiert.

Von der zuvor hergestellten Mischung wurden anschlielRend jeweils 20 pl pro Well in die
mit anti-Kyn-Antikorper beschichtete 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben. Es wurde jeweils
50 pl des Kyn-Antiserums in jedes Well hinzugegeben und die Platte Gber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Kavitaten der Mikrotiterplatte geleert und die Wells
jeweils mit 300 ul Waschpuffer viermal gewaschen. Anschliellend wurden 100 ul des
Enzymkonjugats hinzugegeben. Es folgte eine 30-minttige Inkubation auf dem
Orbitalschuttler (600 rpm) und vier Waschschritte. Im Anschluss wurden jeweils 100 pl
Substratldsung in die Wells pipettiert und diese fur 20 min bei RT auf dem Orbitalschttler
(600 rpm) inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden jeweils 100 ul der Stop-L&sung
in die Wells gegeben und die Platte kurz auf den Orbitalschiittler gelegt. Anschliel3end

folgte die photometrische Messung bei 450 nm mithilfe des Mikrotiterplatten-Lesegerates.

4.5.4 Durchfuhrung des STREM2-ELISAs

Die Konzentrationsbestimmung von STREM2 im Serum ist mithilfe des TREM2 ELISA Kits
(ab224881) entsprechend den Herstellerangaben erfolgt. Alle Materialen wurden zunéchst
auf RT gebracht. In jedes Well der bereits mit anti-TREM2-Antikérper beschichteten 96-
Well-Mikrotiterplatte wurde jeweils 50ul der Proben bzw. Proteinstandard-Verdiinnungen
gegeben und jeweils 50 pl der Antikdrpermischung hinzugegeben. Anschliel3end folgte
eine Inkubation fur 1h auf dem Orbitalschiittler bei 400 rpm. Danach wurden die Wells
dreimalig mit 350 ul pro Well gespllt. Es wurden jeweils 100 ul der TMB (3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidin) Development Solution in jedes Well pipettiert und diese fir 10 min
im Dunkeln auf den Orbitalschuttler bei 400 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl
der Stopldésung zu jedem Well hinzugegeben und die Mikrotiterplatte fur 1 min auf den
Orbitalschittler gelegt. Daraufhin erfolgte die photometrische Messung bei 450 nm mithilfe

des Mikrotiterplatten-Lesegerates.
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4.5.5 Konzentrationsberechnungen der spektralphotometrisch analysierten Proben

Alle mithilfe des Mikrotiterplatten-Lesegerétes gemessenen Absorptionen wurden in der
Software SoftMax (Version Pro 7.1) Uber eine 4-Parameter-Funktion in
Proteinkonzentrationen umgerechnet. Dazu erfolgte zunachst der Abzug einer
Nullwertprobe (Blank) von allen gemessenen Absorptionen. Die fur die Proben jeweils
ermittelten  Konzentrationen wurden anschlieBend anhand der quantitativen

Positivkontrollen nach Angaben des Herstellers bestimmt.

4.6 Statistische Analyse der klinischen und histopathologischen Daten

Die statistische Auswertung erfolgte mihilfe der Softwares SPSS Statistics 27 (Statistical

Package for the Social Sciences) und GraphPad Prism (Version 9.0.1 for Mac OS).

Die Patientencharakteristika wurden zunachst deskriptiv analysiert sowie im nachsten
Schritt auf eine Korrelation mit der Expression des jeweiligen Markers untersucht. Hierfir
wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman (Spearman’s rank correlation coefficien, SRC)
ist geeignet, um den nichtlinearen, aber monoton fallenden oder steigenden
Zusammenhang zweier Merkmale zu berechnen. Er kann Werte zwischen -1 und +1
annehmen. Bei einem Wert von +1 (bzw. -1) besteht ein vollstandig positiver (bzw.

negativer) monotoner Zusammenhang zwischen den betrachteten Merkmalen.

Als Signifikanztest zweier ungepaarter Merkmale wurde der Student’s t-Test mit Welch-
Korrektur angewandt. Eine gauf3sche Normalverteilung wurde aufgrund der geringen

Probenanzahl nicht angenommen.

Mithilfe der one-way ANOVA wurden mehrere Stichproben miteinander verglichen. Dabei
wird die Nullhypothese getestet, ob die jeweiligen Stichproben von der gleichen
Grundgesamtheit stammen bzw. von Populationen, die gleiche Mittelwerte und

Standardabweichungen aufweisen.

Fur eine Beurteilung der Prognose wurden das progressionsfreie (d.h. Rezidiv des

Tumors, lokoregionare und/oder Fernmetastasen als erfasstes Ereignis bzw. ,event®) und
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das Gesamtiberleben (d.h. Tod jeder Ursache mit oder ohne Tumorerkrankung als
erfasstes unglnstigstes Ereignis bzw. ,event®) betrachtet.

Die Uberlebenskurven wurden zensiert nach Kaplan-Meier berechnet und der Unterschied
zwischen einer hohen und einer niedrigen Expression mithilfe des Log-Rank-Tests
statistisch ermittelt.

Die Berechnung der Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier erméglicht auch die
Berlcksichtigung zensierter Daten. Als zensierte Daten werden Werte mit zunachst
unbekannten Eigenschaften definiert. Dabei handelt es sich entweder um Patienten, bei
denen keins der zuvor beschriebenen Ereignisse aufgetreten ist oder die sich der weiteren

Beobachtung entzogen haben (lost to follow-up).

Zur Uberpriifung der prognostischen Relevanz klinischer und histopathologischer Marker
im Hinblick auf das Gesamt- und progressionsfreie Uberleben erfolgten zudem uni- und
multivariate Cox-Regressionsanalysen mit Berechnung der Hazard Ratios (HR) und der
95% Konfidenzintervalle (95%Cl).

Als Signifikanzniveau wurde fiir alle Testverfahren eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
(a=0,05) festgelegt.
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5. Ergebnisse

5.1 Immunhistochemische Untersuchungen zur IDO1-Expression

Fur die Untersuchung der IDO1-Expression in Epithelzellen und Immunzellen der
Primartumoren sowie Lymphknotenmetastasen wurden TMAs immunhistochemisch

gefarbt.

Die Auswertung der epithelialen IDO1-Expression erfolgte anhand des gefarbten Anteils
sowie dessen Farbeintensitat. Die ermittelten Werte wurden multipliziert und in eine hohe
und niedrige Expression klassifiziert. Die Abbildung 6 zeigt exemplarisch unterschiedlich

starke epitheliale IDO1-Expressionen in Primartumoren und Lymphknotenmetastasen.

Fur die Beurteilung der IDO1-Expression in Immunzellen wurde die Anzahl IDO1*-
Immunzellen ermittelt. Die Abbildung 7 zeigt exemplarisch unterschiedlich hohe IDO1-

Expressionen in Immunzellen von Primartumoren sowie Lymphknotenmetastasen.

Die Farbungen zur PD-L1- und PD-L2-Expression im gleichen Patientenkollektiv wurden
in einer vorherigen Arbeit durchgefiihrt (Moratin et al., 2019). Die p16-Farbung sowie die
In-situ-Hybridisierung zum Nachweis von HPV-DNA wurden nach bereits veroffentlichten
Protokollen vom Institut flr Pathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes

angefertigt (Kuhn et al., 2021; Linxweiler et al., 2015).

Zur Ermittlung potentieller Korrelationen zwischen der IDO1-Expression und klinisch-
histopathologischen Charakteristika wurde der SRC berechnet.

Im Rahmen der Untersuchung des Einflusses der IDO1-Expression auf das
progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben erfolgte die Darstellung von
Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier differenziert nach der IDO1-Expression sowie die
Auswertung mittels Log-Rank-Tests.

Zur Uberprifung der prognostischen Relevanz der IDO1-Expression in Epithel- und
Immunzellen sowie klinischer und weiterer histopathologischer Marker in Bezug auf das
progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben erfolgten uni- und multivariate Cox-

Regressionsanalysen mit Berechnung der HR und der 95%ClI.
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung einer (A) niedrigen, (B) mittleren und (C) hohen

IDO1-Expression in Epithelzellen der Primartumore sowie aquivalent dazu in den
Lymphknotenmetastasen (D-E).

Der schwarze Balken repréasentiert 300 um.
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Abbildung 7: Exemplarische Darstellung einer (A) niedrigen, (B) mittleren und (C) hohen

IDO1-Expression in Immunzellen der Primartumoren sowie aquivalent dazu in den
Lymphknotenmetastasen (D-E).

Der schwarze Balken reprdsentiert 300 um.
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5.1.1 IDO1-Expression in Primartumoren

5.1.1.1 Klinische und histopathologische Eigenschaften der Tumorpatientenkohorte

Insgesamt wurden die Primartumore von 171 Patienten retrospektiv auf ihre epitheliale
IDO1-Expression untersucht.

Die Patientenkohorte setzte sich aus 66 (38,6%) Frauen und 105 (61,4%) Mannern
zusammen.

135 (78,9%) der Patienten waren < 75 Jahre alt, wohingegen 36 (21,1%) der Patienten
alter als 75 Jahre alt waren.

Die GroRRe sowie Infiltration der Primartumore wurde wie folgt histopathologisch
klassifiziert:

T1: 55 (32,2%), T2: 59 (34,5%), T3: 7 (4,1%), T4: 50 (29,2%).

Der Lymphknotenstatus wurde wie folgt histopathologisch beurteilt: NO: 117 (68,4%), N1:
19 (11,1%), N2a: 1 (0,6%), N2b: 22 (12,9%), N2c: 12 (7,0%).

Keiner der Patienten wies Fernmetastasen auf.

Anhand der TNM-Klassifikation wurden die Patienten in die folgenden UICC-Stadien
eingeteilt: UICC-Stadium |: 48 (28,1%), II: 39 (22,8%), III: 18 (10,5%), IV: 66 (38,6%).

Die Differenzierung der Tumore wurde wie folgt beurteilt: G1: 12 (7%), G2: 115 (67,3%),
G3: 38 (22,2%).

45 (26,3%) der Tumore waren im Bereich des Mundbodens, 39 (22,8%) im Bereich der
Zunge, 57 (33,3%) im Bereich des Unterkiefers, 3 (1,8%) im Bereich des Oberkiefers, einer
im Bereich der Unterlippe (0,6%), 12 (7%) im Bereich des Weichgaumens und 10 (5,8%)
im Bereich des Planum buccale lokalisiert.

Bei 34 (19,9%) der Patienten ist nach der primaren Tumorresektion und Neck Dissection
sowie der im Falle von Risikofaktoren nach Leitlinie durchgefiihrten adjuvanten Therapie
ein Rezidiv aufgetreten. Im Gegensatz dazu waren 137 (80,1%) der Patienten zum
Zeitpunkt der Datenerhebung rezidivirei.

59 (34,5%) wiesen eine hohe p16-Expression auf, wohingegen 88 (51,5%) der Tumoren
pl6-negativ waren.

In keinem der Tumore liel3 sich HPV-DNA nachweisen.

Die Zusammensetzung der Patientenkohorte ist in Tabelle 11 dargestellit.

64



Ergebnisse

Tabelle 11: Auflistung der klinischen und histopathologischen Eigenschaften innerhalb der

analysierten Kohorte

Charakteristika

Anzahl der Patienten (%)

Geschlecht

Mannlich

105 (61,4)

Weiblich

66 (38,6)

Alter

<75 Jahre

135 (78,9)

> 75 Jahre

36 (21,1)

T-Klassifikation

55 (32,2)

59 (34,5)

741)

Al WIN| P

50 (29,2)

N-Klassifikation

o

117 (68,4)

[

19 (11)

2a

1(0,6)

2b

22 (12,9)

2c

12 (7,0)

M-Klassifikation

171 (100)

0 (0)

UICC-Stadium

48 (28,1)

39 (22,8)

18 (10,5)

66 (38,6)

Grading

12 (7,0)

115 (67,3)

38 (22,2)

Fehlend

6 (3,5)

Rezidiv

Ja

34 (19,9)

Nein

137 (80,1)

Lokalisation

Mundboden

45 (26,3)

Zunge

39 (22,8)

Unterkiefer

57 (33,3)

Oberkiefer

3(1,8)

Unterlippe

1(0,6)

Weichgaumen

12 (7)

Planum buccale

10 (5,8)

Fehlend

3(1,7)

p16
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Positiv | 59 (34,5)
Negativ | 88 (51,5)
Fehlend | 24 (14)

HPV-DNA

Negativ | 154 (90,1)
Fehlend | 17 (9,9)
Abkurzungen: DNA = desoxyribonucleinacid; HPV = Humane Papillomaviren; UICC =
Union internationale contre le cancer
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5.1.1.2 Korrelation der IDO1-Expression in Epithelzellen der Prim&rtumore mit klinischen

und histopathologischen Parametern

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der IDO1-Expression in Epithelzellen von
Primartumoren zeigte sich eine positive signifikante Korrelation mit dem weiblichen
Geschlecht (p=0,046).

Ein Patientenalter < 75 Jahre wies eine positive Korrelation mit der epithelialen IDO1-
Expression auf (p=0,017).

Zudem konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen einer héheren Einteilung in der
T- und N-Klassifikation und damit ebenfalls den hoheren UICC-Stadien mit einer
geringeren epithelialen IDO1-Expression beobachtet werden (alle p<0,001).

Das Auftreten eines Rezidivs korrelierte signifikant mit einer héheren IDO1-Expression
(p=0,021).

Es konnte keine Korrelation zwischen der IDO1-Expression und dem Grading des
Primé&rtumors beobachtet werden (p=0,498).

Tumore, welche im Bereich des Mundbodens, der Zunge oder des Unterkiefers lokalisiert
waren, wiesen eine hochsignifikant héhere epitheliale IDO1-Expression auf (p<0,001).
Zudem korrelierte die IDO1-Expression mit der PD-L1- und PD-L2-Expression im
Primartumor (beide p<0,001).

Es konnte keine Korrelation zwischen der IDO1-Expression und der pl6-Expression
gefunden (p=0,137).

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse der IDO1-Expression in Epithelzellen der
Primartumore mit klinischen und histopathologischen Parametern sind in Tabelle 12

dargestellt.
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Tabelle 12: Korrelation der klinischen und histopathologischen Parameter mit der IDO1-
Expression in Epithelzellen der Primartumore

Charakteristika Niedrige IDO1- Hohe IDO1 p-Wert
Expression (%) Expression (%)

Geschlecht Ménnlich 64 (61,1) 41 (39) 0,046*
Weiblich 50 (75,8) 16 (24,2)

Alter <75 Jahre 96 (71,1) 39 (28,9) 0,017*
> 75 Jahre 18 (50) 18 (50)

T-Klassifikation 1 46 (83,6) 9 (16,4) <0,001*
2 41 (69,5) 18 (30,5)
3 4 (57,1) 3 (42,9)
4 23 (46) 27 (54)

N-Klassifikation 0 89 (76,1) 28 (23,9) <0,001*
1 11 (57,9) 8 (42,1)
2a 0 (0) 1 (100)
2b 9 (40,9) 13 (59,1)
2c 5(41,7) 7 (58,3)

UICC-Stadium I 41 (85,4) 7 (14,6) <0,001*
I 32(82,1) 7 (17,9)
I 10 (55,6) 8 (44,4)
v 31 (47) 35 (53)

Rezidiv Ja 97 (70,8) 40 (29,2) 0,021*
Nein 17 (50) 17 (50)

Grading 1 12 (100) 0 (0) 0,498
2 73 (63,5) 42 (36,5)
3 26 (68,4) 12 (31,6)
Fehlend 3 (50) 3 (50)

Lokalisation Mundboden 38 (84,4) 7 (15,6) <0,001*
Zunge 29 (74,4) 10 (25,6)
Oberkiefer 35 (61,4) 22 (38,6)
Unterkiefer 1(33,3) 2 (66,7)
Unterlippe 1 (100) 0 (0)
Weichgaumen 7 (58,3) 5(41,7)
Planum buccale 2 (20) 8 (80)
Fehlend 1(25) 3 (75)

PD-L1 Negativ 23 (74,2) 8 (25,8) <0,001*
Positiv 38 (74,5) 13 (25,5)
Fehlend 53 (59,6) 36 (40,4)

PD-L2 Negativ 42 (93,3) 3(6,7) <0,001*
Positiv 65 (58) 47 (42)
Fehlend 7 (50) 7(50)

pl6 Negativ 19 (73,1) 7 (26,9) 0,137
Positiv 84 (66,1) 43 (33,9)
Fehlend 11 (61,1) 7 (38,9)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau <0,05
Abkulrzungen: PD-L1/2: programmed death ligand 1/2; UICC = Union internationale contre

le cancer
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5.1.1.3 Korrelation der IDO1-Expression in Immunzellen des Primértumors mit klinischen

und histopathologischen Parametern

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der IDO1-Expression in Immunzellen der
Primartumore zeigte sich eine positive Korrelation mit dem weiblichen Geschlecht
(p=0,006).

Zudem Kkorrelierte ein hoheres Alter (> 75 Jahre) mit einer hoheren IDO1-Expression
(p=0,019).

Tumore, welche histopathologisch einer héheren T- (p=0,010) oder N-Klassifikation
(p=0,008) zugeordnet und dementsprechend in ein hoheres UICC-Stadium (p=0,026)
eingeteilt wurden, wiesen eine positive Korrelation mit der IDOLl-Expression in
Immunzellen auf.

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grading des Tumors
(p=0,932), dem Auftreten eines Rezidivs (p=0,100), der Lokalisation der Tumore (p=0,067)
sowie der PD-L1- (p=0,745), PD-L2- (p=0,335) und pl6-Expression (p=0,971) mit der

IDO1-Expression in Immunzellen beobachtet werden.
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Tabelle 13: Korrelation der klinischen und histopathologischen Parameter mit der IDO1-

Expression in Immunzellen der Primartumore

Charakteristika Niedrige IDO1- Hohe IDO1- p-Wert
Expression (%) Expression (%)
Geschlecht Mannlich 49 (56,2) 46 (43,8) 0,006*
Weiblich 23 (34,8) 43 (65,2)
Alter <75 Jahre 71 (52,6) 64 (47,4) 0,019*
> 75 Jahre 11 (30,6) 25 (69,4)
T-Klassifikation 1 32 (58,2) 23 (41,8) 0,010*
2 30 (50,8) 29 (49,2)
3 4 (57,1) 3(42,9)
4 16 (32) 34 (68)
N-Klassifikation 0 63 (53,8) 54 (46,2) 0,008*
1 11 (57,9) 8 (41,1)
2a 0(0) 1 (100)
2b 5(22,7) 17 (77,3)
2c 3(25) 9 (75)
UICC-Stadium I 28 (58,3) 20 (41,7) 0,026*
Il 21 (53,8) 18 (46,2)
I 11 (61,1) 7 (38,9)
v 22 (33,3) 44 (66,7)
Rezidiv Ja 70 (51,1) 67 (48,9) 0,100
Nein 12 (25,3) 22 (64,7)
Grading 1 7 (58,3) 5(41,7) 0,932
2 53 (46,1) 62 (53,9)
3 19 (50) 19 (50)
Fehlend 3 (50) 3 (50)
Lokalisation Mundboden 26 (57,8) 19 (42,2) 0,067
Zunge 25 (64,1) 14 (35,9)
Unterkiefer 20 (25,1) 37 (64,9)
Oberkiefer 1(33,3) 2 (66,7)
Unterlippe 0(0) 1 (100)
Weichgaumen 6 (50) 6 (50)
Planum buccale 4 (40) 6 (60)
Fehlend 0 (0) 4 (100)
PD-L1 Negativ 23 (51,1) 22 (48,9) 0,745
Positiv 54 (48,2) 58 (51,8)
Fehlend 5(35,8) 9 (64,3)
PD-L2 Negativ 15 (57,7) 11 (42,3) 0,335
Positiv 60 (47,2) 67 (52,8)
Fehlend 7 (38,9) 11 (61,1)
p16 Negativ 40 (45,4) 48 (54,5) 0,971
Positiv 27 (45,8) 32 (54,2)
Fehlend 15 (62,5) 9 (37,5)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau <0,05

Abkirzungen: PD-L1/2: programmed death ligand 1/2; UICC = Union internationale contre

le cancer
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5.1.1.4 Einfluss der IDO1-Expression in Epithelzellen des Primartumors auf das

progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientenkohorte

Die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abbildung 8 zeigen, dass Patienten mit einer
hohen epithelialen IDO1-Expression ein signifikant kiirzeres progressionsfreies Uberleben
aufwiesen (p=0,002). Zudem uberlebten Patienten, deren Primartumore eine hohe

epitheliale IDO1-Expression zeigten, signifikant kirzer (p=0,007).
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Abbildung 8: Graphische Darstellung des progressionsfreien Uberlebens und

Gesamtiberlebens differenziert nach der IDOL1-Expression in Epithelzellen der
Primartumore anhand von Kaplan-Meier-Kurven.
Mithilfe des Log-Rank-Tests erfolgte die statistische Auswertung der Uberlebensdaten.
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5.1.1.5 Einfluss der IDO1-Expression in Immunzellen des Primartumors auf das

progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientenkohorte

Wie in Abbildung 9 dargestellt, verzeichneten Patienten mit einer hohen IDO1-Expression
in Immunzellen einen signifikant frGheren Tumorprogress (p=0,029).

Zudem Uuberlebten Patienten, deren Primartumoren eine hohe Anzahl von IDO1*-
Immunzellen aufwiesen, deutlich kurzer. Der Unterschied zwischen der Patientenkohorte
mit einer hohen Anzahl und der mit einer niedrigen Anzahl IDO1*-Immunzellen war

annadhernd signifikant (p=0,054).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung des progressionsfreien Uberlebens und
Gesamtuberlebens bei einer differenziert nach der IDO1-Expression in Immunzellen der

Primartumore anhand von Kaplan-Meier-Kurven.
Mithilfe des Log-Rank-Tests erfolgte die statistische Auswertung der Uberlebensdaten.
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5.1.1.6 Uni- und Multivariatanalyse des progressionsfreien Uberlebens und

Gesamtuberlebens

Die univariate Analyse zeigte einen signifikanten Einfluss der IDO1-Expression in
Epithelzellen (HR: 2,544; 95%Cl: 1,459-5,139; p=0,009), der IDO1-Expression in
Immunzellen (HR: 1,483; 95%CI: 1,029-2,137; p=0,029) sowie des UICC-Stadiums (HR:
2,43; 95%CIl: 1,190-4,962; p=0,012) auf das progressionsfreie Uberleben.

Die IDO1-Expression in Epithelzellen (HR: 2,817; 95%CI: 1,428-5,558; p=0,003) und das
UICC-Stadium (HR: 2,876; 95%CI: 1,355-6,102; p=0,004) konnten in der Univariat-
Analyse als signifikante Einflussparameter auf das Gesamtiiberleben identifiziert werden.
Auch die IDO1-Expression in Immunzellen wies einen nahezu signifikanten Einfluss auf
das Gesamtiberleben auf (HR: 1,428; 95%CIl: 0,985-2,070; p=0,054). Die Ergebnisse der
Univariat-Analyse sind in Tabelle 14 dargestellt.

In der Multivariat-Analyse zeigten die IDO1-Expression in Epithelzellen (HR: 2,073;
95%CI: 0,959-4,479; p=0,064) sowie die IDO1-Expression in Immunzellen (HR: 1,416;
95%ClI: 0,967-2,074; p=0,074) einen annahernd signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie  Uberleben. Zudem wies das UICC-Stadium einen annahernd
signifikanten Einfluss auf das Gesamtuberleben auf (HR: 2,219; 95%CI: 0,990-4,973;
p=0,053). Die Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der Multivariat-Analyse.
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Tabelle 14: Univariat-Analyse des progressionsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens
in Abhangigkeit von klinischen und histopathogischen Markern sowie der IDO1-
Expression in Primartumoren

Charakteristika Gesamtiiberleben Progressionsfreies
Uberleben
HR (95%Cl) p-Wert HR (95%Cl) p-Wert
Geschlecht Weiblich vs. 1,032 0,932 0,867 0,693
mannlich (0,501-2,127) (0,426-1,764)
Alter <75Jahrevs. | 1,644 0,135 1,140 0,601
> 75 Jahre (0,732-3,693) (0,492-2,640)
UICC-Stadium I/l vs. 1/ 2,876 0,004* 2,43 0,012*
(1,355-6,102) (1,190-4,962)
IDO1-Expression Hoch vs. 2,817 0,003* 2,544 0,009*
in Epithelzellen niedrig (1,428-5,558) (1,259-5,139)
IDO1-Expression Hoch vs. 1,428 0,054 1,483 0,029*
in Immunzellen niedrig (0,985-2,070) (1,029-2,137)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale
contre le cancer

Tabelle 15:  Multivariat-Analyse  des  progressionsfreien  Uberlebens  und
Gesamtiberlebens in Abh&angigkeit von klinischen und histopathologischen Markern sowie
der IDO1-Expression in Primartumoren

Charakteristika Gesamtiberleben Progressionsfreies
Uberleben
HR (95%CI) p-Wert HR (95%CI) p-Wert
Geschlecht Weiblich vs. 0,893 0,771 0,789 0,533
mannlich (0,415-1,920) (0,374-1,665)
Alter <75Jahrevs. | 1,327 0,509 0,838 0,690
> 75 Jahre (0,574-3,067) (0,352-1,997)
UICC-Stadium I/l vs. NV 2,219 0,053 1,731 0,170
(0,990-4,973) (0,791-3,789)
IDO1-Expression Hoch vs. 1,696 0,182 2,073 0,064
in Epithelzellen niedrig (0,781-3,687) (0,959-4,479)
IDO1-Expression Hoch vs. 1,296 0,189 1,416 0,074
in Immunzellen niedrig (0,880-1,908) (0,967-2,074)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale
contre le cancer
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5.1.2 IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen

5.1.2.1 Klinische und histopathologische Eigenschaften der nodal-positiven

Patientenkohorte

Insgesamt wurden die Lymphknotenmetastasen von 40 Patienten retrospektiv hinsichtlich
ihrer IDO1-Expression untersucht.

Die Patientenkohorte setzte sich aus 12 (30%) Frauen und 28 (70%) M&nnern zusammen.
33 (82,5%) der Patienten waren < 75 Jahre alt, wohingegen 7 (17,5%) der Patienten &lter
als 75 Jahre alt waren.

Die GroRe sowie Infiltration der Primartumore wurde wie folgt histopathologisch
klassifiziert:

T1: 6 (15%), T2: 15 (37,5%), T3: 4 (10%), T4: 15 (37,5%).

Der Lymphknotenstatus wurde wie folgt histopathologisch beurteilt: N1: 13 (32,5%), N2b:
18 (45%), N2c: 8 (20%), N3: 1 (2,5%).

Keiner der Patienten wies Fernmetastasen auf.

Anhand der TNM-Klassifikation wurden 9 (22,5%) der Patienten in das UICC-Stadium Il
und 31 (77,5%) der Patienten in das UICC-Stadium IV eingeteilt.

Die Differenzierung der Tumore wurde wie folgt beurteilt: G2: 29 (72,5%), G3: 10 (25%).
7 (17,5%) der Tumore waren im Bereich des Mundbodens, 12 (30%) im Bereich der
Zunge, 12 (30%) im Bereich des Unterkiefers, einer (2,5%) im Bereich des Oberkiefers, 2
(5%) im Bereich des Weichgaumens und 4 (10%) im Bereich des Planum buccale
lokalisiert.

Bei 12 (30%) der Patienten ist nach der primaren Tumorresektion und Neck Dissection
sowie der im Falle von Risikofaktoren nach Leitlinie durchgefiihrten adjuvanten Therapie
ein Rezidiv aufgetreten. Im Gegensatz dazu waren 28 (70%) der Patienten zum Zeitpunkt
der Datenerhebung rezidivirei.

10 (25%) wiesen eine hohe pl6-Expression auf, wohingegen 13 (32,5%) der Tumoren
pl6-negativ waren.

In keinem der Tumore liel3 sich HPV-DNA nachweisen.

Die Zusammensetzung der Patientenkohorte ist in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Auflistung der klinischen und histopathologischen Parameter innerhalb der
analysieren Kohorte mit Lymphknotenmetastasen

Charakteristika

Anzahl der Patienten (%)

Geschlecht

Mannlich

28 (70)

Weiblich

12 (30)

Alter

<75 Jahre

33 (82,5)

> 75 Jahre

7 (17,5)

T-Klassifikation

6 (15)

15 (37,5)

4 (10)

AIWIN|F

15 (37,5)

N-Klassifikation

13 (32,5)

2b

18 (45)

2c

8 (20)

1(2,5)

M-Klassifikation

40 (100)

0 (0)

UICC-Stadium

9 (22,5)

31 (77,5)

Grading

29 (72,5)

10 (25)

Fehlend

1(2,5)

Lokalisation

Mundboden

7 (17,5)

Zunge

12 (30)

Unterkiefer

12 (30)

Oberkiefer

1(2,5)

Weichgaumen

2 (5)

Planum buccale

4 (10)

Fehlend

2 (5)

Rezidiv

Ja

12 (30)

Nein

28 (70)

p16

Positiv

10 (25)

Negativ

13 (32,5)

Fehlend

17 (42,5)

HPV-DNA

Negativ

33 (82,5)

Fehlend

7 (17,5)

Abkurzungen: DNA = desoxyribonucleinacid; HPV = Humane Papillomaviren; UICC =

Union internationale contre le cancer
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5.1.2.2 Korrelation der IDO1-Expression in Epithelzellen der Lymphknotenmetastasen mit

klinischen und histopathologischen Parametern

Die Korrelationsanalyse zeigte eine signifikante Assoziation des weiblichen Geschlechts
mit  einer  hohen epithelialen IDO1-Expression in Epithelzellen der
Lymphknotenmetastasen (p=0,039).

Im weiteren konnte keine signifikante Korrelation zwischen der epithelialen IDO1-
Expression in Lymphknotenmetastasen und dem Alter (€ 75 und > 75 Jahre, p=0,101), der
TumorgroRe und -infiltration (T-Klassifikation, p=0,228), dem Lymphknotenstatus (N-
Klassifikation, p=0,342), dem UICC-Stadium (p=0,462), dem Auftreten eines Rezidivs
(p=0,160), dem Differenzierungsgrad des Tumors (p=0,353), der Lokalisation des Tumors
(p=0,771), der PD-L1- (p=0,869), der PD-L2- (p=0,657) und der p16-Expression (p=0,100)

gefunden werden.
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Tabelle 17: Korrelation der klinischen und histopathologischen Parameter mit der IDO1-

Expression in Epithelzellen der Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Hohe IDO1- Niedrige IDO1- p-Wert
Expression (%) Expression (%)

Geschlecht Ménnlich 20 (71,4) 8 (28,6) 0,039*
Weiblich 12 (100) 0 (0)

Alter < 75 Jahre 28 (84,8) 5 (15,2) 0,101
> 75 Jahre 4(57,1) 3(42,9)

T-Klassifikation 1 5(83,3) 1(16,7) 0,228
2 10 (66,7) 5(33,3)
3 3 (75) 1(25)
4 14 (93,3) 1(6,7)

N-Klassifikation 1 12 (92,3) 1(7,7) 0,342
2b 13 (72,2) 5 (27,8)
2c 6 (75) 2 (25)
3 1 (100) 0 (0)

UICC-Stadium i 8 (88,9) 1(11,1) 0,462
IV 24 (77,4) 7 (22,6)

Rezidiv Nein 24 (85,7) 4 (14,3) 0,160
Ja 8 (66,6) 4 (33,3)

Grading 2 22 (75,9) 7 (24,1) 0,353
3 9 (90) 1 (10)
Fehlend 1 (100)

Lokalisation Mundboden 5(71,4) 2 (28,6) 0,771
Zunge 10 (83,3) 2 (16,7)
Unterkiefer 9 (75) 3(25)
Oberkiefer 1 (100) 0(0)
Weichgaumen 2 (100) 0(0)
Planum buccale 3(75) 1 (25)
Fehlend 2 (100) 0 (0)

PD-L1 Negativ 4 (80) 1 (20) 0,869
Positiv 15 (83,3) 3 (16,7)
Fehlend 13 (76,5) 4 (23,5)

PD-L-2 Negativ 1 (100) 0(0) 0,657
Positiv 18 (81,8) 4(18,2)
Fehlend 13 (76,5) 4 (23,5)

p16 Negativ 13 (100) 0 (0) 0,100
Positiv 6 (60) 4 (40)
Fehlend 13 (76,5) 4 (23,5)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05; Abkirzungen: PD-
L1/2: programmed death ligand 1/2; UICC = Union internationale contre le cancer
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5.1.2.3 Korrelation der IDO1-Expression in Immunzellen der Lymphknotenmetastasen mit

klinischen und histopathologischen Parametern

Die Lokalisation der Primartumore im Bereich des Mundbodens, der Zunge und des
Unterkiefers war mit einer niedrigen IDO1-Expression in Immunzellen der
Lymphknotenmetastasen assoziiert (p=0,006).

AulRerdem konnte eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten eines Rezidivs und
einer hohen IDO1-Expession in Immunzellen beobachtet werden (p=0,038).

Das weibliche Geschlecht wies eine positive Korrelation mit der IDO1-Expression in
Immunzellen auf. Die Korrelation erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau (p=0,079).
Im Weiteren konnte keine signifikante Korrelation zwischen der IDO1-Expression in
Immunzellen und dem Alter (€ 75 und > 75 Jahre, p=0,946), der T-Klassifikation (p=0,477),
der N-Klassifikation (p=0,387), dem UICC-Stadium (p=0,696), dem Grading des Tumors
(p=0,145), der PD-L1- (p=0,587), der PD-L2- (p=0,521) und der p16-Expression (p=0,199)
gezeigt werden.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf IDO1-Expression in Immunzellen
von Priméartumoren und Lymphknotenmetastasen festgestellt werden (p=0,083).
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Tabelle 18: Korrelation der klinischen und histopathologischen Parameter mit der IDO1-

Expression in Immunzellen der Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Niedrige IDO1- Hohe IDO1- p-Wert
Expression (%) Expression (%)

Geschlecht Ménnlich 18 (64,3) 10 (35,7) 0,079
Weiblich 11 (91,7) 1(8,3)

Alter < 75 Jahre 24 (72,7) 9 (27,3) 0,946
> 75 Jahre 5 (71,4) 2 (28,6)

T-Klassifikation 1 5(83,3) 1(16,7) 0,477
2 11 (73,3) 4 (26,7)
3 3 (75) 1(25)
4 10 (66,6) 5(33,3)

N-Klassifikation 1 9 (69,2) 4 (30,8) 0,387
2b 12 (66,7) 6 (33,3)
2c 7 (87,5) 1(12,5)
3 1 (100) 0 (0)

UICC-Stadium 1 7(77,8) 2(22,2) 0,696
IV 22 (71) 9 (29)

Grading 2 19 (65,5) 10 (34,5) 0,145
3 9 (90) 1 (10)
Fehlend 1 (100) 0 (0)

Rezidiv Ja 6 (50) 6 (50) 0,038*
Nein 23(82,1) 5 (17,9)

Lokalisation Mundboden 7 (100) 0(0) 0,006
Zunge 10 (83,3) 2 (16,7)
Unterkiefer 8 (66,7) 4 (33,3)
Oberkiefer 1 (100) 0(0)
Weichgaumen 1 (50) 1 (50)
Planum buccale 1(25) 3 (75)
Fehlend 1 (50) 1 (50)

PD-L1 Negativ 4 (80) 1 (20) 0,587
Positiv 12 (66,7) 6 (33,3)
Fehlend 13 (76,5) 4 (23,5)

PD-L2 Negativ 1 (100) 0 (0) 0,521
Positiv 15 (68,2) 7 (31,8)
Fehlend 13 (76,5) 4 (23,5)

p16 Negativ 11 (84,6) 2 (15,4) 0,199
Positiv 6 (60) 4 (40)
Fehlend 12 (70,6) 5 (29,4)

Abkirzungen: PD-L1/2: programmed death ligand 1/2; UICC = Union internationale

contre le cancer
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5.1.2.3 Einfluss der IDO1-Expression in Epithelzellen der Lymphknotenmetastasen auf

das progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben

Wie in Abbildung 10 dargestellt, wiesen Patienten mit einer hohen epithelialen,
intrametastastischen IDO1-Expression ein kiirzeres progressionsfreies Uberleben auf, der
Unterschied war jedoch nur anndhernd signifikant (p=0,075).

Patienten, deren Lymphknotenmetastasen eine hohe epitheliale IDO1-Expression

aufwiesen, lebten signifikant kirzer (p=0,043).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung des Gesamtiberlebens und des
progressionsfreien Uberlebens differenziert nach der IDO1-Expression in Epithelzellen der
Lymphknotenmetastasen anhand von Kaplan-Meier-Kurven.

Mithilfe des Log-Rank-Tests erfolgte die statistische Auswertung der Uberlebensdaten.
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5.1.2.4 Einfluss der IDO1-Expression in Immunzellen der Lymphknotenmetastasen auf

das progressionsfreie Uberleben und Gesamtiiberleben

Die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abbildung 11 zeigen, dass Patienten mit
einer hohen IDO1-Expression in den Immunzellen der Lymphknotenmetastasen ein
signifikant kiirzeres progressionsfreies Uberleben aufwiesen (p=0,009). Zudem
Uberlebten Patienten, deren intrametastatische Immunzellen eine hohe IDO1-Expression

zeigten, kurzer. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,102).
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Abbildung 11: Graphische Darstellung des Gesamtiberlebens und des
progressionsfreien Uberlebens differenziert nach der IDO1-Expression in Immunzellen der
Lymphknotenmetastasen anhand von Kaplan-Meier-Kurven.

Mithilfe des Log-Rank-Tests erfolgte die statistische Auswertung der Uberlebensdaten.
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5.1.2.5 Uni- und Multivariatanalyse des progressionsfreien Uberlebens und

Gesamtuberlebens der nodal-positiven Patientenkohorte

Im Rahmen der Univariat-Analyse konnte die IDO1-Expression in intrametastatischen
Immunzellen als signifikanter Einflussfaktor auf das progressionsfreie Uberleben
identifiziert werden (HR: 1,859; 95%CI: 0,127-3,066; p=0,009). Die IDO1-Expression in
intrametastatischen Epithelzellen (HR: 2,511; 95%CI: 0,869-7,26; p=0,075) sowie das
Alter (HR: 2,646; 95%CI: 1,30-10,219; p=0,057) wiesen ebenfalls einen starken und
nahezu signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben auf.

In der Univariat-Analyse zeigte die IDO1-Expression in Epithelzellen in Bezug auf das
Gesamtiuberleben einen signifikanten Einfluss (HR: 2,830; 95%CI: 0,976-8,212; p=0,043).
In der Multivariat-Analyse konnten die IDO1-Expression in Immunzellen als signifikanter,
unabhangiger Einflussfaktor auf das progressionsfreie Uberleben bestéatigt werden (HR:
1,951; 95%CI: 1,079-3,528; p=0,027).

In der Multivariat-Analyse fir das Gesamtuiberleben stellte sich keiner der klinischen und
histopathologischen Einflussfaktoren als signifikant dar.

Die Ergebnisse der Univariat- und Multivariatanalyse sind in den Tabellen 19 und 20
dargestellt.
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Tabelle 19: Univariat-Analyse des progressionsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens
in Abhé&ngigkeit von klinischen und histopathologischen Parametern sowie der IDO1-
Expression in Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Gesamtuberleben Progressionsfreies
Uberleben
HR (95%ClI) p-Wert HR (95%ClI) p-Wert
Geschlecht Weiblich vs. 0,39 0,121 0,605 0,374
mannlich (0,112-1,358) (0,195-1,880)
Alter <75 Jahrevs. | 2,322 0,139 2,646 0,057
> 75 Jahre (0,726-7,423) (1,30-10,219)
UICC-Stadium lvs. IV 2,837 0,144 2,531 0,199
(0,646-12,455) (0,574-11,166)
IDO1-Expression Hoch vs. 2,830 0,043* 2,511 0,075
in Epithelzellen niedrig (0,976-8,212) (0,869-7,260)
IDO1-Expression Hoch vs. 1,509 0,102 1,859 0,009*
in Immunzellen niedrig (0,905-2,495) (0,127-3,066)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: Cl = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale
contre le cancer

Tabelle 20: Multivariat-Analyse  des  progressionsfreien  Uberlebens  und
Gesamtiberlebens in Abhéngigkeit von klinischen und histopathologischen Parametern
sowie der IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Gesamtiberleben Progressionsfreies
Uberleben
HR (95%Cl) p-Wert HR (95%CI) p-Wert
Geschlecht Weiblich vs. 0,428 0,263 0,703 0,627
mannlich (0,097-1,890) (0,170-2,908)
Alter <75Jahrevs. | 2,683 0,152 4,978 0,013*
> 75 Jahre (0,696-10,351) (1,397-17,733)
UICC-Stadium lvs. IV 2,118 0,325 1,132 0,879
(0,476-9,428) (0,229-5,591)
IDO1-Expression Hoch vs. 1,540 0,488 1,153 0,831
in Epithelzellen niedrig (0,454-5,224) (0,312-4,260)
IDO1-Expression Hoch vs. 1,246 0,425 1,951 0,027*
in Immunzellen niedrig (0,726-2,137) (1,079-3,528)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale
contre le cancer
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5.2 FACS-Analyse zur IDO1-Expression

Fur die Untersuchung der Makrophagenpopulationen und deren IDO1-Expression wurden
Blut- und Gewebeproben durchflusszytometrisch untersucht. Die Auswertung der
Expression der verschiedenen Makrophagenmarker erfolgte prozentual. Aus allen

gemessenen Werten wurde der Durchschnitt berechnet.

Wenn zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde der Student’s t-Test mit
Welch-Korrektur angewandt. Mithilfe der one-way ANOVA wurden mehrere Untergruppen

miteinander verglichen.
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5.2.1 Klinische und histopathologische Eigenschaften der Tumorpatientenkohorte

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung von Blutproben wurden 19 Patienten
prospektiv eingeschlossen. Die Gatingstrategie ist exemplarisch an einer Patientenprobe
in Abbildung 12 dargestellt.

Die Patientenkohorte setzte sich aus 10 (52,6%) Frauen und 9 (47,4%) Mannern
zusammen.

14 (73,7%) der Patienten waren < 75 Jahre alt, wohingegen 5 (26,3%) der Patienten alter
als 75 Jahre alt waren.

Die GroRRe sowie Infiltration der Primartumore wurde wie folgt histopathologisch
klassifiziert: T1: 4 (21,1%), T2: 4 (21,1%), T3: 3 (15,8%), T4: 8 (41,1%).

Der Lymphknotenstatus wurde wie folgt histopathologisch beurteilt: NO: 14 (73,7%), N1: 1
(5,3%), N2a: 1 (5,3%), N2b: 2 (10,5%), N3b: 1 (5,3%).

Keiner der Patienten wies Fernmetastasen auf.

Anhand der TNM-Klassifikation wurden die Patienten in die folgenden UICC-Stadien
eingeteilt: I: 4 (21,1%), II: 3 (15,8%), llI: 3 (15,8%), IV: 9 (47,4%).

Die Differenzierung der Tumore wurde wie folgt beurteilt: G1: 2 (10,5%), G2: 6 (31,6%),
G3: 8 (42,1%).

Die Kohorte der gesunden Kontrollpatienten setzte sich aus vier Patienten zusammen.
Diese waren jeweils zur Halfte mannlich und weiblich (je zwei, 50%). 3 (75%) der Patienten
waren < 75 Jahre alt, 1 Patient (25%) war alter als 75 Jahre.

Die Zusammensetzung der Kohorte der Tumorpatienten unterschied sich hinsichtlich der
Zugehdrigkeit zu den Altersgruppen < 75 und > 75 Jahre (t-Test, p=0,987) sowie dem
Geschlecht (t-Test, p=0,522) nicht signifikant von der der gesunden Kontrollpersonen.

Die Zusammensetzung der Patientenkohorten ist in Tabelle 21 dargestellt.
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Untersuchung von peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) auf die Expression von CD68, CD163 und IDO1.
(A) Zunachst erfolgte mithilfe der SSC-A- und FSC-A-Gates der Ausschluss von
zellularem Debris. (B) Zellen, die aneinander adharierten und keinen Einzelzellstrahl
bildeten, wurden ausgeschlossen. Singlets zeichnen sich hierbei durch einen linearen
Zusammenhang zwischen FSC-A und FSC-H aus. (C) CD68*-Zellen wurden als
Makrophagen definiert. (D) CD163"-Zellen wurden als weitere Makrophagengruppe
definiert. (E) Von den CD68"-Zellen wurde der CD163+-Anteil gemessen. Anschliel3end
wurde von den (F) CD68*-, (G) CD163*- und (H) CD68"CD163"- Zellen der IDO1*-Antell

ausgewertet.
Abkurzungen: FSC-A/H = foward scatter area/height; SSC-A = side scatter area

91



Ergebnisse

Tabelle 21: Auflistung der

klinischen Parameter der Patientenkohorte fir
durchflusszytometrische Untersuchung der IDO1-Expression

Charakteristika

Anzahl der
Patienten (%)

Anzahl der gesunden
Kontrollpatienten (%)

Geschlecht

Méannlich

9 (47,4)

2 (50)

Weiblich

10 (52,6)

2 (50)

Alter

< 75 Jahre

14 (73,7)

3(75)

> 75 Jahre

5 (26,3)

1 (25)

T-Klassifikation

4(21,1)

4(21,1)

3 (15,8)

AIWIN|PF

8 (41,1)

N-Klassifikation

o

14 (73,7)

1(5,3)

2a

1(5,3)

2b

2 (10,5)

3b

1(5,3)

M-Klassifikation

19 (100)

0(0)

UICC-Stadium

4(21,1)

3 (15,8)

3 (15,8)

9 (47,4)

Grading

2 (10,5)

6 (31,6)

8 (42,1)

Abbreviation: UICC = Union internationale contre le cancer

die
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5.2.2 Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen der Tumor- und

Kontrollpatientenkohorte

Die Expression von CD68, welches sowohl auf M1- als auch auf M2-Makrophagen
exprimiert wird, CD163 und CD206 als M2-Makrophagenmarker sowie der IDO1*-Anteil
der verschiedenen Makrophagenpopulationen wurde in den PBMCs sowohl der

Tumorpatienten als auch der gesunden Kontrollpersonen quantifiziert und verglichen.

Die Tumorpatienten in den UICC-Stadien Il und IV wiesen im Allgemeinen einen hdheren
Anteil CD68*-Zellen auf als die Tumorpatienten in den UICC-Stadien | und II. Der
Unterschied zwischen den Patienten des UICC-Stadiums IV und den Patienten der
Stadien | und 1l war hochsignifikant (p<0,01). Zudem wiesen die Tumorpatienten in den
Stadien Il und 1V einen hochsignifikant hoheren Anteil CD68*-Zellen auf als die gesunden

Kontrollpersonen (p<0,001).

Der Anteil CD163*-Zellen war bei den Patienten in den UICC-Stadien Ill und IV am
hdchsten und zudem signifikant héher als in der Kontrollkohorte (p<0,05).

Bei der Auswertung des CD163*-Anteils der CD68*-Zellen zeigte sich, dass dieser mit
zunehmendem UICC-Stadium zunimmt. Der Vergleich zwischen dem UICC-Stadium | und
den UICC-Stadien Ill und IV zeigte einen hochsignifikanten Unterschied (p<0,0001).
Zudem wiesen die Patienten im UICC-Stadium Il einen signifikant geringeren Anteil als die
Patienten in den Stadien Il (p<0,01) und IV (p<0,0001) auf. Zudem war der Unterschied
zwischen den Patienten in den UICC-Stadien Il (p<0,05) und IV (p<0,001) und den

Kontrollpatienten signifikant.

Der IDO1*-Anteil der CD68*-Zellen war bei den Patienten im UICC-Stadium IV signifikant
hoher als bei den Patienten im UICC-Stadium Il (p<0,05). Zudem wiesen die Patienten in
den UICC-Stadien | (p<0,01), lll (p<0,05) und IV (p<0,0001) einen signifikant héheren
IDO1*-Anteil auf als die gesunde Kontrollkohorte.

Hinsichtlich der IDO1-Expression der CD163*-Zellen konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den UICC-Stadien gefunden werden. Jedoch war die IDO1-
Expression in den UICC-Stadien Il und 1V héher als in den Stadien | und II. Im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe war die Expression im UICC-Stadium IV jedoch signifikant
héher (p<0,05).
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Ein ahnliches Bild ergab sich bei der Auswertung des IDO1*-Anteils der CD68*CD168*-
Zellen. Die IDO1-Expression in den UICC-Stadien Il und 1V war hoher als in den Stadien
I und I, jedoch konnte auch hier kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der
Unterschied zwischen der IDO1-Expression im Stadium IV und der der gesunden
Kontrollkohorte war jedoch annéhernd signifikant (p=0,0595).

Die Abbildung 13 zeigt die vergleichende Darstellung der unterschiedlichen

Makrophagenpopulationen.
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Abbildung 13: Quantifizierung und Vergleich der unterschiedlichen Makrophagen-
populationen zwischen den Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom, subgruppiert in
die jeweils vorliegenden UICC-Stadien, und der gesunden Kontrollkohorte.

Die Grafiken zeigen den jeweiligen prozentualen Anteil der (A) CD68*- und (B) CD163"-
Zellen sowie (C) den Anteil der CD163*-Zellen an den CD68"-Zellen. Ebenfalls ist der
IDO1*-Anteil der (D) CD68"-, (E) CD163"- und (F) CD68"CD163"-Zellen dargestellt.

Die prozentualen Anteile sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die
Asteriske markieren die signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

“markiert einen p-Wert <0,05, ** markiert einen p-Wert <0,01, ~* markiert einen p-Wert
<0,001 und **** markiert einen p-Wert <0,0001.
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5.2.3 Postoperativer Verlauf der IDO1-Expression

Die IDO1-Expression in der Gesamt-PBMC-Population wurde im postoperativen Verlauf
Uber zwei Wochen untersucht. Insgesamt konnte eine Zunahme der IDO1-Expression von
Tag O bis Tag 7 beobachtet werden. Nach dem siebten Tag hat die IDO1-Expression
wiederum signifikant abgenommen (p=0,01) und erreichte nach 14 Tagen annahernd das
praoperative Niveau.

Bemerkenswert war die signifikante Abnahme der IDO1-Expression in CD68"CD163"-
Zellen innerhalb der zwei Wochen post operationem (t-Test, p<0,05).

Die IDO1-Expression im postoperativen Verlauf ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Verlauf der IDO1-Expression in der Gesamt-peripheral blood mononuclear
cell (PBMC)-Population und in den CD68*CD163*-Zellen innerhalb von zwei Wochen post
operationem.
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5.2.4 Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen Tumor- und gesundem

Nachbargewebe

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vergleichenden Analyse von Tumor und
angrenzendem gesunden Normalgewebe des OSCCs hinsichtlich der Abundanz von
Markophagen und IDO1-exprimierenden Makrophagen dargestellt.

Im Allgemeinen waren mehr CD68*-, CD163*- und CD68*CD163*-Makrophagen im
Tumorgewebe als im angrenzenden gesunden Nachbargewebe lokalisiert.

Die CD68"-Zellen wiesen eine anndhernd signifikant hbhere Abundanz im Tumorgewebe
als im angrenzenden Nachbargewebe auf (p=0,0505).

Der Anteil CD163*-Zellen war im Tumorgewebe hochsignifikant hoéher als im
Nachbargewebe (p<0,0001).

Ebenfalls war der Anteil CD163"-Zellen an den CD68*-Zellen im Tumorgewebe
hochsignifikant héher als im Nachbargewebe (p<0,01).

Der Anteil IDO1*-Zellen an den CD68"- und CD163*-Zellen war hochsignifikant héher als
im Nachbargewebe (p<0,0001).

Im Gegensatz dazu konnte ein vergleichbarer IDO1*-Anteil der CD68*CD163"-Zellen
zwischen Tumor- und Nachbargewebe festgestellt werden (p=0,924).

Die Ergebnisse der vergleichenden Analyse zwischen Tumor- und gesundem

Nachbargewebe sind in Abbildung 15 dargestelit.
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Abbildung 15: Quantifizierung und Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen
Tumor (TU)- und gesundem Nachbargewebe (adjacent area, AA).

Die Grafiken zeigen den jeweiligen prozentualen Anteil der (A) CD68*- und (B) CD163"-
Zellen sowie (C) den Anteil der CD163"-Zellen an den CD68*-Zellen. Ebenfalls ist der
IDO1*-Anteil der (D) CD68*-, (E) CD163*- und (F) CD68*CD163"-Zellen dargestellit.

Die prozentualen Anteile sind als Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt. Die
Asteriske markieren die signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

“markiert einen p-Wert <0,01 und **** markiert einen p-Wert <0,0001.
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5.3 ELISAs der Kynurenin- und Tryptophankonzentration

Serumproben von Tumor- und gesunden Kontrollpatienten wurden mithilfe von ELISAs auf
ihre Trp- und Kyn-Konzentrationen untersucht. Zudem wurde die Kyn/Trp-Ratio berechnet,
da diese als Surrogat fur die IDO1-Aktivitat gilt. Die Serumproben wurden zum Zeitpunkt
der Tumorresektion mit Neck Dissection sowie eine und zwei Wochen post operationem
abgenommen.

Aus allen ermittelten Werten wurde der Durchschnitt gebildet.

Die Patientenkohorte entsprach der, deren Blutproben durchflusszytometrisch

ausgewertet wurden. Die Patientencharakteristika sind Tabelle 21 zu entnehmen.

Wenn zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde der Student's t-Test mit
Welch-Korrektur angewandt. Mithilfe der one-way ANOVA wurden mehrere Untergruppen

miteinander verglichen.
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5.3.1 Kynurenin- und Tryptophankonzentration sowie deren Ratio im Serum

Es war ein Anstieg der Kyn-Konzentration und der Kyn/Trp-Ratio im Serum mit
zunehmender T-Klassifikation zu beobachten. Die Kyn/Trp-Ratio war in der
Patientengruppe mit T4-Tumor annahernd signifikant hoher als in der gesunden
Kontrollgruppe (p=0,058).

Ein &hnliches Ergebnis konnte hinsichtlich der Kyn-Konzentration beobachtet werden. In
der Patientengruppe mit T4-Tumor war die Kyn-Konzentration annahernd signifikant héher

als in der gesunden Kontrollgruppe (p=0,067).

Die Trp-Konzentration war bei den Tumorpatienten mit T1- und T2-Tumoren hdher als bei
Tumorpatienten mit T3- und T4-Tumoren. Hinsichtlich der Trp-Konzentration konnte
zwischen den Tumorpatienten mit einem T4-Tumor und der gesunden Kontrollgruppe ein

signifikanter Unterschied beobachtet werden (p<0,05).

Dass keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen mit
unterschiedlich gro3en Tumoren vorlagen, kann, zumindest zum Teil, auf die grof3en

interindividuellen Schwankungen der Konzentrationen zurtickgefuhrt werden.
Bemerkenswert war, dass sich die Kyn/Trp-Ratio, die Kyn-Konzentration sowie die Trp-
Konzentration signifikant zwischen Patienten mit und ohne Lymphknotenmetastasen

unterschieden haben (p<0,05).

Die Trp- und Kyn-Konzentrationen sowie deren Ratio sind in Abbildung 16 zum Zeitpunkt

der primaren Tumorresektion in Abhangigkeit von der T- und N-Klassifikation dargestellt.
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Abbildung 16: Serumkonzentrationen von Kynurenin (Kyn) und Tryptophan (Trp) sowie
deren Ratio zum Zeitpunkt der primaren Tumorresektion in Abhangigkeit von der T- und

N-Klassifikation.

Die prozentualen Anteile sind als Mittelwert +

Asteriske markieren die signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

einen p-Wert <0,05 und ** markiert einen p-Wert <0,01.

Standardabweichung dargestellt. Die
* markiert

101



Ergebnisse

5.3.2 Korrelation der Kynurenin/Tryptophan-Ratio mit der IDO1-Expression in PBMCs und
Epithelzellen

Die Kyn/Trp-Ratio wurde auf eine Korrelation mit der IDO1-Expression in PBMCs und
epithelialen Tumorzellen des OSCCs untersucht. Die Kyn/Trp-Ratio korrelierte mit der
IDO1-Expression der PBMCs (p<0,05). Es konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Kyn/Trp-Ratio und der IDO1-Expression in den epithelialen Tumorzellen
beobachtet werden (p=0,672).

Die Korrelationsanalyse ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Korrelation der Kynurenin/Tryptophan-Ratio (Kyn/Trp-Ratio) im Serum mit
der IDO1-Expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMCSs).
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5.3.3 Kynurenin- und Tryptophankonzentration sowie ihre Ratio im postoperativen Verlauf

Die Serumkonzentrationen von Kyn und Trp sowie deren Ratio wurden im postoperativen

Verlauf Uber zwei Wochen untersucht.

Es konnte eine Zunahme der Kyn-Konzentration in der ersten Woche festgestellt werden.
In der zweiten Woche war hingegen eine Abnahme zu verzeichnen (p>0,05). Es konnte
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Kyn-Konzentration zwischen Tag 0 und Tag
14 festgestellt werden (p=0,385).

Im Gegensatz dazu ist die Trp-Konzentration im postoperativen Verlauf von Tag 0 zu Tag
7 zun&chst leicht und von Tag 7 zu Tag 14 starker gestiegen. Der Unterschied zwischen
Tag 0 und Tag 14 war signifikant (p=0,042).

Insgesamt hat die Kyn/Trp-Ratio im postoperativen Verlauf abgenommen. Der
Unterschied zwischen dem Zeitpunkt der Tumorresektion und zwei Wochen post
operationem war jedoch nur anndhernd signifikant (p=0,067). Dies fuhrten wir auf die

grol3en interindividuellen Schwankungen der Konzentrationen zurick.

Die Kyn- und Trp-Konzentrationen sowie die Kyn/Trp-Ratio im postoperativen Verlauf sind
in Abbildung 18 dargestelit.

103



Ergebnisse

60
s
~
=
E 50
i)
©
&
2
|: 40
<
>
N
30
0 1 2
Zeitpunkt [Wochen nach der Tumorresektion]
3000
g 2800
=
c
>
<
2600
2400
0 1 2
Zeitpunkt [Wochen nach der Tumorresektion]
110
100
90
=
3 80
o
S
|_
70
60

50
0 1 2

Zeitpunkt [Wochen nach der Tumorresektion]

Abbildung 18: Verlauf der Serumkonzentrationen von Kynurenin (Kyn), Tryptophan (Trp)
und ihrer Ratio (Kyn/Trp-Ratio) innerhalb von zwei Wochen post operationem.
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5.4 Immunhistochemische Untersuchungen zur TREM2-Expression

Im Rahmen der Untersuchung der TREM2-Expression auf Immunzellen in Primartumoren
und Lymphknotenmetastasen des OSCCs wurden TMAs immunhistochemisch gefarbt.

Daraufhin wurde die Anzahl TREM2*-Immunzellen ermittelt und die Patientenkohorte in
Patienten mit hoher und niedriger TREM2-Expression klassifiziert. Die Abbildung 19 zeigte
exemplarisch unterschiedlich hohe TREMZ2-Expressionen in Immunzellen von

Primartumoren sowie Lymphknotenmetastasen.

Die Farbungen zur PD-L1- und PD-L2-Expression im gleichen Patientenkollektiv wurden
in einer vorherigen Arbeit durchgefthrt (Moratin et al., 2019). Die p16-Farbung sowie die
In-situ-Hybridisierung zum Nachweis von HPV-DNA wurden nach bereits verdffentlichten
Protokollen vom Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes

angefertigt (Kuhn et al., 2021; Linxweiler et al., 2015).

Zur Ermittlung von Korrelationen zwischen der TREMZ2-Expression und klinisch-

histopathologischer Charakteristika wurde der SRC berechnet.

Im Rahmen der Untersuchung des Einflusses der TREMZ2-Expression auf das
progressionsfreie  Uberleben und Gesamtiiberleben erfolgte die Darstellung von
Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier differenziert nach der TREM2-Expression sowie die

Auswertung mittels Log-Rank-Tests.

Zur Uberpriifung der prognostischen Relevanz der TREM2-Expression sowie klinischer
und weiterer histopathologischer Marker in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben
und Gesamtiberleben erfolgten uni- und multivariate Cox-Regressionsanalysen mit
Berechnung der HR und der 95%CI.
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300 pm

Abbildung 19: Exemplarische Darstellung einer (A) niedrigen, (B) mittleren und (C) hohen
TREM2-Expression auf Immunzellen der Primédrtumoren sowie aquivalent dazu in den
Lymphknotenmetastasen (D-E).

Der schwarze Balken représentiert 300 um.
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5.4.1 TREM2-Expression in Primartumoren

5.4.1.1 Klinische und histopathologische Eigenschaften der Tumorpatientenkohorte

Insgesamt wurden die Primartumoren von 171 Patienten retrospektiv auf die Abundanz
von TREM2-exprimierenden Immunzellen untersucht.

Die Patientenkohorte setzte sich aus 71 (41,5%) Frauen und 100 (58,5%) Mannern
zusammen.

135 (78,9%) der Patienten waren < 75 Jahre alt, wohingegen 36 (21,1%) der Patienten
alter als 75 Jahre alt waren.

Die GroRRe sowie Infiltration der Primartumore wurde wie folgt histopathologisch
klassifiziert: T1: 59 (34,5%), T2: 58 (33,9%), T3: 7 (4,1%), T4: 47 (27,5%).

Der Lymphknotenstatus wurde wie folgt histopathologisch beurteilt: NO: 119 (69,6%), N1.:
19 (11,1%), N2b: 19 (11,1%), N2c: 14 (8,2%).

Keiner der Patienten wies Fernmetastasen auf.

Anhand der TNM-Klassifikation wurden die Patienten in die folgenden UICC-Stadien
eingeteilt: UICC-Stadium I: 52 (30,4%), II: 38 (22,2%), llI: 18 (10,5%), IV: 63 (36,8%).

Die Differenzierung der Tumoren wurde wie folgt beurteilt: G1: 15 (8,8%), G2: 117 (68,4%),
G3: 37 (21,6%).

47 (26,9%) der Tumoren waren im Bereich des Mundbodens, 43 (24,6%) im Bereich der
Zunge, 55 (31,4%) im Bereich des Unterkiefers, 3 (1,7%) im Bereich des Oberkiefers, 11
(6,3%) im Bereich des Weichgaumens und 12 (6,9%) im Bereich des Planum buccale
lokalisiert.

Bei 33 (19,3%) der Patienten ist nach der primaren Tumorresektion und Neck Dissection
sowie der im Falle von Risikofaktoren nach Leitlinie durchgefiihrten adjuvanten Therapie
ein Rezidiv aufgetreten. Im Gegensatz dazu waren 138 (80,7%) der Patienten zum
Zeitpunkt der Datenerhebung rezidivirei.

54 (31,6%) wiesen eine hohe p16-Expression auf, wohingegen 90 (52,6%) der Tumoren
pl6-negativ waren.

In keinem der Tumore liel3 sich HPV-DNA nachweisen.

Die Zusammensetzung der Patientenkohorte ist in Tabelle 22 dargestellit.
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Tabelle 22: Auflistung der klinischen und histopathologischen Eigenschaften der

Patientenkohorte

Charakteristika

Anzahl der Patienten (%)

Geschlecht

Mannlich

100 (58,5)

Weiblich

71 (41,5)

Alter

<75 Jahre

135 (78,9)

> 75 Jahre

36 (21,1)

T-Klassifikation

59 (34,5)

58 (33,9)

741)

AIW|IN|F

47 (27,5)

N-Klassifikation

119 (69,6)

19 (11,1)

19 (11,1)

14 (8,2)

UICC-Stadium

52 (30,4)

38 (22,2)

18 (10,5)

63 (36,8)

Grading

15 (8,8)

117 (68,4)

37 (21,6)

Fehlend

2(1,2)

Lokalisation

Mundboden

47 (26,9)

Zunge

43 (24.6)

Unterkiefer

55 (31,4)

Oberkiefer

3@1,7)

Weichgaumen

11 (6,3)

Planum buccale

12 (6,9)

Fehlend

2(1,1)

Rezidiv

Ja

33(19,3)

Nein

138 (80,7)

p16

Positiv

54 (31,6)

Negativ

90 (52,6)

Fehlend

27 (15,8)

HPV-DNA

Negativ

144 (84,3)

Fehlend

27 (15,7)

Abkirzungen: DNA = desoxyribonucleinacid; HPV = Humane Papillomaviren; UICC =
Union internationale contre le cancer
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5.4.1.2 Korrelation der TREMZ2-Expression in Immunzellen mit klinischen und

histopathologischen Parametern

Die TREMZ2-Expression in Immunzellen wurde auf eine potentielle Korrelation mit
klinischen und histopathologischen Parametern untersucht.

Das weibliche Geschlecht korrelierte mit einer hbheren TREM2-Expression (p=0,021).
Zudem war ein hoheres Alter (> 75 Jahre) mit einer héheren TREM2-Expression
assoziiert. Die Korrelation verfehlte jedoch das Signifikanzniveau (p=0,097).

Tumore, welche histopathologisch einer hoheren T-Klassifikation zugeordnet wurden,
wiesen durchschnittlich auch eine hohere Anzahl TREM2*-Immunzellen auf (p=0,030).
Ebenfalls wiesen Tumoren, die bereits in die lokoregionaren Lymphknoten metastasiert
hatten, eine hohere Anzahl TREM2*-Immunzellen auf. Die Korrelation verfehlte hierbei
das Signifikanzniveau knapp (p=0,050).

Insgesamt konnte jedoch eine positive, signifikante Korrelation zwischen den UICC-
Stadien und der TREM2-Expression beobachtet werden (p=0,040).

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grading der Primartumoren
und der TREM2-Expression in Immunzellen festgestellt werden (p=0,102).

Die Lokalisation des Tumors im Bereich des Unter- oder Oberkiefers sowie im Bereich des
Weichgaumens zeigte eine signifikante Korrelation mit einer hoheren Anzahl TREM2*-
Immunzellen (p=0,023).

Die Anzahl TREM2*-Immunzellen schien in keinem signifikanten Zusammenhang mit dem
Auftreten eines Rezidivs zu stehen (p=0,116).

Eine hohe TREM2-Expression im Priméartumor zeigte eine hochsignifikante Korrelation mit
der PD-L1- (p<0,001) sowie annahernd signifikante Korrelation mit der PD-L2-Expression
(p=0,088).

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der p16-Expression und der TREM2-Expression
beobachtet werden (p=0,700).

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse sind in Tabelle 23 dargestellt.
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Tabelle 23: Korrelation der klinischen Parameter mit

Immunzellen der Primartumore

der TREM2-Expression in

Charakteristika Niedrige TREM2- Hohe TREM2- p-Wert
Expression (%) Expression (%)

Geschlecht Ménnlich 53 (53) 47 (47) 0,021*
Weiblich 25 (35,2) 46 (64,8)

Alter <75 Jahre 66 (48,9) 69 (51,1) 0,097
> 75 Jahre 12 (33,3) 24 (66,7)

T-Klassifikation 1 32 (54,2) 27 (45,8) 0,030*
2 28 (48,3) 30 (51,7)
3 2 (28,6) 5(71,4)
4 16 (34) 31 (66)

N-Klassifikation 0 60 (50,4) 59 (49,6) 0,050
1 8 (42,1) 11 (57,9)
2b 5 (26,3) 14 (73,7)
2c 5(35,7) 9 (64,3)

UICC-Stadium I 28 (53,8) 24 (46,2) 0,040*
Il 19 (50) 19 (50)
11 9 (50) 9 (50)
v 22 (34,9) 41 (65,1)

Grading 1 13 (86,7) 2 (13,3) 0,102
2 48 (41) 69 (59)
3 15 (44,1) 19 (55,9)
Fehlend 2 (40) 3 (60)

Lokalisation Mundboden 26 (55,3) 21 (44,7) 0,023*
Zunge 23 (54,7) 19 (45,3)
Unterkiefer 20 (38,5) 32 (61,5)
Oberkiefer 1(33,3) 2 (66,7)
Unterlippe 0 (0) 1 (100)
Weichgaumen 2(18,2) 9 (81,8)
Planum buccale 6 (50) 6 (50)
Fehlend 0(0) 3 (100)

Rezidiv Nein 67 (48,5) 71 (51,5) 0,116
Ja 11 (33,3) 22 (66,7)

PD-L1 Negativ 33(73,3) 12 (26,7) <0,001*
Positiv 36 (33,3) 69 (63,9)
Fehlend 9 (34,3) 12 (65,7)

PD-L2 Negativ 15 (62,5) 9 (37,5) 0,088
Positiv 53 (43,4) 69 (56,6)
Fehlend 10 (40) 15 (60)

p16 Negativ 43 (47,7) 47 (52,3) 0,700
Positiv 24 (44,4) 30 (55,6)
Fehlend 11 (40,7) 16 (59,3)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: PD-L1/2: programmed death ligand 1/2; UICC = Union internationale contre

le cancer
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5.4.1.3 Einfluss der TREM2-Expression auf das progressionsfreie Uberleben und

Gesamtuberleben

Die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abbildung 20 zeigen, dass Patienten mit
einer hohen TREM2-Expression ein signifikant kiirzeres progressionsfreies Uberleben
aufwiesen (p=0,038). Zudem {Uberlebten Patienten, deren Primartumoren eine hohe

TREM2-Expression zeigten, signifikant kirzer (p=0,011).
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Abbildung 20: Graphische Darstellung des progressionsfreien Uberlebens und
Gesamtiuberlebens differenziert nach der TREMZ2-Expression in Immunzellen der
Primartumore anhand von Kaplan-Meier-Kurven.

Mithilfe des Log-Rank-Tests erfolgte die statistische Auswertung der Uberlebensdaten
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5.4.1.4 Uni- und Multivariatanalyse des progressionsfreien Uberlebens und

Gesamtuberlebens

Die univariate Analyse zeigte einen signifikanten Einfluss der TREMZ2-Expression in
Immunzellen (HR: 2.126; 95%CI: 1.023-4.418; p=0,038) sowie des UICC-Stadiums (HR:
2.826; 95%Cl: 1.135-5.916; p=0,004) auf das progressionsfreie Uberleben.

Hinsichtlich des Gesamtiiberlebens wurden die TREM2-Expression in Immunzellen (HR:
2.816; 95%CI: 1.224-6.478; p=0,011) sowie das UICC-Stadium (HR: 2.929; 95%CI: 1.316-
6.516; p=0,006) ebenfalls als signifikante Einflussfaktoren identifiziert.

In der Multivariat-Analyse wurden die TREM2-Expression in Immunzellen (HR: 2.17;
95%Cl: 1.021-4.613; p=0,044) sowie das UICC-Stadium (HR: 2.876; 95%CI: 1.367-6.05;
p=0,005) als signifikante, unabhdngige Einflussfaktoren des progressionsfreien
Uberlebens bestétigt. Die TREM2-Expression in Immunzellen (HR: 2.548; 95%Cl: 1.089-
5.964; p=0,031) sowie das UICC-Stadium (HR: 2.885; 95%CI: 1.282-6.493; p=0,010)
wurden ebenfalls als unabhangige, signifikante Einflussfaktoren beziglich des
Gesamtuberlebens validiert.

Die Ergebnisse der uni- und multivariaten Analyse sind in den Tabellen 24 und 25
dargestellt.
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Tabelle 24: Univariat-Analyse des progressionsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens
in Abhangigkeit von klinischen und histopathologischen Markern sowie der TREM2-
Expression in Primartumoren

Charakteristika

Gesamtiiberleben

Progressionsfreies

Uberleben
HR (95%ClI) p-Wert HR (95%CI) p-Wert
Geschlecht Méannlich vs. 1,16 0,698 0,809 0,557
Weiblich (0,548-2,453) (0,398-1,646)
Alter <75 Jahre vs. 1,487 0,364 1,112 0,802
> 75 Jahre (0,627-3,526) (0,482-2,569)
UICC-Stadium /I vs. 1NV 2,929 0,006* 2,826 0,004*
(1,316-6,516) (1,135-5,916)
TREM2*- Hoch vs. 2,816 0,011* 2,126 0,038*
Immunzellen niedrig (1,224-6,478) (1,023-4,418)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale

contre le cancer

Tabelle 25:

Multivariat-Analyse  des

progressionsfreien

Uberlebens

und

Gesamtiberlebens in Abhangigkeit von klinischen und histopathologischen Markern sowie
der TREM2-Expression in Primartumoren

Charakteristika

Gesamtiiberleben

Progressionsfreies

Uberleben
HR (95%CI) p-Wert HR (95%CiI) p-Wert
Geschlecht Mannlich vs. 1,002 0,996 0,618 0,195
weiblich (0,467-2,152) (0,298-1,28)
Alter < 75 Jahre vs. 1,328 0,528 1,027 0,951
> 75 Jahre (0,55-3,21) (0,438-2,405)
UICC-Stadium I vs. 11V 2,885 0,010* 2,876 0,005*
(1,282-6,493) (1,367-6,05)
TREM2*- Hoch vs. 2,548 0,031* 2,17 0,044*
Immunzellen niedrig (1,089-5,964) (1,021-4,613)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale

contre le cancer
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5.4.2 TREM2-Expression in Lymphknotenmetastasen

5.4.2.1 Klinische und histopathologische Eigenschaften der nodal-positiven

Patientenkohorte

Insgesamt wurden die Lymphknotenmetastasen von 33 Patienten retrospektiv auf das
Vorliegen von TREM2-exprimierenden Immunzellen sowie deren Abundanz untersucht.
Die Patientenkohorte setzte sich aus 8 (24,2%) Frauen und 25 (75,8%) Mannern
zusammen.

27 (81,8%) der Patienten waren < 75 Jahre alt, wohingegen 6 (18,2%) der Patienten alter
als 75 Jahre alt waren.

Die GroéfRe sowie Infiltration der Primartumoren wurde wie folgt histopathologisch
klassifiziert: T1: 5 (15,2%), T2: 11 (33,3%), T3: 4 (12,1%), T4: 13 (39,4%).

Der Lymphknotenstatus wurde wie folgt histopathologisch beurteilt: N1: 12 (36%), N2b: 15
(45,5%), N2c: 6 (18,2%).

Bei keinem der Patienten lagen zum Zeitpunkt der Datenerhebung Fernmetastasen vor.
Anhand der TNM-Klassifikation wurden 8 (24,2%) der Patienten in das UICC-Stadium llI
und 25 (75,8%) der Patienten in das UICC-Stadium IV eingeteilt.

Die Differenzierung der Tumore wurde wie folgt beurteilt: G2: 25 (75,8%), G3: 7 (21,2%).
5 (15,2%) der Tumore waren im Bereich des Mundbodens, 11 (33,3%) im Bereich der
Zunge, 10 (30,3%) im Bereich des Unterkiefers, 2 (6,1%) im Bereich des Weichgaumens
und 4 (12,1%) im Bereich des Planum buccale lokalisiert.

Bei 11 (33,3%) der Patienten ist nach der primaren Tumorresektion und Neck Dissection
sowie der im Falle von Risikofaktoren nach Leitlinie durchgefiihrten adjuvanten Therapie
ein Rezidiv aufgetreten. Im Gegensatz dazu waren 22 (66,7%) der Patienten zum
Zeitpunkt der Datenerhebung rezidivfrei.

10 (30,3%) wiesen eine hohe pl6-Expression auf, wohingegen 9 (27,3%) der Tumoren
pl6-negativ waren.

In keinem der Tumore liel3 sich HPV-DNA nachweisen.

Die Zusammensetzung der Patientenkohorte ist in Tabelle 26 dargestellt.
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Tabelle 26: Auflistung der klinischen und histopathologischen Eigenschaften der
Patientenkohorte mit Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Anzahl der Patienten (%)
Geschlecht

Méannlich | 25 (75,8)
Weiblich | 8 (24,2)

Alter

<75 Jahre | 27 (81,8)
> 75 Jahre | 6 (18,2)

T-Klassifikation

5 (15,2)
11 (33,3)
4 (12,1)
13 (39,4)

AIWIN|F

N-Klassifikation

1|12 (36)
2b | 15 (45,5)
2c | 6(18,2)

UICC-Stadium

| 8 (24,2)
IV | 25 (75,8)

Grading

2| 25(75,8)
317212
Fehlend | 1 (3)

Lokalisation

Mundboden | 5 (15,2)
Zunge | 11 (33,3)
Unterkiefer | 10 (30,3)
Weichgaumen | 2 (6,1)
Planum buccale | 4 (12,1)
Fehlend | 1 (3)

Rezidiv

Ja | 11 (33,3)
Nein | 22 (66,7)

p16

Negativ | 10 (30,3)
Positiv | 9 (27,3)
Fehlend | 14 (42,4)

HPV-DNA

Negativ | 19 (57,5)
Fehlend | 14 (42,4)
Abkurzungen: DNA = desoxyribonucleinacid; HPV = Humane Papillomaviren; UICC =
Union internationale contre le cancer
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5.4.2.2 Korrelaton von der TREM2-Expression in  Immunzellen der

Lymphknotenmetastasen mit klinischen und histopathologischen Parametern

Die Auswertung des Zusammenhangs der klinischen und histopathologischen Daten mit
der TREM2-Expression in Immunzellen zeigte eine signifikante Korrelation des
mannlichen Geschlechts mit einer hoheren TREM2-Expression in Immunzellen der
Lymphknotenmetastasen (p=0,008).

Ebenfalls konnte eine positive Korrelation zwischen dem Alter > 75 Jahre und der TREM2-
Expression beobachtet werden (p=0,042).

Tumore zunehmender Grof3e wiesen im Allgemeinen auch eine hohere Anzahl TREM2*-
Immunzellen in den Lymphknotenmetastasen auf. Die Korrelation war hierbei jedoch nur
annadhernd signifikant (p=0,054).

Im Gegensatz dazu konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ausmalf der
Lymphknotenmetastasierung und der TREM2-Expression in den
Lymphknotenmetastasen gefunden werden (p=0,465).

Patienten im UICC-Stadium IV wiesen eine hohere Anzahl von TREM2*-Immunzellen in
den Lymphknotenmetastasen auf als Patienten im UICC-Stadium I1ll. Die Korrelation
verfehlte hierbei jedoch das Signifikanzniveau (p=0,082).

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen dem Grading des Prim&rtumors
(p=0,750) sowie dessen Lokalisation (p=0,500) und der TREM2-Expression in
Immunzellen der Lymphknotenmetastasen beobachtet werden.

Es zeigte sich zudem keine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl TREM2-
exprimierender Immunzellen und dem Auftreten eines Rezidivs (p=0,386).

Die TREM2-Expression Kkorrelierte signifikant mit der PD-L1-Expression in
Lymphknotenmetastasen (p=0,022).

Im Gegensatz dazu konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der PD-L2-
(p=0,130) sowie pl6-Expression (p=0,434) und der TREM2-Expression in den
Lymphknotenmetastasen gefunden werden.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse sind in Tabelle 27 dargestelit.
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Tabelle 27: Korrelation der klinischen und histopathologischen Parameter mit der TREM2-
Expression in Immunzellen der Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Niedrige TREM2- | Hohe TREM2- p-Wert
Expression (%) Expression (%)

Geschlecht Méannlich 6 (24) 19 (76) 0,008*
Weiblich 6 (75) 2 (25)

Alter <75 Jahre 12 (44,4) 15 (55,6) 0,042*
> 75 Jahre 0(0) 6 (100)

T-Klassifikation 1 4 (80) 1 (20) 0,054
2 4 (36,4) 7 (63,6)
3 1(25) 3 (75)
4 3(23,1) 10 (76,9)

N-Klassifikation 1 5 (45,5) 6 (54,5) 0,465
2b 6 (40) 9 (60)
2c 1(14,3) 6 (85,7)

UICC-Stadium 11 5(62,5) 3(37,5) 0,082
v 7 (28) 18 (72)

Rezidiv Nein 9 (40,9) 13 (59,1) 0,386
Ja 3(27,3) 8 (72,7)

Grading 2 9 (36) 16 (64) 0,750
3 3(42,9) 4 (57,1)
Fehlend 0 (0) 1 (100)

Lokalisation Mundboden 1(20) 4 (80) 0,500
Zunge 7 (63,6) 4 (36,4)
Unterkiefer 2 (20) 8 (80)
Weichgaumen 1 (50) 1 (50)
Planum buccale 1(25) 3(75)
Fehlend 0 (0) 1 (100)

PD-L1 Negativ 2 (100) 0 (0) 0,022*
Positiv 4(22,2) 14 (77,8)
Fehlend 6 (46,2) 7 (53,8)

PD-L2 Negativ 1 (100) 0(0) 0,130
Positiv 5 (26,3) 14 (73,7)
Fehlend 6 (46,2) 7 (53,8)

pl6 Negativ 4 (40) 6 (60) 0,434
Positiv 2(22,2) 7 (77,8)
Fehlend 6 (42,9) 8 (57,1)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: PD-L1/2: programmed death ligand 1/2; UICC = Union internationale contre

le cancer
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5.4.2.3 Einfluss der TREM2-Expression auf das progressionsfreie Uberleben und

Gesamtuberleben der nodal-positiven Patientenkohorte

Die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier in Abbildung 21 zeigen, dass Patienten mit
einer hohen TREM2-Expression der Immunzellen in den Lymphknotenmetastasen ein
kurzeres progressionsfreies Uberleben aufwiesen. Der Unterschied zwischen den
Patienten mit einer hohen und denen mit einer niedrigen TREM2-Expression war jedoch
nicht signifikant (p=0,105). Patienten mit einer hohen TREM2-Expression der Inmunzellen
in den Lymphknotenmetastasen wiesen jedoch ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben
auf (p=0,005).
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Abbildung 21: Graphische Darstellung des progressionsfreien Uberlebens und
Gesamtuberlebens differenziert nach der TREM2-Expression in Immunzellen der
Lymphknotenmetastasen anhand von Kaplan-Meier-Kurven.

Mithilfe des Log-Rank-Tests erfolgte die statistische Auswertung der Uberlebensdaten.
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5.4.2.4 Uni- und multivariate Analyse des progressionsfreien Uberlebens und

Gesamtuberlebens

Die univariate Analyse zeigte einen signifikanten Einfluss der TREM2-Expression in
Immunzellen (HR: 6,713; 95%CI: 1,475-30,554; p=0,005) auf das progressionsfreie
Uberleben.

Hinsichtlich des Gesamtiiberlebens konnten keine signifikanten Einflussfaktoren
identifiziert werden.

In der Multivariat-Analyse wurde die TREM2-Expression in Immunzellen (HR: 4,904;
95%ClI: 1,003-23,987; p=0,050) als anndhernd signifikanter, unabhangiger
Einflussfaktoren auf das Gesamtuberleben identifiziert.

Die Ergebnisse der Uni- und Multivariat-Analyse sind in den Tabellen 28 und 29

dargestellt.
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Tabelle 28: Univariat-Analyse des progressionsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens
in Abhangigkeit von klinischen und histopathologischen Markern sowie der TREM2-
Expression in Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Gesamtuberleben Progressionsfreies
Uberleben
HR (95%ClI) p-Wert HR (95%ClI) p-Wert
Geschlecht Mannlich vs. 0,684 0,551 1,01 0,986
weiblich (0,193-2,429) (0,325-3,137)
Alter <75 Jahre vs. 4,196 0,104 3,642 0,105
> 75 Jahre (1,197-14,706) (1,173-11,36)
UICC-Stadium lvs. IV 2,797 0,155 2,942 0,128
(0,627-12,474) (0,665-13,02)
TREM2*- Hoch vs. 6,713 0,005* 2,44 0,105
Immunzellen niedrig (1,475-30,554) (0,782-7,61)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale
contre le cancer

Tabelle 29: Multivariat-Analyse  des  progressionsfreien  Uberlebens  und
Gesamtiberlebens in Abhangigkeit von klinischen und histopathologischen Marken sowie
der TREM2-Expression in Lymphknotenmetastasen

Charakteristika Gesamtuberleben Progressionsfreies
Uberleben
HR (95%Cl) p-Wert HR (95%CI) p-Wert
Geschlecht Mannlich vs. 0,73 0,652 1,356 0,611
weiblich (0,186-2,868) (0,42-4,379)
Alter <75Jahrevs. | 2,65 0,160 2,492 0,144
> 75 Jahre (0,681-10,304) (0,731-8,489)
UICC-Stadium lvs. IV 1,762 0,468 2,123 0,349
(0,382-8,126) (0,44-10,25)
TREM2*- Hoch vs. 4,904 0,050 1,696 0,424
Immunzellen niedrig (1,003-23,987) (0,464-6,201)

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, Signifikanzniveau < 0,05
Abkurzungen: CI = confidence interval; HR = hazard ratio; UICC = Union internationale

contre le eancer
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5.5 FACS-Analyse zur TREM2-Expression

Fur die Untersuchung der Makrophagen im Hinblick auf die TREM2-Expression wurden
Blut- und Gewebeproben durchflusszytometrisch untersucht. Die Auswertung der
Expression der verschiedenen Makrophagenmarker erfolgte prozentual. Aus allen

gemessenen Werten wurde der Durchschnitt berechnet.

Wenn zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde der Student's t-Test mit
Welch-Korrektur angewandt. Mithilfe der one-way ANOVA wurden mehrere Untergruppen

miteinander verglichen.
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5.5.1 Klinische und histopathologische Eigenschaften der Tumorpatientenkohorte

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung von Blutproben wurden 19 Patienten
prospektiv eingeschlossen. Die Gatingtrategie ist exemplarisch an einer Patientenprobe in
Abbildung 22 dargestellt.

Die Patientenkohorte setzte sich aus 10 (52,6%) Frauen und 9 (47,4%) Mé&annern
zusammen.

14 (73,7%) der Patienten waren < 75 Jahre alt, wohingegen 5 (26,3%) der Patienten alter
als 75 Jahre alt waren.

Die Gr6RRe sowie Infiltration der Primartumoren wurde wie folgt histopathologisch
klassifiziert: T1: 4 (21,1%), T2: 4 (21,1%), T3: 3 (15,8%), T4: 8 (41,1%).

Der Lymphknotenstatus wurde wie folgt histopathologisch beurteilt: NO: 14 (73,7%), N1: 1
(5,3%), N2a: 1 (5,3%), N2b: 2 (10,5%), N3b: 1 (5,3%).

Keiner der Patienten wies Fernmetastasen auf.

Anhand der TNM-Klassifikation wurden die Patienten in die folgenden UICC-Stadien
eingeteilt: UICC-Stadium I: 4 (21,1%), II: 3 (15,8%), III: 3 (15,8%), IV: 9 (47,4%).

Die Differenzierung der Tumoren wurde wie folgt beurteilt: G1: 2 (10,5%), G2: 6 (42,1%),
G3: 8 (42,1%).

Die Kohorte der gesunden Kontrollpatienten setzte sich aus 4 Patienten zusammen. Diese
waren jeweils zur Halfte mannlich und weiblich (je zwei, 50%). 3 (75%) der Patienten
waren < 75 Jahre alt, 1 Patient (25%) war alter als 75 Jahre.

Die Zusammensetzung der Kohorte der Tumorpatienten unterschied sich hinsichtlich der
Zugehdrigkeit zu den Altersgruppen < 75 und > 75 Jahre (t-Test, p=0,987) sowie dem
Geschlecht (t-Test, p=0,522) nicht signifikant von der der gesunden Kontrollpersonen.

Die Zusammensetzung der Patientenkohorten ist in Tabelle 30 dargestellt.
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Abbildung 22: Durchflusszytometrische Untersuchung von peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) auf die Expression von CD68, CD163, CD206 und TREM2.

(A) Zunachst erfolgte anhand der GroRe und Granularitat der Zellen mithilfe der SSC-A-
und FSC-A-Gates der Ausschluss von zellularem Debris. (B) Zellen, die aneinander
adharerierten und keinen Einzelzellstrahl bildeten, wurden ausgeschlossen. Singlets
zeichnen sich hierbei durch einen linearen Zusammenhang zwischen FSC-A und FSC-H
aus. (C) CD68*-Zellen wurden als Makrophagen definiert. Von den CD68*-Zellen wurden
die ebenfalls (D) CD163"-, (E) CD206"- und (F) TREM2*-Zellen ermittelt. Von den (G)
CD68*CD163*- und (H) CD68*CD206*-Zellen wurde der Anteil der TREM2*-Zellen
bestimmt.

Abkirzungen: FSC-A/H = foward scatter area/height; SSC-A = side scatter area
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Tabelle 30: Auflistung der klinischen Parameter der Patientenkohorte fir
durchflusszytometrische Untersuchung der TREM2-Expression

Charakteristika

Anzahl der
Patienten (%)

Anzahl der gesunden
Kontrollpatienten (%)

Geschlecht

Mannlich

9 (47,4)

2 (50)

Weiblich

10 (52,6)

2 (50)

Alter

< 75 Jahre

14 (73,7)

3 (75)

> 75 Jahre

5 (26,3)

1 (25)

T-Klassifikation

4 (21,1)

4(21,2)

3 (15,8)

AIW|IN|F

8 (41,1)

N-Klassifikation

o

14 (73,7)

1(5.,3)

2a

1(5,3)

2b

2 (10,5)

3b

1(5,3)

M-Klassifikation

19 (100)

0 (0)

UICC-Stadium

4(21,1)

3 (15,8)

3(15,8)

9 (47,4)

Grading

2 (10,5)

6 (31,6)

8 (42,1)

Fehlend

3 (15,8)

Abbreviation: UICC = union internationale contre le cancer

die
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5.5.2 Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen der Tumor- und

Kontrollpatientenkohorte

Die Expression von CD68, welches sowohl in M1- als auch in M2-Makrophagen exprimiert
wird, CD163 und CD206 als M2-Makrophagenmarker sowie deren TREM2*-Anteil wurden
in den PBMCs der Tumorpatienten als auch der gesunden Kontrollpersonen quantifiziert

und miteinander verglichen.

Die Tumorpatienten in den UICC-Stadien Il und IV wiesen im Allgemeinen einen héheren
Anteil CD68*-Zellen auf als die Tumorpatienten in den UICC-Stadien | und Il. Der
Unterschied zwischen den Patienten des UICC-Stadiums IV und den Patienten der
Stadien | (p<0,001) und Il (p<0,01) war hochsignifikant. Die Expression von CD68 war
zudem im UICC-Stadium Il signifikant hoher als im Stadium | (p<0,05). Zudem wiesen die
Tumorpatienten in den Stadien Il (p<0,05) und IV (p<0,001) einen signifikant héheren
Anteil CD68*-Zellen auf als die gesunde Kontrollkohorte.

Bei der Auswertung des CD163*-Anteils der CD68*-Zellen zeigte sich, dass dieser mit
zunehmendem UICC-Stadium zunimmt. Der Vergleich zwischen dem UICC-Stadium | und
den UICC-Stadien Il und IV zeigte einen hochsignifikanten Unterschied (p<0,0001).
Zudem wiesen die Patienten im UICC-Stadium Il einen signifikant geringeren CD163*-
Anteil auf als Patienten in den Stadien Il (p<0,01) und IV (p<0,0001). Ferner war der
Unterschied zwischen den Patienten in den UICC-Stadien Il (p<0,05) und 1V (p<0,0001)

zu den Kontrollpatienten hochsignifikant.

Der CD206*-Anteil der CD68*-Zellen hat mit zunehmendem UICC-Stadium ebenfalls
zugenommen. Hierbei war der Unterschied zwischen dem UICC-Stadium I und dem UICC-
Stadium IV signifikant (p<0,05). Ebenfalls konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
der CD206-Expression im UICC-Stadium IV und der Kontrollgruppe festgestellt werden
(p<0,05).

Der Anteil der TREM2*-Zellen der CD68*-Zellen war bei den Patienten in den UICC-

Stadien | und Il niedriger als in den Stadien Ill und IV. Der Unterschied zwischen dem
UICC-Stadium IV und den Stadien | und Il war signifikant (p<0,05). Es konnte jedoch kein
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signifikanter Unterschied hinsichtlich der TREM2-Expression der CD68*-Zellen zwischen
den Tumorpatienten und der gesunden Kontrollkohorte beobachtet werden.

Hinsichtlich der TREM2-Expression der CD68*CD163*-Zellen konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen dem UICC-Stadium Il und dem UICC-Stadium IV gefunden werden
(p<0,01). Ebenfalls war die TREM2-Expression der Tumorpatienten im UICC-Stadium IV
hochsignifikant hoher als die der Kontrollpatienten (p<0,0001).

Ein &hnliches Bild ergab sich bei der Auswertung des TREM2*-Anteils der CD68*CD206"-
Zellen. Die TREM2-Expression in dem UICC-Stadium IV war hochsignifikant héher als in
den Stadien | (p<0,001) und Il (p<0,01). Zudem konnte ein hochsignifikanter Unterschied
zwischen der Expression im UICC-Stadium IV und der gesunden Kontrollkohorte
festgestellt werden (p<0,01).

Die Abbildung 23 zeigt die vergleichende Darstellung der unterschiedlichen

Makrophagenpopulationen.
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Abbildung 23: Quantifizierung und Vergleich der unterschiedlichen
Makrophagenpopulationen zwischen der Patientenkohorte mit oralem
Plattenepithelkarzinom, subgruppiert in die jeweils vorliegenden UICC-Stadien, und der
gesunden Kontrollkohorte.

Die Graphiken zeigen den jeweiligen prozentualen Anteil der (A) CD68*-Zellen sowie
deren (B) CD163*- und (C) CD206*-Anteil. Im nachsten Schritt erfolgte die Ermittlung der
prozentualen TREM2*-Anteile der (D) CD68"-, (E) CD68*CD163*- und (F) CD68*CD206"-
Zellen.

Die prozentualen Anteile sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die
Asteriske markieren die signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

*markiert einen p-Wert <0,05, ** markiert einen p-Wert <0,01, ** markiert einen p-Wert
<0,001 und **** markiert einen p-Wert <0,0001.
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5.5.3 Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen Tumor- und gesundem

Nachbargewebe

Im Folgenden werden die Ergebnisse der vergleichenden Analyse von Tumor und
angrenzendem gesunden Normalgewebe des OSCCs hinsichtlich der Abundanz von
Makrophagen und TREM2-exprimierenden Makrophagen dargestellt.

Im Allgemeinen waren mehr CD68*-, CD163*- und CD68*CD163*-Makrophagen im
Tumorgewebe als im angrenzenden gesunden Nachbargewebe lokalisiert.

Im Tumorgewebe waren signifikant mehr CD68*-Zellen als im Nachbargewebe lokalisiert
(p<0,05).

Zudem war der CD163*-Anteil der CD68*-Zellen im Tumorgewebe signifikant héher als im
Nachbargewebe (p<0,05).

Ebenfalls war der Anteil CD206"-Zellen an den CD68*-Zellen im Tumorgewebe
hochsignifikant hoher als im Nachbargewebe (p<0,001).

Im Gegensatz dazu konnten vergleichbare TREM2*-Anteile der CD68*- (p=0,9217),
CD68*CD163*- (p=0,1868) und CD68*CD206*-Zellen (p=0,1581) zwischen Tumor- und
Nachbargewebe festgestellt werden.

Die Ergebnisse der vergleichenden Analyse zwischen Tumor- und gesundem

Nachbargewebe sind in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Quantifizierung und Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen
Tumor (TU)- und gesundem Nachbargewebe (adjacent area, AA).

Die Abbildungen zeigen den Anteil der (A) CD68*-Zellen (B) sowie deren CD163*- und
(C) CD206*-Anteile. Nachfolgend wurde der TREMZ2*-Anteil der (D) CD68"-,
(E) CD68*CD163"- und (F) CD68*CD206*-Zellen bestimmt.

Die prozentualen Anteile sind als Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt. Die
Asteriske markieren die signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

“markiert einen p-Wert <0,05 und *** markiert einen p-Wert <0,001.
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5.6 ELISA der sTREM2-Konzentration

Serumproben von Tumorpatienten wurden mithilfe eines ELISAs auf die sTREM2-
Konzentrationen untersucht.

Die Patientenkohorte entsprach der, deren Blutproben durchflusszytometrisch
ausgewertet wurden. Die Patientencharakteristika sind Tabelle 30 zu entnehmen.

Zur Ermittlung potentieller Korrelationen zwischen der sTREM2-Konzentraton und
klinischen sowie histopathologischer Charakteristika wurde der Korrelationskoeffizient

nach Spearman berechnet.
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5.6.1 Korrelation der sTREM2-Konzentration im Serum mit klinisch und

histopathologischen Charakteristika

Die sTREM2-Konzentration im Serum wurde auf eine potentielle Korrelation mit klinischen
und histopathologischen Parametern untersucht. Die STREM2-Konzentration zeigte keine
Korrelation mit dem Geschlecht (p=0,430) und dem Alter (p=0,171). Im Gegensatz dazu
konnte eine positive Korrelation mit dem Fortschritt der malignen Erkrankung festgestellt
werden. Die Korrelationen verfehlten hierbei jedoch knapp das Signifikanzniveau (T-
Klassifikation: p=0,081; Nodalstatus: p=0,085; UICC-Stadium: p=0,059).

Tabelle 31: Korrelation der sTREM2-Konzentration mit klinischen und
histopathologischen Eigenschaften

Charakteristika Spearman’s Rho p-Wert
Geschlecht 0,192 0,430
Alter -0,327 0,171
T-Klassifikation 0,410 0,081
N-Klassifikation (NO/N+) 0,405 0,085
UICC-Stadium 0,441 0,059

Abkirzung: UICC = Union internationale contre le cancer
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6. Diskussion

6.1 Diskussion der Methodik

6.1.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erlaubt den Nachweis und die Visualisierung von im Gewebe
vorhandenen Antigenen. Ein Vorteil ist hierbei die Mdoglichkeit der Auswertung des

Lokalisationsmusters des zu bestimmenden Antigens (Kern, Membran, Zytoplasma).

Die Grenzen der immunhistochemischen Verfahren liegen bei der Standardisierung und
Quantifizierung der Farbung und der Sensitivitat der Detektionssysteme. Die Verwendung
unterschiedlich gut bindender Antikérper zum Nachweis eines Antigens erschwert die
Vergleichbarkeit zwischen immunhistochemischen Farbungen und ist einer der Grunde fir
diskrepante Literaturangaben hinsichtlich der Expression verschiedener Antigene.

Ein weiterer Grund fur unterschiedliche Angaben hinsichtlich der Antigenexpression sind
die unterschiedlichen, nicht-standardisierten Scoring-Systeme und die variable Auslegung

von Cut-off-Werten.

In der vorliegenden Arbeit wurden TMAs immunhistochemisch gefarbt. TMAs erlauben die
simultane Analyse von bis zu tausend Gewebeproben auf einem einzigen Objekttrager.
Dies hat den Vorteil, dass eine grol3e Anzahl von verschiedenen Gewebeproben unter den
gleichen Bedingungen, zeit- und materialschonend getestet werden kann (Bubendorf et
al., 2001; Kallioniemi et al., 2001; Milanes-Jahreley et al., 2002; Moch et al., 2001; Nocito
et al.,, 2001). Die zur Analyse zur Verfiugung stehende Gewebeprobe ist bei TMAs im
Vergleich zu GroR3schnitten jedoch stark verkleinert (pro Gewebestanze 0,6 mm
Durchmesser). Dies hat auf der einen Seite den Vorteil einer gewebeschonenden
Methodik, wodurch eine hohe Anzahl von Analysen der gleichen Gewebeprobe moglich
ist, zum anderen stellt sich jedoch die Frage, ob Proben dieses Durchmessers
reprasentativ fur einen gesamten Tumor sind (Nocito et al., 2001). Validierungsstudien
haben hierbei jedoch eine exzellente Konkordanz zwischen der TMA-Methode und
Grof3schnitten gezeigt (Camp et al., 2000; Hedvat et al., 2002; Hoos et al., 2001). Dennoch
ergibt sich bei der Analyse von TMAs der Nachteil, dass sich durch Fehlstanzen von
nekrotischen Tumorarealen oder von Tumorrandbereichen mit ausschliefilich

physiologischem Epithel die evaluierbaren Bereiche verringern.
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Insgesamt stellt die immunhistochemische Analyse von TMAs jedoch eine etablierte
Methode zur Charakterisierung von Gewebeproben, v.a. Tumorproben, dar, die eine hohe

Durchsatzrate an Untersuchungen mit wenig Gewebematerial erlaubt.

6.1.2 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie wurde 1968 erstmals beschrieben (Dittrich
et Gohde, 1968). Der groldte Vorteil der heute meist als Mehrfarbenfluoreszenz-Analyse
(Multi-Color-Analyse) durchgefuhrten Methode ist die Méglichkeit der sehr schnellen,
zeitgleichen Charakterisierung und Phénotypisierung von Zellen anhand mehrerer Marker.
Dies wird ermdglicht durch die Verwendung mehrerer Laser unterschiedlicher
Exzitationslangen sowie durch Fluorochrome unterschiedlicher Emissionsspektren.

Eine zuvor erfolgte, sorgfaltige Auswahl von Fluorochromen erleichtert und erméglicht die
korrekte Durchfihrung und Messung. Bei der Auswahl der Fluorochrome sind zum einen
deren Exzitations- und Emissionsspektren (und somit der Spillover) zu beachten, zum
anderen ihre Intensitat, Abgrenzbarkeit und Stabilitat. Zu erwartend kleine Populationen
sollten mit einem Antikorper hoher Intensitdt gefarbt werden (z.B. BV 421, PE).
Fluorochrome mit &hnlichen Exzitations- und Emissionsspektren kdnnen nicht im selben
Panel verwendet werden (z.B. APC und AF647). Zum anderen sollte bei der Farbung von
intrazellularen Antigenen beachtet werden, dass hierfur Fluorochrom-Molekiile einer
geringen GroRRe verwendet werden, damit diese das jeweilige Antigen bei Platz-
kompromittierten Verhéaltnissen in der Zelle erreichen kdnnen (d.h. keine Tandem-
Konjugate wie z.B. PE-Cy5). Um Fehimessungen zu vermeiden, sollten zudem bevorzugt

lichtstabile Fluorochrome ausgewahlt werden (z.B. Alexa 647 statt APC; McKinnon, 2018).

Trotz der sorgfaltigen Auswahl der Fluorochrome besteht dennoch das Problem der
spektralen Uberlappung der Fluorochrome. Um dieser zu entgegnen, muss eine
Kompensation (im Sinne eines anteiligen Abziehens der benachbarten
Emissionsspektren) durchgefuhrt werden. Diese wird, wie in dieser Arbeit, in der Regel
mithilfe von Compensation Beads (bestehend aus Polystyrol-Partikeln) durchgefiihrt. Das
Ziel hierbei sind klar voneinander abgrenzbare Zellpopulationen.

Eine weitere Methode zur ldentifikation positiver und negativer Zellpopulationen ist das

Prinzip der FMO. Hierfiir wird eine Probe mit allen Antikdrpern eines Panels gefarbt,
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wohingegen bei den anderen Proben jeweils ein Antikdrper weggelassen wird. Wenn
Zellen, welche nicht mit dem jeweiligen Fluorochrom gefarbt wurden, dennoch ein
positives Signal in dem Detektor des zu testenden Fluorochroms aufweisen, muss das
Signal durch eine Veranderung der Spannungen eliminiert werden (Hulspas et al., 2009).
Diese Methode hat den Vorteil, dass zum einen auch das Einstrahlen von Signalen
anderer Fluorochrome, zum anderen aber auch die Autofluoreszenz der Zellen kontrolliert
werden kann.

Bei der Vorbereitung der Proben fur die durchflusszytometrischen Untersuchungen haben
sich weitere Schwierigkeiten ergeben: Fir die Messung von Leukozytenpopulationen ist
es notwendig, eine Zellseparation vorzunehmen, da die Leukozyten im humanen Vollblut
zu einer deutlich geringeren Anzahl vorkommen als die Erythrozyten (4.000 bis 15x103%/uL
vs. 4 bis 6x108/uL). Fur die Zellseparation kann zwischen der Erythrozytenlyse- und der
Dichtegradientenzentrifugation-Methode gewahlt werden. Bei der Methode der
Dichtegradientenzentrifugation basiert die Zellseparation auf der unterschiedlichen Dichte
der einzelnen Zellpopulationen. Dadurch konnen unerwunschte Zellen aus der Probe
entfernt werden. Der Nachteil dieser Methode liegt jedoch darin, dass es wahrend der
Probenaufbereitung zum Verlust bedeutsamer Zellpopulationen (v.a. Granulozyten)
kommen kann. Die Erythrozytenlyse stellt im Gegensatz dazu eine vergleichsméaRig
einfache und zeitsparende Methode dar. Da bei der Anfertigung der vorliegenden Arbeit
die Dichtegradientenzentrifugation jedoch deutlich reliablere und reproduzierbarere
Ergebnisse lieferte (dies lasst sich ggf. auf einen Verlust von Antigenstrukturen und die
Zerstorung von Antikérpern durch das in dem Erythrozytenlyse-Puffer enthaltene
Formaldehyd zurtckfihren) und keine Differenzen in den in dieser Arbeit gemessenen
Zellpopulationen zwischen beiden Methoden bestanden, wurde die Methodik der

Dichtegradientenzentrifugation gewahlt.

Eine Herausforderung der Messung intrazellularer Antigene (in dieser Arbeit CD68,
CD163, CD206 und IDO1) stellte die Erreichbarkeit und Anfarbbarkeit dieser Antigene dar.
Vitale Zellen weisen eine fur die Antikdrper normalerweise undurchdringliche
Doppellipidschicht als Zellmembran auf, sodass vor dem Farbeprozess die Notwendigkeit
der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen besteht.

Bei diesem Prozess besteht die Problematik, dass die Antigene auf der Oberflache der
Zellen, aber auch zuvor durch einen Farbeschritt bereits Fluorochrom-gekoppelte

Antikdrper durch die teilweise aggressiven Fixierungslosungen und Detergenzien zerstort
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werden. Eine Verwendung von nicht ausreichend starken Detergenzien hatte jedoch die
Folge, dass einige intrazellulare Antigene in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation durch den
Antikdrper nicht erreicht werden kénnten. Um dies zu vermeiden, mussen das Detergens,
die Fixierungslésung und die Reihenfolge der Farbeschritte sorgfaltig ausgewahlt und
getestet werden. Je nach Zielantigen kann die Verwendung unterschiedlicher Fixierungs-
und Permeabilisierungsreagenzien notwendig sein. In der vorliegenden Arbeit wurden
eine Fixierung mittels Paraformaldehyd (in unterschiedlichen Konzentrationen in
Abhéngigkeit von dem jeweiligen Panel) sowie eine Permeabilisierung mit Methanol
durchgefuhrt. Die extrazellularen Antigene wurden vor der Fixierung und
Permeabilisierung gefarbt. Hierfir wurden Fluorochrome ausgewahlt, welche als recht
resistent gegeniber dem Fixierungs- und Permeabilisierungsvorgang gelten, dies sind
u.a. BvV421 und AF647. Im Gegensatz dazu gelten die Fluorochrome PE und APC als sehr
empfindlich gegenuber den verwendeten Reagenzien. Insgesamt konnten unter
Beachtung der zuvor erwéhnten Aspekte reproduzierbare Ergebnisse ohne Verlust von

Antigenstrukturen erzielt werden.

6.1.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Mithilfe des ELISAs kann eine quantitative Bestimmung von Antigenen in einer Probe
durchgefuhrt werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Methoden des Sandwich-ELISAs sowie die des
kompetitiven ELISAs angewandt.

Das Sandwich-ELISA weist eine besonders hohe Spezifitat auf. Im Vergleich dazu
ermdoglicht das kompetitive ELISA jedoch auch die Messung von kleinen Antigenen, die
zu klein sind, um von zwei verschiedenen Antikdrpern (wie beim Sandwich-ELISA)
gebunden zu werden (Engvall E, 2010; Kohl et Ascoli, 2017).

Generell weisen die ELISAs eine hohe Sensitivitat auf (Engvall E, 2010; Kohl et Ascoli,
2017). Durch die Mdglichkeit der gleichzeitigen Verarbeitung einer hohen Probenanzahl
sowie die Automatisierung des Messprozesses handelt es sich zudem um eine recht

kosten- und zeitsparende Methode.
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6.2 Diskussion der Ergebnisse zu IDO1

Die Bedeutung von IDOL1 in der Regulation der lokalen und systemischen, tumorinitiierten
Immunsuppression konnte bislang nicht ganzlich aufgeklart werden. Es gibt bereits seit
zwei Jahrzehnten Versuche, die IDO1-Inhibition therapeutisch zu nutzen. Bisher blieben

grol3ere Erfolge in den klinischen Studien jedoch aus.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die IDO1-Expression in Epithel- und
Immunzellen von Primé&rtumoren und Lymphknotenmetastasen des OSCCs auf TMAs
immunhistochemisch untersucht. Im nachsten Schritt erfolgte die durchflusszytometrische
Untersuchung von PBMCs und dissoziierten Gewebeproben (Tumorgewebe und
gesundes Nachbargewebe) auf die Abundanz verschiedener Makrophagenpopulationen
und deren IDO1-Expression.

Eine zum Teil sehr kontrovers diskutierte Alternative zur Bestimmung der IDO1-
Expression ist die Messung der IDO1-Aktivitat. Als Surrogat fur die IDO1-Aktivitat gilt die
Ratio aus Kyn und Trp. Hierfir wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ELISAs aus
Serumproben durchgefiihrt und die Kyn/Trp-Ratio auf ihre Eignung als Biomarker gepruft.
Im nachsten Schritt wurde die IDO1-Aktivitat im Serum auf eine Korrelation mit der IDO1-
Expression der PBMCs und epithelialen Tumorzellen des OSCCs untersucht.

IDO1 wird ein wesentlicher Beitrag zur Immunsuppression und Immuntoleranz im
gesamten Korper zugesprochen. Um die IDO1-Expression und -Aktivitdt auch im
postoperativen Verlauf beurteilen zu konnen und diese auf ihre Eignung als pradiktive
Biomarker zu untersuchen, wurden die Blutproben der Tumorpatienten auch ein und zwei

Wochen post operationem analysiert und miteinander verglichen.

6.2.1 IDO1-Expression im Tumor

Im retrospektiven Teil dieser Arbeit wurde die IDO1-Expression in Epithelzellen und

Immunzellen von Primartumoren des OSCCs immunhistochemisch auf TMAs bestimmt.

Eine hohe IDO1-Expression in Immunzellen war signifikant mit einer fortgeschrittenen
TumorgréRe (SRC, p=0,010), einem Lymphknotenbefall (SRC, p=0,008) sowie einem
fortgeschrittenen UICC-Stadium (SRC, p=0,026) assoziiert, wohingegen eine hohe IDO1-
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Expression in Epithelzellen hochsignifikant mit einer niedrigen T- und N-Klassifikation
sowie niedrigen UICC-Stadien korrelierte (SRC, p<0,001).

Zudem zeigte die epitheliale IDO1-Expression eine signifikante Korrelation mit dem
weiblichen Geschlecht (SRC, p=0,046), einem Patientenalter < 75 Jahre (SRC, p=0,017)
und dem Auftreten eines Rezidivs (SRC, p=0,021).

Die Abundanz IDO1*-Immunzellen zeigte ebenfalls eine Korrelation mit dem weiblichen
Geschlecht (SRC, p=0,006). Sie war jedoch im Vergleich zur IDO1-Expression in
Epithelzellen mit einem Alter > 75 Jahre assoziiert (SRC, p=0,019).

In der Multivariat-Analyse wiesen die IDO1-Expression in Epithelzellen (HR: 2,073; 95%CI:
0,959-4,479; p=0,064) sowie die IDO1-Expression in Immunzellen (HR: 1,416; 95%CI:
0,967-2,074; p=0,074) einen annahernd signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie

Uberleben auf.

Es ist bekannt, dass IDO1 im tumoralen Gewebe im Vergleich zum Normalgewebe
vermehrt exprimiert wird (Zheng et al., 2021). Jedoch gibt es sehr kontroverse
Studienergebnisse zur Hohe der Expression sowie deren Korrelation mit klinischen und
histopathologischen Eigenschaften. Dies lasst sich zumindest zum Teil darauf
zurtckfuhren, dass die IDO1-Expression in Epithel- und Immunzellen in zuvor publizierten

Daten nicht getrennt bestimmt wurde.

Laimer et al. untersuchten die Expression und prognostische Bedeutung von IDOL1 in
Primartumoren des OSCCs mithilfe von immunhistochemischen Farbungen auf
Proteinebene sowie mittels Polymerase chain reaction (PCR) auf Genebene. Anders als
in dieser Arbeit wurde die IDO1-Expression jedoch nicht getrennt zwischen Epithel- und
Immunzellen ausgewertet. Laimer et al. konnten keine signifikante Korrelation zwischen
der IDO1-Expression und dem UICC-Stadium, dem Alter, der Lokalisation und dem
Grading des Tumors finden. Die Korrelation der IDO1-Expression mit dem Geschlecht war
jedoch nahezu signifikant (Laimer et al., 2011). In der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Patientenkohorte konnte ebenfalls eine hdohere IDO1-Expression in den
Epithel- und Immunzellen der Primartumoren von Frauen beobachtet werden. Hieraus
konnte geschlussfolgert werden, dass es auch bei der klinischen Anwendung der IDO1-
Inhibitoren unterschiedliche geschlechtspezifische Ansprechraten gibt. Dies konnte in den

bisher durchgefihrten klinischen Studien jedoch nicht beobachtet werden (Clinical
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Des Weiteren beschrieben Laimer et al., dass Patienten, die eine adjuvante Radio-
Chemotherapie oder adjuvante Chemotherapie erhielten, ein schlechteres
Gesamtuberleben aufwiesen, sofern ihre Tumore eine hohe IDO1-Expression zeigten
(Laimer et al., 2011).

Seppéla et al. untersuchten die IDO1-Expression in Zungenkarzinomen mittels
Immunhistochemie und zeigten, dass diese eine héhere IDO1-Expression aufweisen als
linguale Hyperplasien. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten sie keine
signifikante Korrelation zwischen der IDO1-Expression und der Tumorgrélie,
Tumorinfiltrationstiefe (in mm) oder der peritumoralen Inflammation beobachten. In dem
von Seppald et al. untersuchten Patientenkollektiv bestand jedoch eine signifikante
Korrelation zwischen der IDO1-Expression und der Anzahl der Lymphknotenmetastasen
sowie der Anzahl der Lymphknotenmetastasen mit extranodalem Wachstum.

Zudem zeigten sie, dass Patienten, die eine hohe IDO1-Expression aufweisen sowie
zudem einen Primartumor = 2 cm, Lymphknotenmetastasen oder eine hohe Inflammation
peritumoral zeigen, ein schlechteres krankheitsspezifisches und Gesamtiberleben

aufweisen (Seppala et al., 2016).

Zheng et al. untersuchten die IDO1-Expression des OSCCs mithilfe von quantitativer PCR
(gPCR), Western Blot und Immunhistochemie und zeigten eine negative Korrelation

zwischen der IDO1-Expression und dem Uberleben (Zhang et al., 2021).

Ye et al. untersuchten die IDO1-Expression in Larynxkarzinomen und fanden eine
anndhernd signifikante Korrelation zwischen der Grof3e des Primartumors (T1/T2 vs.
T3/T4) und der IDO1-Expression. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit wiesen
die T3/T4-Tumoren jedoch eine geringere IDOl-Expression auf. Das
krankheitsspezifische sowie Gesamtuberleben der Patienten mit hoher IDO1-Expression
war signifikant schlechter (Ye et al., 2013).
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6.2.2 IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen

Im retrospektiven Teil dieser Arbeit wurde die IDO1-Expression in Epithelzellen und
Immunzellen von Lymphknotenmetastasen des OSCCs immunhistochemisch auf TMAs
bestimmt.

Die intrametastatische, epitheliale IDO1-Expression zeigte eine signifikante Korrelation mit
dem weiblichen Geschlecht (SRC, p=0,039). Ebenfalls zeigte die IDO1-Expression in
Immunzellen eine Korrelation mit dem weiblichen Geschlecht, diese verfehlte jedoch das
Signifikanzniveau (SRC, p=0,079). Die IDO1-Expression in Immunzellen der
Lymphknotenmetastasen zeigte aul3erdem eine signifikante, positive Korrelation mit dem
Auftreten eines Rezidivs (SRC, p=0,038). In der Multivariat-Analyse konnte die IDO1-
Expression in intrametastatischen Immunzellen als signifikanter, unabh&ngiger
Einflussfaktor auf das progressionsfreie Uberleben identifiziert werden (HR: 1,951; 95%ClI:
1,079-3,528; p=0,027).

In den zuvor publizierten Daten wurde aquivalent zur IDO1-Expression in Primartumoren

nicht zwischen Epithel- und Immunzellen unterschieden.

Seppéla et al. untersuchten die IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen von
Zungenkarzinomen und fanden eine signifikante Korrelation mit der Anzahl der
Lymphknotenmetastasen mit extranodalem Wachstum. Zudem war eine hohe IDO1-
Expression in den Lymphknotenmetastasen mit einem schlechteren

krankheitsspezifischen und Gesamtiberleben assoziiert (Seppala et al., 2016).

Weitere Daten zur IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen der HNSCC liegen nicht

Vvor.

Brody et al. beschaftigten sich mit der IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen des
malignen Melanoms und beobachteten, dass alle Patienten mit einer kurzen
Uberlebenszeit  eine moderate bis  starke IDO1-Expression in  den
Lymphknotenmetastasen aufwiesen, wohingegen 80% der Patienten mit einem langeren
Gesamtiuberleben nur eine schwache oder sogar keine IDO1-Expression zeigten. Eine
hohe IDO1-Expression korrelierte zudem signifikant mit einem kirzeren Gesamtiberleben
(Brody et al., 2009).
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Speeckaert et al. untersuchten ebenfalls die IDO1-Expression in Lymphknotenmetastasen
des malignen Melanoms und beobachteten ein signifikant schlechteres progressionsfreies
und Gesamtuberleben von Patienten mit einer hohen IDO1-Expression (Speeckaert et al.,
2012).

6.2.3  Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen  Tumor-  und

Kontrollpatientenkohorte

Den Makrophagen im TME wird eine Schlisselrolle in der tumorinitiierten
Immunsuppression zugeschrieben, indem sie in Wechselwirkung mit den Immunzellen der
angeborenen und adaptiven Immunabwehr treten. Die durch die Makrophagen veranderte
Immunantwort beeinflusst die Tumorprogression (Goncalves et al., 2013) und tragt somit

moglicherweise zu einer systemischen Toleranz bei (Battaglia et al., 2009).

Um nicht nur den lokalen, sondern auch den systemischen Einfluss von IDO1 zu
untersuchen, wurden die PBMCs von Tumorpatienten, subgruppiert nach den
vorliegenden UICC-Stadien, sowie von gesunden Kontrollpatienten auf die Abundanz von
CD68*-, CD163"- und CD68'CD163*-Makrophagen sowie deren IDO1-Expression

untersucht.

Insgesamt waren sowohl der Anteil der Gesamtmakrophagenpopulation sowie der der M2-
Makrophagen bei Patienten in fortgeschrittenen UICC-Stadien (IIl/IV) hdéher als in
niedrigen Stadien (I/11) sowie in der gesunden Kontrollgruppe (ANOVA, p<0,05). Dies

spricht fur eine Abnahme der M1-Makrophagen mit zunehmendem UICC-Stadium.

Es gibt bereits Untersuchungen dazu, dass es im OSCC zu einer Umpolarisierung der
Makrophagenpopulationen von M1- (pro-inflammatorisch) zu M2-Makrophagen (anti-
inflammatorisch) und damit zu einer tumorsupportiven Mikroumgebung gibt. Die
Umpolarisierung geht mit einer zunehmenden TumorgrofRe und -infiltration (T-
Klassifikation), einer erhohten Metastasierungsrate in die lokoregionaren Lymphknoten
sowie einer héheren Tumorprogression und schlechteren Prognose einher (Alves et al.,
2017; Haque et al., 2019; Kondoh et al., 2019; Okubo et al., 2016; Petruzii et al., 2017,
Shigeoka et al., 2019; Weber et al., 2014; Weber et al., 2016; Wehrhan et al., 2013).
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Weber et al. zeigten bereits, dass sogar in oralen Leukoplakien ein erhdhtes Vorkommen
an M2-polarisierten Makrophagen fir eine wahrscheinlichere maligne Transformation
spricht (Weber et al., 2020). Im Umkehrschluss kann man aus diesen Ergebnissen folgern,
dass eine Umpolarisierung zu M1-Makrophagen moglicherweise eine Tumorprogression

verhindern oder zumindest verlangsamen konnte.

Herrera-Rios et al. beschrieben Makrophagen in zerebralen Metastasen des malignen
Melanoms als Hauptquelle der IDO1-Expression (Herrera-Rios et al., 2020). Ebenfalls
konnten Choe et al. IDO1 auf M2-Makrophagen des Hodgkin-Lymphoms detektieren und
fanden hierbei eine Assoziation von IDO1-exprimierenden M2-Makrophagen mit einem
schlechteren Uberleben (Choe et al., 2014).

Im in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientenkollektiv konnte eine signifikant
héhere IDO1-Expression bei OSCC-Patienten in fortgeschrittenen UICC-Stadien (IlI/1V)
als bei Patienten in niedrigen Stadien (I/11) und den gesunden Kontrollpersonen beobachtet
werden (ANOVA, p<0,05).

Zudem war die IDO1-Expression in CD68*- und CD163*-Zellen der Patienten im UICC-
Stadium 1V signifikant hoher als in der gesunden Kontrollgruppe (ANOVA, p<0,05). Auch
die CD68'CD163"-Zellen der Patienten im UICC-Stadium IV wiesen eine anndhernd
signifikant hohere IDO1-Expression auf als die gesunde Kontroligruppe (ANOVA,
p=0,0595).

Insgesamt kann hieraus geschlussfolgert werden, dass die Immunzellen von
Tumorpatienten mit zunehmender Tumorlast auch eine hohere IDO1-Expression
aufweisen. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Hypothese, dass IDO1 die
Tumorprogression sowie die Immuntoleranz des Korpers gegentiber dem Tumor positiv
beeinflusst.

Die Bestimmung der IDO1-Expression konnte allgemein bei der Zuteilung der Patienten
zu einer IDO1-inhibierenden Therapie helfen. Im Speziellen kdnnte die Bestimmung der
Last der IDOl-exprimierenden Makrophagen dabei helfen, gezielt die Patienten zu

selektieren, die von einer combination targeted therapy profitieren konnten.

143



Diskussion

6.2.4 Postoperativer Verlauf der IDO1-Expression

Es ist bekannt, dass die IDO1-Expression durch Entziindungsmediatoren wie IFN-y
getriggert wird und hierdurch die Immunaktivitat im gesunden Organismus beeinflusst wird
(Munn et al., 1999; Munn et al., 2004; Tattevin et al., 2010; Taylor et Feng, 1991).Bisher
sind die Veranderungen der IDO1-Expression sowie der IDO1-Aktivitat im postoperativen

Verlauf jedoch unbekannt.

Um die postoperativen Verdnderungen evaluieren zu koénnen, wurde von den
Tumorpatienten zum Zeitpunkt der Operation, eine Woche post operationem sowie zwei

Wochen post operationem Blut abgenommen.

Insgesamt konnte eine Zunahme der IDO1-Expression von Tag O bis Tag 7 beobachtet
werden. Dies haben wir auf die nach der Operation herrschende inflammatorische
Reaktion zuriickgefuhrt. Nach dem siebten Tag hat die IDO1-Expression signifikant
abgenommen (t-Test, p=0,01). Dies konnte in dem Wegfall der tumorinitiierten
Immunsuppression begrindet liegen. Nach 14 Tagen erreichte die IDO1-Expression
anndhernd das praoperative Niveau.

Bemerkenswert war die signifikante Abnahme der IDO1-Expression in CD68*CD163*-

Zellen innerhalb der zwei Wochen post operationem (t-Test, p<0,05).

Ggf. spiegelt sich zwei Wochen post operationem noch die erhohte postoperative
inflammatorische Aktivitat wider, sodass die IDO1-Expression weiteren Einflissen
unterliegt.

MacFarlane et al. konnten zu spateren Zeitpunkten eine signifikante Reduktion der PD-L1
Expression im Blut nach der Tumorresektion nachweisen (MacFarlane et al., 2014)
Insgesamt ware deswegen eine Beobachtung der Werte im weiteren Verlauf sowie bei

Auftreten eines Rezidivs interessant.
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6.2.5 Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen Tumor- und gesundem

Nachbargewebe

Es wurde die Abundanz der Makrophagen sowie deren IDOLl-Expression zwischen
Tumor- und gesundem Nachbargewebe verglichen.

Es konnte ein signifikant héherer Anteil CD163*- und CD68"CD163"-Zellen intratumoral
als peritumoral gefunden werden. Zudem exprimierte ein signifikant hoherer Anteil der
CD68"-und CD163*-Zellen im Tumor IDO1 (ANOVA, p<0,05).

Dass sich die Abundanz der CD68*-Zellen zwischen dem Tumor- und gesundem
Nachbargewebe nicht unterschied, wohingegen vermehrt CD68*CD163*-Zellen im
Tumorgewebe zu finden waren, spricht flr eine intratumorale Zunahme der M2-
Makrophagen sowie im Umkehrschluss fir eine Abnahme der M1-Makrophagen im
Tumor. Dieses Phanomen wurde bereits durch Henze et Mazzone beschrieben (Henze et
Mazzone, 2016). Die Polarisation zu M2-Makrophagen wird durch die im Tumor
herrschende Hypoxie geférdert (Tripathi et al., 2014). Chanmee et al. beschrieben zudem,
dass die intratumoral herrschende Hypoxie die Migration von TAMs hindert und diese
dadurch zunehmend akkumulieren (Chanmee et al., 2014).

Die unterschiedliche Verteilung der Makrophagen kdnnte auch der Grund fur die sehr
differierenden Beschreibungen Uber die prognostische Bedeutung der CD68-Expression
in verschiedenen Malignomen sein.

Ein erhdhtes Vorkommen von CD68*-TAMs in Biopsien wurde mit einer schlechteren
Prognose diverser Malignome assoziiert (Lymphome (Farinha et al., 2005), Mamma-
(Leek et al., 1996), Harnblasen- (Hanada et al., 2000), Magen- (Ishigami et al., 2003),
Pankreaskarzinome (Di Caro et al., 2016)). Im Gegensatz dazu beobachteten Chaput et
al. und Forrsell et al. eine positive Korrelation der CD68*-Makrophagen mit der Prognose
beim kolorektalen Karzinom (Chaput et al., 2013; Forssell et al., 2007). Welsh et al. und
Dai et al. beschrieben hingegen beim Lungenkarzinom, dass nur TAMs im Tumorstroma
mit einer besseren Prognose assoziiert sind (Dai et al., 2010; Welsh et al., 2005).

Eine Beurteilung der prognostischen Bedeutung der Makrophagen war im Rahmen dieses

Dissertationsprojektes nicht moglich, da die Studie prospektiv geplant wurde.
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Zheng et al. zeigten, dass die IDO1-Expression intratumoral signifikant hoher ist als
peritumoral (Zheng et al., 2021). Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden,
dass v.a. die M1-Makrophagen intratumoral eine hdohere IDO1-Expression aufweisen,
wohingegen sich die IDO1-Expression der M2-Makrophagen nicht signifikant zwischen

dem Tumor- und gesundem Nachbargewebe unterschied.

Die Anreicherung der M2-Makrophagen im Tumorgewebe impliziert einen héheren
Therapieerfolg der gezielten Inhibition von M2-Makrophagen ggf. auch synergistisch im
Rahmen einer combination targeted therapy mit einem IDO1-Inhibitor im Vergleich zur
ausschlief3lichen IDO1-Inhibition.

6.2.6 Kynurenin- und Tryptophankonzentration sowie deren Ratio

Die Kyn/Trp-Ratio wird als MalR fur die IDO1-Aktivitdt postuliert. Der Vorteil der
Bestimmung der IDO1-Aktivitat im Serum anstelle der intrazellularen IDO1-Expression ist
die deutlich leichtere methodische Durchfihrbarkeit und damit geringere
Fehleranfalligkeit. Neben der Ratio wurde auch den einzelnen Stoffwechselprodukten in

zuvor publizierten Daten eine prognostische Bedeutung zugesprochen.

Im untersuchten OSCC-Patientenkollektiv konnten ein Anstieg der Kyn-Konzentration und
der Kyn/Trp-Ratio sowie eine Abnahme der Trp-Konzentration im Serum mit zunehmender
T-Klassifikation beobachtet werden.

Die Kyn- und Trp-Konzentration sowie die Kyn/Trp-Ratio unterschieden sich in der
Patientengruppe mit T4-Tumor anndhernd bzw. sogar signifikant von denen der HCs
(ANOVA, p<0,05).

Dass keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Subgruppen mit
unterschiedlich gro3en Tumoren vorlagen, kdonnte auf die grof3en interindividuellen
Schwankungen der Konzentrationen zurickgefihrt werden.

Bemerkenswert war, dass sich sowohl die Trp- und Kyn-Konzentrationen als auch ihre
Ratio bei Patienten mit und ohne Lymphknotenmetastasen signifkant unterschieden
haben (t-Test, p<0,05). Dementsprechend scheint eine hohe Kyn/Trp-Ratio das Vorliegen

von lokoregionaren Lymphknotenmetastasen zu implizieren.
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Mandarono et al. zeigten, dass eine Abnahme der Trp-Konzentration sowie eine Zunahme
der Kyn-Konzentration im peripheren Blut mit einem verringerten Trp-Gehalt im TME
einhergehen und zudem mit einem erhéhten Risiko fur einen Tumorprogress sowie einem
schlechteren Outcome bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom asssoziiert
sind (Mandarano et al., 2021).

Zhang et al. zeigten, dass die Kyn/Trp-Ratio im Serum bei OSCC-Patienten signifikant
hoéher ist als bei HCs (Zheng et al., 2021). Dies zeigten auch Engin et al., welche die

Kyn/Trp-Ratio bei Patienten mit kolorektalem Karzinom untersuchten (Engin et al., 2016).

Suzuki et al. beschrieben, dass eine erhohte Kyn/Trp-Ratio mit einer weiter

fortgeschrittenen Erkrankung des Lungenkarzinoms assoziiert ist (Suzuki et al., 2010).

Des Weiteren gibt es zahlreiche Untersuchungen, welche sich mit dem Einfluss der
Kyn/Trp-Ratio bzw. der Kyn-Konzentration im Serum auf das Uberleben befassten.

Bisher publizierte Daten zeigen, dass eine erhéhte Kyn/Trp-Ratio im Serum mit einem
kirzeren Gesamtiiberleben bei der akuten myeloischen Leuk&mie (Corn et al., 2009) und
beim malignen Melanom assoziiert ist (Weinlich et al., 2007). Zudem zeigten Ferns et al.,
dass eine erhéhte Kyn/Trp-Ratio mit einem kiirzeren krankheitsspezifischen Uberleben

beim Zervixkarzinom korreliert (Ferns et al., 2015).

Mabuchi et al. beschrieben, dass erhéhte Kyn-Konzentration im Serum mit einem kiirzeren
Gesamtuberleben bei akuter myeloischer Leuk&mie korrelierten (Mabuchi et al., 2016).
Dies zeigten auch Yoshikawa et al., welche eine Korrelation erhdhter Kyn-Konzentrationen
mit einem kirzeren Gesamtiberleben beim Non-Hodgkin-Lymphom beobachten konnten
(Yoshikawa et al., 2010).

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass ein erhdhtes malignes Verhalten des

Primartumors eine immuntoleranzvermittelnde Situation fordert.

Engin et al. untersuchten die Kyn- und Trp-Konzentration sowie deren Ratio beim

kolorektalen Karzinom. Sie fanden einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Kyn-
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Konzentration und einen hochsignifikanten Unterschied hinsichtlich der Kyn/Trp-Ratio von

Tumor- und gesunden Patienten (Engin et al., 2016).

6.2.7 Korrelation der Kyn/Trp-Ratio mit der IDO1-Expression in PBMCs und tumoralen
Epithelzellen

Um die als Alternative zur Bestimmung der IDO1-Expression postulierte IDO1-Aktivitat
beurteilen zu kdnnen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Zusammenhang
zwischen der Hohe der Kyn/Trp-Ratio und der IDO1-Expression der PBMCs und

epithelialen Zellen des OSCCs untersucht.

Es konnte eine positive Korrelation zwischen der Kyn/Trp-Ratio im Serum und der IDO1-
Expression in PBMCs beobachten werden (SRC, p<0,05). Im Gegensatz dazu korrelierte
die Kyn/Trp-Ratio im Serum nicht mit der IDO1-Expression in epithelialen Zellen des
OSCCs (SRC, p=0,672).

Diese Beobachtung entspricht der von Chevolet et al., die ebenfalls eine Korrelation der
IDO1-Aktvitat mit der IDO1-Expression der PBMCs von Patienten mit malignem Melanom
beobachten konnten (Chevolet et al., 2015).

Im Gegensatz dazu gibt es Publikationen tber eine positive Korrelation der IDO1-Aktivitat
mit der IDO1-Expression von tumoralen Epithelzellen des penilen Plattenepithelkarzinoms

sowie des Zervixkarzinoms (Heeren et al., 2018 Zhou et al., 2020).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Kyn/TrpRatio die metabolische
Aktivitat der IDO1-exprimierenden Immunzellen widerspiegelt und sich als Alternative zur
Bestimmung der IDO1-Expression in PBMCs eignet. Die Ergebnisse sprechen zudem
gegen die von Badawy et Guillemin geiibte Kritik, dass die Kyn/Trp-Ratio nicht nur durch
die IDO1-Aktivitat, sondern u.a. auch durch TDO-Aktivitat innerhalb der Leber beeinflusst
werde (Badawy et Guillemin, 2019).
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6.2.8 Postoperativer Verlauf der Kynurenin- und Tryptophankonzentration sowie ihrer

Ratio

Wie zuvor beschrieben, ist bereits bekannt, dass die IDO1-Expression durch
Entzindungsmediatoren wie IFN-y getriggert wird und hierdurch die Immunaktivitat im
gesunden Organismus beeinflusst wird (Munn et al., 1999; Munn et al., 2004; Tattevin et
al.,, 2010; Taylor et Feng, 1991). Bisher ist die Veranderung der IDO1-Aktivitat im
postoperativen Verlauf jedoch noch nicht bekannt.

Insgesamt hat die Kyn/Trp-Ratio postoperativ in der ersten Woche zugenommen und dann
im Verlauf der zweiten Woche annahernd auf das préoperative Niveau wieder
abgenommen. Der Unterschied zwischen der Kyn/Trp-Ratio zum Zeitpunkt der
Tumorresektion und der Ratio zwei Wochen post operationem war anndhernd signifikant
(t-Test, p=0,067). Das Verfehlen des Signifikanzniveaus kann ggf. auf die grolRe

interindividuelle Heterogenitat zurtickgefuhrt werden.

Es ware eine Betrachtung im weiteren postoperativen Verlauf sowie bei Auftreten eines
Rezidivs interessant, um die Eignung als pradiktiver und prognostischer Biomarker zu

beurteilen.

Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass ein operativer Eingriff den Immunstatus, im
Speziellen die IDO1-Expression und -Aktivitat im Blut der Tumorpatienten beeinflusst.
Gegebenenfalls kbnnte somit im Falle einer fernmetastasierten und somit systemischen
Tumorerkrankung mit nur noch palliativem Therapieziel eine IDO1-Inhibition eine
Alternative zum chirurgischen Eingriff (z.B. einem tumor debulking) darstellen oder

neoadjuvant das Uberleben verlangern.
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6.3 Diskussion der Ergebnisse zu TREM2

Das Hauptaugenmerk der onkologischen Grundlagenforschung liegt zurzeit auf der
Identifizierung tumorspezifischer Marker, die fir die Entwicklung von neuen
diagnostischen und individualisierten, zielgerichteten therapeutischen Strategien

eingesetzt werden kénnen.

TREM2 wurde im Jahr 2002 erstmals bei der Nasu-Hakola-Krankheit beschrieben und ist
bis heute fast ausschlie3lich auf seine neurologische Bedeutung hin untersucht worden
(Paloneva et al., 2002)

In der Mikroglia fordert TREM2 die Phagozytose von apoptotischen Neuronen und hemmt
mittels des DAP12-Signalwegs die Transkription von pro-inflammatorischen Zytokinen
(Takahashi et al., 2005). Bei Ubertragung der bisherigen Daten auf das TME lasst sich
schlussfolgern, dass TREM2 eine immunsuppressive Wirkung hat.

Bisher liegen nur wenige Forschungsergebnisse und zum Teil sehr kontroverse
Ergebnisse zu der TREM2-Expression verschiedener Tumoren vor. Kirzlich wurden
jedoch sehr wegweisende Studienergebnisse dariiber publiziert, dass TREM2 wesentlich

zur Chemotherapie- und ICI-Resistenz beitragt.

Xiong et al. beobachteten, dass ICI-resistente Tumoren eine TREM2-uberexprimierende

Makrophagensubpopulation aufweisen (Xiong et al., 2020).

Molgora et al zeigte, dass eine TREM2-Defizienz sowie Anti-TREM2-Anitkérper zu einer
signifikanten Hemmung des Tumorwachstums sowie zu einer kompletten
Tumorregression in Mausen fuhrten, sofern eine Kombination mit einem Anti-PD-1-

Antikdrper erfolgte (Molgora et al., 2020).

Binnewies et al. beschrieben TREMZ2 als Grund flr eine gescheiterte Anti-PD-1-Therapie.
In der Folge untersuchten sie die Effektivitat von Anti-PD-1- und einem Anti-TREM2-
Antikdrper im Mausmodell und konnten wie Molgora et al. bei Kombination dieser ein
verbessertes Ansprechen beobachten. Sie stellen die Hypothese auf, dass Anti-TREM2-

Antikdrper bei Kombination mit einem Anti-PD1-Antikdrper das Therapieansprechen durch
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eine geforderte T-Zell-Infiltration bzw. Aktivierung und die Verdnderung der TAM-
Zusammensetzung verbessern (Binnewies et al., 2021; Molgora et al., 2020).
Es wird bereits ein anti-TREM2-Antikorper (PY314) im Rahmen der Studie NCT 04691375

mit und ohne Anti-PD-1-Antikérper bei soliden Tumoren erprobt (Binnewies et al., 2021)

Studien zur Bedeutung von TREM2 beim OSCC liegen jedoch zurzeit noch nicht vor.

6.3.1 TREM2-Expression im Tumor

Im retrospektiven Teil dieser Arbeit wurde die TREM2-Expression auf Immunzellen der

Primartumore des OSCCs immunhistochemisch auf TMAS bestimmt.

Tumoren, welche histopathologisch einer hoheren T- (SRC, p=0,030) und N-Klassifikation
(SRC, p=0,050) zugeordnet wurden, wiesen eine hohere Anzahl TREM2*-Immunzellen
auf. Insgesamt korrelierten damit auch die UICC-Stadien signifikant mit der Anzahl
TREM2*-Immunzellen (SRC, p=0,040). Zudem zeigte sich eine positive Korrelation der
PD-L1-Expression mit der TREM2-Expression auf Immunzellen (SRC, p<0,001).

Die Patienten mit einer hohen TREMZ2-Expression wiesen ein signifikant friheres
Auftreten eines Tumorprogresses auf (Multivariat-Analyse, (HR: 2,17; 95%CI:. 1,021-
4,613; p=0,044). Patienten mit einer hohen TREMZ2-Expression verstarben zudem
signifikant friher (Multivariat-Analyse, HR: 2,548; 95%CI: 1,089-5,964; p=0,031)

Die bisher publizierten Ergebnisse zur Bedeutung der TREM2-Expression in Malignomen

sind sehr heterogen und zum Teil widerspruchlich.

Cheng et al. beschrieben, dass eine erhohte TREMZ2-Expression des Platten- und
Adenokarzinom der Zervix, des diffusen B-Zell-Lymphoms, des pulmonalen
Adenokarzinoms, des kutanen Melanoms sowie der thyreoidalen Karzinome mit einem
signifikant verbesserten Gesamtiuberleben einhergeht. Im Gegensatz dazu beobachteten
sie, dass Patienten mit einem niedriggradigen Gliom, einem hepatozellularem sowie
klarzelligen Nierenzellkarzinom bei einer erhdhten TREM2-Expression ein signifikant
verringertes Gesamtiiberleben aufweisen. Das krankheitsspezifische Uberleben war in der

Patientenkohorte von Cheng et al. bei einer TREM2-Uberexpression in Platten- und
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Adenokarzinomen der Zervix, thyreoidalen Karzinomen sowie niedriggradigen Gliomen

signifikant schlechter (Cheng et al., 2021).

Zhang et al. zeigten sowohl beim Magenkarzinom als auch beim Nierenzellkarzinom, dass
die mRNA- und Proteinexpression von TREM2 im Vergleich zum Normalgewebe erhdht
sind (Zhang et al., 2016; Zhang et al., 2018).

Zudem fanden Zhang et al. eine signifikante Korrelation zwischen einer hohen TREM2-
Expression und dem Grading sowie der TNM-Klassifikation beim Magenkarzinom. Im
Gegensatz dazu fanden sie keine Korrelation mit dem Geschlecht und dem Alter. In der
Univariat- und Multivariat-Analyse zeigten sich die TREM2-Expression sowie die TNM-
Klassifikation als signifikante unabhangige Einflussfaktoren auf das Gesamtiberleben
(Zhang et al., 2018).

Wang et al. untersuchten die TREM2-Expression in Gliomen mittels Immunhistochemie.
Die TREM2-Expression korrelierte signifikant mit dem WHO-Stadium. Es konnte jedoch
keine Korrelation mit dem Geschlecht, Alter oder der TumorgrofRe gefunden werden.
Zudem wiesen Patienten mit einer hohen TREM2-Expression ein signifikant kirzeres
Gesamtiuberleben auf (Wang et al., 2016)

Esparza-Baquer konnten eine signifikant héhere TREM2-Expression in T4-Tumoren des
hepatozellularen Karzinoms im Vergleich zu T1-Tumoren feststellen (Esparza-Baquer et
al., 2021)

Cheng et al. konnten in ihrer Pan-Cancer-Analyse beobachten, dass die TREM2 im
HNSCC im Vergleich zum Normalgewebe erhoht ist. Sie konnten jedoch keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Uberlebensraten von Patienten mit einer hohen
und niedrigen tumoralen TREM2-Expression beobachten. Im Gegensatz zu der Analyse
in dieser Arbeit erfolgte die Analyse hier jedoch auf Genebene(Cheng et al., 2021).

Insgesamt sind die bisherigen Ergebnisse sehr heterogen. Dies hebt die Bedeutung der
Bestimmung der TREM2-Expression in verschiedenen Tumoren hervor, um die Tumoren
zu selektieren, deren Patienten potentiell von einer Anti-TREM2-Therapie profitieren
konnten. Patienten mit einem OSCC kodnnten entsprechend der Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit von einer Anti-TREM2-Therapie profitieren.
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6.3.2 TREM2-Expression in Lymphknotenmetastasen

Im retrospektiven Telil dieser Arbeit wurde die TREM2-Expression der Immunzellen in

Lymphknotenmetastasen des OSCCs immunhistochemisch auf TMAs bestimmt.

Eine hohe TREMZ2-Expression in den Immunzellen der Lymphknotenmetastasen
korrelierte mit dem weiblichen Geschlecht (SRC, p=0,008), einem Alter > 75 Jahre (SRC,
p=0,042) und einer hohen PD-L1-Expression (SRC, p=0,022).

In der Multivariat-Analyse wurde die TREM2-Expression in Immunzellen (HR: 4,904;
95%Cl: 1,003-23,987; p=0,05) als anndhernd signifikanter, unabhangiger Einflussfaktoren

auf das Gesamtuberleben identifiziert.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der TREM2-Expression in

Primartumoren und den Lymphknotenmetastasen gefunden werden (t-Test, p=0,330).

Auffallig war die Hochregulierung von TREM2 in den Lymphknotenmetastasen von
Mannern (t-Test, p<0,001), wohingegen sich die Expressionen bei Frauen zwischen
Primartumoren und Lymphknotenmetastasen nicht signifikant unterschied (t-Test,
p=0,669). Dies konnte auf geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der
Bedeutung von TREM2 sowie unterschiedliche Ansprechraten der Anti-TREM2-

Immuntherapie bei Vorliegen von lokoregionaren Lymphknotenmetastasen hindeuten.

Die positive Korrelation der PD-L1-Expression mit der TREM2-Expression in den
Lymphknotenknotenmetastasen deutet auf einen vielversprechenden Therapieansatz der
kombinierten PD-L1- und TREM2-Therapie bei Vorliegen von Lymphknotenmetastasen
hin.

Malgora et al. konnten ebenfalls TREM2*-Makrophagen sowohl in lokoregionaren
Lymphknoten als auch hepatischen und pulmonalen Fernmetastasen solider Tumoren

nachweisen (Molgora et al., 2020).

Patienten mit lokoregionaren Metastasen eines OSCC konnten entsprechend den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit von einer Anti-TREM2-Immuntherapie profitieren.
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6.3.3  Vergleich der  Makrophagenpopulationen zwischen  Tumor-  und

Kontrollpatientenkohorte

Im nachsten Schritt wurde die TREM2-Expression der PBMCs untersucht.

Da v.a. den Makrophagen eine Schlisselrolle in der ICI-Resistenz zugeschrieben wird,
wurde im Speziellen die Abundanz von CD68*-, CD68*CD163*- und CD68*CD206"*-
Makrophagen und deren TREM2-Expression ermittelt. Um einen Vergleich ziehen zu

konnen, wurden ebenfalls die PBMCs gesunder Kontrollpatienten untersucht.

Insgesamt war sowohl der Anteil der Gesamtmakrophagen sowie der der M2-
Makrophagen bei Patienten in fortgeschrittenen UICC-Stadien groR3er als in niedrigen
Stadien sowie in der gesunden Kontrollgruppe. Dies spricht im Umkehrschluss fir eine

Abnahme der M1-Makrophagen mit zunehmendem UICC-Stadium.

Kumar et al. zeigten in einer Metaanalyse, dass eine Zunahme der Makrophagen bei
HNSCC-Patienten auch mit einer signifikanten Zunahme der Grof3e und Infiltration des
Tumors (T-Klassifikation) sowie einem positiven Lymphknotenstatus einhergeht (Kumar et
al., 2019).

He et al. beschrieben ebenfalls, dass eine hohere Infiltration mit CD68*- oder CD163*-
Makrophagen mit einer htheren T- und N-Klassifikation des OSCCs korreliert (He et al.,
2014).

Suéarez-Sanchez et al. stellten fest, dass eine hohere Infiltration mit CD68*- oder CD163"-
Zellen mit einer héheren T-Klassifikation (T3, T4), fortgeschrittenen UICC-Stadien (Il und
IV) sowie schlecht bzw. undifferenzierten Tumoren assoziiert ist (Suarez-Sanchez et al.,
2020).

Im Gegensatz dazu konnten Haque et al. keine signifikante Korrelation zwischen der
Anzahl der CD163"-Zellen und klinisch sowie histopathologischen Merkmalen feststellen.
Im Gegensatz dazu beschrieben sie jedoch, dass eine erhéhte Anzahl von CD206*-Zellen
mit einer héheren T- und N-Klassifikation sowie héheren UICC-Stadien einhergeht (Haque
et al., 2019).
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In der vorliegenden Arbeit konnte eine héhere TREM2-Expression bei Patienten in
fortgeschrittenen UICC-Stadien als bei Patienten in niedrigen Stadien und den gesunden
Kontrollpatienten beobachtet werden. Die beiden M2-Makrophagen-Subpopulationen, die
CD68"CD206*- und CD68*CD163*-Zellen, wiesen bei Patienten im UICC-Stadium IV eine
signifikant héhere TREM2-Expression auf als die Kontrollpatienten (ANOVA, p<0,01).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern oder den

Altersgruppen (< 75 und > 75 Jahre) beobachtet werden.

Yao et al. zeigten, dass TREM2 auf den PBMCs und TAMs von Lungenkarzinom-
Patienten sowie erkrankten Mausen im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten
Uberexprimiert wird. Zudem beobachteten sie eine positive Korrelation zwischen der
TREM2-Expression auf Pulmonalmakrophagen und dem UICC-Stadium sowie dem
Lymphknotenstatus bei Patienten mit Lungenkarzinom (Yao et al., 2016).

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte erganzt werden, dass sogar die
TREM2-Expression auf PBMCS im UICC-Stadium IV des OSCCs im Vergleich zu
gesunden Kontrollpatienten signifikant hoher ist (ANOVA, p<0,05). Die TREM2-
Expression auf den PBMCs der Patienten in den UICC-Stadien | und Il war jedoch ahnlich

zu der der gesunden Kontrollpatienten.

Insgesamt kann hieraus geschlussfolgert werden, dass auch die PBMCs von

Tumorpatienten mit zunehmender Tumorlast eine hohere TREM2-Expression aufweisen.

6.3.4 Vergleich der Makrophagenpopulationen zwischen Tumor- und gesundem

Nachbargewebe

Es wurde die Verteilung der TAMs sowie deren TREM2-Expression zwischen Tumor- und
gesundem Nachbargewebe verglichen. Hierfir wurden Gewebeproben dissoziiert und die
Einzelzellsuspensionen durchflusszytometrisch auf die Expression von CD68, CD163,
CD206, CD326 und TREM2 untersucht.

Es konnte ein signifikant héherer Anteil CD68*-, CD68*CD163*- und CD68*CD206*-Zellen

intratumoral als peritumoral gefunden werden (ANOVA, p<0,05).
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Haque et al. untersuchten die Expression von CD163 und CD206 in Proben des OSCC.
Sie beschrieben, dass CD163*-Zellen gleichermalen intra- und peritumoral zu finden sind,
wohingegen CD206*-Zellen hauptsachlich intratumoral lokalisiert sind. Sie konnten jedoch
keine Korrelationen der CD163*- und CD206%-Zellen mit dem Alter, Geschlecht, der
Tumorlokalisation, den UICC-Stadien, der T- und N-Klassifikation, dem Grading sowie
dem Auftreten lokaler Rezidive und Fernmetastasen finden. Das progressionsfreie und
krankheitsspezifische Uberleben unterschied sich zwischen den Patienten mit einer hohen
und niedrigen CD163-Expression nicht, wohingegen beide Uberlebensraten bei Patienten
mit einer hohen CD206-Expression im Vergleich zu Patienten mit einer niedrigen CD206-

Expression signifikant schlechter waren (Haque et al., 2019).

Gao et al. beobachteten beim HNSCC, dass die Expression von CD68 intratumoral

signifikant héher ist als peritumoral (Gao et al., 2018).

Die bisherigen Ergebnisse sprechen somit fiir eine intratumorale Zunahme der M2-
Makrophagen sowie im Umkehrschluss eine Abnahme der M1-Makrophagen im Tumor.
Dieses Phanomen wurde bereits durch Henze et Mazzone beschrieben (Henze et
Mazzone, 2016). Die Polarisation zu M2-Makrophagen wird durch die im Tumor
herrschende Hypoxie geférdert (Tripathi et al., 2014). Chanmee et al. beschrieben zudem,
dass die intratumoral herrschende Hypoxie die Migration von TAMs hindert und diese

dadurch zunehmend akkumulieren (Chanmee et al., 2014).

Die unterschiedliche Verteilung der Makrophagen kdnnte auch der Grund fur die sehr
differierenden Beschreibungen Uber die prognostische Bedeutung der CD68-Expression
in verschiedenen Malignomen sein.

Ein erhdhtes Vorkommen von CD68*-TAMs in Biopsien wurde mit einer schlechteren
Prognose diverser Malignome assoziiert (Lymphome (Farinha et al., 2005), Mamma-
(Leek et al., 1996), Harnblasen- (Hanada et al., 2000), Magen- (Ishigami et al., 2003),
Pankreaskarzinome (Di Caro et al., 2016)). Im Gegensatz dazu beobachteten Chaput et
al. und Forrsell et al. eine positive Korrelation der CD68*-Makrophagen mit der Prognose
beim kolorektalen Karzinom (Chaput et al., 2013; Forssell et al., 2007). Welsh et al. und
Dai et al. beschrieben hingegen beim Lungenkarzinom, dass nur TAMs im Tumorstroma

mit einer besseren Prognose assoziiert sind (Dai et al., 2010; Welsh et al., 2005).
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Im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen beschrieben Kong et al. beim
hepatozelluldren Karzinom eine signifikante Anreicherung von CD68*- und CD163*-Zellen
peritumoral. Zudem konnten sie eine negative Korrelation zwischen der Abundanz CD68"-
Zellen und dem rezidivfreien sowie Gesamtiberleben feststellen, wohingegen die
CD163*-Zellen keinen Einfluss auf das Uberleben hatten (Kong et al., 2013).

Li et al. fanden beim Zervixkarzinom eine signifikant hohere CD163-Expression

intratumoral als peritumoral (Li et al., 2017).

Salmi et al. beobachteten beim malignen Melanom, dass die Anzahl der TAMs in tiefer
infiltrierenden malignen Melanomen (Breslow-Level > 4mm) sowie
Lymphknotenmetastasen hoher ist als in superfiziellen Melanomen (Breslow-Level <
1mm). Zudem war die Abundanz CD68*-Zellen mit dem Auftreten von Rezidiven
assoziiert, wohingegen eine hohe Anzahl CD163*-Zellen mit einer geringeren
Rezidivhaufigkeit sowie mit einem besseren Gesamtiiberleben einherging (Salmi et al.,
2019). Im Gegensatz dazu beschrieben Bronkhorst et al. in malignen Melanomen der
Uvea, dass eine geringe CD68- bzw. CD68/CD163-Expression mit einem signifikant
besseren Uberleben assoziiert sind (Bronkhorst et al., 2011).

Fan et al. beobachten beim hepatozellularen Karzinom eine signifikant hohere CD206-
Expression intratumoral als peritumoral. Zudem wies das Tumorgewebe eine signifikant
hohere CD206-Expression auf als gesundes Lebergewebe. Die CD206-Expression im
hepatozellularen Karzinom korrelierte signifikant mit der Tumorgréf3e und dem Auftreten
von Metastasen. Das rezidivfreie Uberleben war bei Patienten mit einer hohen CD206-

Expression zudem signifikant kiirzer (Fan et al., 2019).

Es gab keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der TREM2-Expressionen auf
Makrophagen intra- und peritumoral (p<0,05). Interessanterweise konnte bei den
immunhistochemischen Farbungen eine hdhere intratumorale TREM2-Expression

detektiert werden.

Khantakova et al. beobachteten beim hepatozellularen Karzinom eine Akkumulation von
TREMZ2-exprimierenden Zellen intratumoral, wohingegen nur wenige TREM2*-Zellen im

Nachbargewebe gefunden werden konnten (Khantakova et al., 2022).
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Dies zeigten ebenfalls Esparza-Baquer, welche eine Hochregulation von TREM2 in
Gewebe von hepatozellularen Karzinomen im Vergleich zum gesunden Lebergewebe

nachweisen konnten (Esparza-Baquer et al., 2021).

Zhang et al. untersuchten zudem die TREM2-Expression im Nierenzellkarzinom im
Vergleich zum angrenzenden Normalgewebe und fanden eine signifikant héhere TREM2-

Expression intratumoral (Zhang et al., 2016).

Zhang et al. untersuchten zwei Jahre spater zudem die TREMZ2-Expression des
Magenkarzinoms intra- und peritumoral und fanden hierbei eine hochsignifikant héhere

TREM2-Expression intratumoral als im gesunden Nachbargewebe (Zhang et al., 2018).

Wang et al. untersuchten die TREM2-Expression in Gliomen und normalem Hirngewebe
und fanden eine signifikant héhere TREM2-Expression im Tumorgewebe (Wang et al.,
2016).

Insgesamt lassen diese Ergebnisse darauf schliel3en, dass TREM2 peritumoral zu einem
grolReren Teil von anderen Zellen (z.B. dendritischen Zellen; Bouchon et al., 2001)

exprimiert wird.

Eine Beurteilung der prognostischen Bedeutung der Makrophagen war im Rahmen dieser

Dissertation nicht mdglich, da die Studie prospektiv geplant wurde.

Die Anreicherung der TAMs im OSCC und in vielen anderen Tumoren konnte fiir einen
hoheren Therapieerfolg der gezielten Inhibition von TAMs bzw TREM2 mit eher geringeren

systemischen Nebenwirkungen sprechen.

6.3.5 sTREM2-Konzentration

Die Bedeutung von STREM2 ist bei neurologischen Erkrankungen bisher deutlich besser
erforscht als bei malignen Erkrankungen.
Bisher wurde eine hohere sTREM2-Konzentration in Liqguorproben von Morbus Alzheimer-

Patienten im Vergleich zu Patienten ohne kognitive Einschrankungen beschrieben (Shen
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et al., 2019; Zhong et al., 2017). Hierbei scheinen die STREM2-Konzentrationen im Liquor
in der frihen symptomatischen Phase des Morbus Alzheimers am hdchsten zu sein und
dann wieder abzunehmen, wenn die Krankheit fortschreitet (Ma et al., 2020; Suarez-Calvet
et al., 2016). Zudem beobachteten Ma et al., dass eine erhohte STREM2 Konzentration
mit einer erhdhten Tau-Konzentration einhergeht, wohingegen eine niedrige TREM2-
Konzentration mit einer niedrigen A3-Konzentration einherging (Ma et al., 2020).
Ebenfalls konnte eine erhdhte sTREMZ2-Liquorkonzentration bei Multiple Sklerose-
Patienten beobachtet werden (Kleinberger et al., 2014).

Generell wurde sTREM2 jedoch bereits zugeschrieben, dass es die Apoptose von
Makrophagen verhindert und das Zelliberleben (Wu et al., 2015), die Zellproliferation und
Zellmigration férdert (Zhong et Cheng, 2019).

Bei Ubertragung auf maligne Erkrankungen lasst sich schlussfolgern, dass STREM2 eine

immunsuppressive Wirkung hat.

Die Bedeutung von sSTREM2 bei Malignomen wurde bisher ausschlief3lich in Serumproben
von Patienten mit High-Grade-Gliomen sowie nicht-glialen Hirntumoren untersucht. Die
STREM2-Konzentration war hierbei sowohl im Serum der Patienten mit High-Grade-
Gliomen als bei Patienten mit non-glialen Tumoren signifikant erniedrigt (Efendioglu et al.,
2021).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich im Gegensatz dazu eine Korrelation der sSTREM2-
Konzentration in Serumproben von OSCC-Patienten mit der T- (SRC, p=0,081) und N-
Klassifikation (SRC, p=0,085) sowie den UICC-Stadien (SRC, p=0,059), wobei diese das

Signifikanzniveau knapp verfehlte.

Da es sich bei sSTREM2 um das Abbauprodukt von TREM2 handelt, steht die Beobachtung
der positiven Korrelation zwischen der sTREM2-Konzentration und dem UICC-Stadium im
Einklang mit den vorherigen Ergebnissen. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen jedoch
dafur, dass die sSTREM2-Konzentration ggf. durch weitere, noch nicht weiter erforschte,

biologische Vorgange beeinflusst wird.
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6.4 Schwachen und Starken der Arbeit

Bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden die Expression von CDG68,
CD163 und CD206 als Makrophagenmarker untersucht.

CD68 ist ein transmembranéses Glykoprotein, welches hauptsachlich in den endosomalen
und lysosomalen Kompartimenten der Makrophagen lokalisiert ist (Holness et al., 1993;
Chistiakov et al., 2017). Jedoch wurde eine CD68-Expression auch in andere Zellen
beschrieben, hierunter neutrophile Granulozyten, dendritsche Zellen, Fibroblasten und
Endothelzellen (Amanzada et al., 2013; Gottfried et al., 2008; Pulford et al., 1990; Saito et
al.,, 1991). Dementsprechend kann die Quantifizierung der Gesamtpopulation der
Makrophagen mithilfe der Bestimmung der CD68-Expression zu einer Uberschatzung der

Gesamtmakrophagenpopulation gefuhrt haben.

Makrophagen kdnnen in zwei Zustanden vorliegen, einerseits dem klassisch aktivierten,
pro-inflammatorischen (anti-tumoralen) M1 Ph&notyp und andererseits dem alternativ
aktivierten, anti-inflammatorischen (pro-tumoralen) M2 Phanotyp.

Die Makrophagen kdnnen hierbei durch die Expression unterschiedlicher CD-Molekile
subklassifiziert werden: CD68 ist ein Pan-Makrophagen-Marker, wohingegen M1-
Makrophagen typischerweise CD11c und M2-Makrophagen typischerweise CD163,
CD204 oder CD206 exprimieren (Kaku et al., 2014; Komohara et al., 2006; Komohara et
al.,, 2014). Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass die klassiche M1/M2-Klassifikation
aufgrund der hohen Makrophagenplastizitat Grenzen aufweist und dass v.a. die TAMs
sehr heterogen sind (Skytthe et al., 2020).

An den vorherigen Arbeiten, die sich mit der Makrophagenpolarisation befasst haben,
wurde kritisiert, dass es fur die Subklassifizierung der M2-Makrophagen nicht ausreicht,
die CD163*-Zellen zu bestimmen (Suarez-Sanchez et al., 2020). Dies unterlegte auch das
Ergebnis von Bronkhorst et al., welche die CD68-, CD163-, CD68/CD163-Expression in
Zellen des malignen Melanoms der Uvea untersuchten und hierbei keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Uberlebensraten zwischen Patienten mit einer hohen und
einer niedrigen CD163-Expression fanden. Im Gegensatz dazu war das Uberleben der
Patienten mit einer hohen CD68- oder sowohl CD68- und CD163-Expression in den
gleichen Zellen signifikant schlechter (Bronkhorst et al., 2011).
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Mithilfe des FACS war es im Rahmen der Durchfihrung der Experimente dieser
Dissertation moglich, die Zellen zu selektieren, die sowohl CD68 (als Marker der
Gesamtmakrophagenpopulation) als auch CD163 exprimieren, zu bestimmen. Zusatzlich
wurde mit CD206 ein neuer, weniger erforschter M2-Makrophagen-Marker untersucht, da
es Hinweise darauf gibt, dass es sich bei den M2-Makrophagen auch hinsichtlich ihrer pro-

tumoralen Aktivitat nicht um eine homogene Gruppe handelt.

Ein Nachteil der Verwendung von frischen Gewebeproben fur die Durchflusszytometrie
war, dass nur ein sehr kleiner Teil des Tumors bzw. des gesunden Nachbargewebes
hierfir verwendet werden konnte, da dieser Teil nicht der histopathologischen
Begutachtung zugefiihrt werden konnte. Hierdurch konnten in dieser Gruppe auch nur
Gewebeproben von T3- und T4-Tumoren ausgewertet werden, wohingegen mithilfe der
Immunhistochemie auch kleinere Tumoren ausgewertet werden konnten.

Ein weiterer Nachteil war, dass die Einzelzellsuspensionen nach der Dissoziation sehr
unterschiedliche Anzahlen von Zellen aufwiesen, dies auch bei zuvor vergleichbaren
GrofRen und Gewichten der Tumorproben. Dies kann vermutlich zumindest zum Teil auf
nekrotisches und fibroses Gewebe zuriickgefiihrt werden. Dennoch konnten durch die pro
Messung bendotigte Zellzahl von 2x10° (jeweils 1x10° fur die eigentliche Messung und die

Negativkontrolle) nicht alle dissoziierten Gewebeproben ausgewertet werden.

Die geringe Patientenanzahl erfordert zudem die Bestatigung der Ergebnisse in einem
grolReren Patientenkollektiv.

Insbesondere ware hier die Untersuchung der IDO1- und TREM2-Expression in den
Tumoren von Rezidivpatienten interessant, da es bereits Ergebnisse zur erfolgreichen
neoadjuvanten Anwendung eines PD-1-ICIs bei einer jungen Patientin mit Rezidiv eines
OSCC gibt (Olmos et al., 2021).

Ein Nachteil der prospektiven Studienplanung des zweiten Teils dieser Arbeit war, dass

im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Auswertung der Uberlebensdaten erfolgen

konnte.
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6.5 Schlussfolgerung

IDO1 und TREMZ2 konnten als potentielle Biomarker des OSCCs identifiziert werden und
kobnnten im Rahmen der Therapieindividualisierung (personalisierte Medizin) zur
Therapiestratifizierung und -optimierung beitragen.

Patienten in einem fortgeschrittenen Stadium konnten von einer gegen die Biomarker
gerichteten Immuntherapie profitieren. Dies ggf. auch in Kombination mit einem Anti-PD-
1-Antikorper.

Nach klinischer Revalidierung kdnnte die Kyn/Trp-Ratio (als IDO1-Aktivitat) zuktnftig zur
Therapiestratifizierung von Patienten mit lokoregiondr metastasiertem oralem
Plattenepithelkarzinom unter Berlcksichtigung individueller Risikoprofile in die

Routinediagnostik implementiert werden.
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Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Artikel

Firma

Adhésionsobjekttrager

Thermo Fisher Scientific

Biosphere SafeSeal Tube (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt

Deckglas

Thermo Fisher Scientific

Eukitt Quick-hardening mounting medium

Sigma-Aldrich

200 pl, 1000 pl)

Filterspitzen "Avantguard” (10 pl, 20 pl, 100 pl,

Axon Labortechni

Monovette EDTA Sarstedt
Monovette Serum-Gel Sarstedt
Multifly-Kanule Sarstedt

NuncTM Kryoréhrchen fiir Biobanking und
Zellkulturen 1.8mL

Thermo Fisher Scientific

PAP pen for immunostaining

Sigma-Aldrich

Réhrchen, konisch (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One

Tabelle 2: Gerate

Artikel Firma
Axio Scan.Z1 Zeiss
FACS Canto Il BD Biosciences

gentleMACS Octo Dissociator with heaters

Miltenyi Biotec

Heraeus Multifuge 3S

Marshall Scientific

iMark Microplate Absorbance Reader

Biod Rad

Luna Cell Counter

Logos Biosystems

Mr. Frosty Einfrierboxen

Nalgene

Zentrifuge 5425

Eppendorf
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Tabelle 3: Chemikalien

Artikel

Firma

BLOXALL Endogenous Blocking Solution,

Peroxidase and Alkaline Phosphatase

Vector Laboratories

Citrat Buffer, pH 6.0, 10x

Sigma-Aldrich

Ethanol, >99,8 % absolute

Sigma-Aldrich

Fc Block BD Biosciences

Fetal Bovine Serum Thermo Fisher Scientific
Ficoll Paque Plus - Cytiva Sigma-Aldrich
Formaldehyde 4%, Methanol-Free Cell Signaling

Gibco TM PBS-Tabletten

Thermo Fisher Scientific

Hematoxylin Solution (Mayer's, Modified)
(ab220365)

Abcam

Lab Vision TM TweenTM 20 Detergent

Thermo Fisher Scientific

MACS Tissue Storage Solution

Miltenyi Biotec

Normal Horse Serum Blocking Solution, 2.5%

Vector Laboratories

Phosphate Buffered Saline (PBS) (1X)

Thermo Fisher Scientific

2-Propanolol, >99,8%

Sigma-Aldrich

RPBMI 1640, HEPES

Thermo Fisher Scientific

Xylol Isomer VWR International
Tabelle 4: Kits
Artikel Firma

ImMmPRESS HRP Universal (Horse Anti-
Mouse/Rabbit IgG) PLUS Polymer Kit

Vector Laboratories

Impact Dab Eqv Substrate Kit

Vector Laboratories

Kynurenine ELISA BA E-2200 ImmuSmol
TREM2 ELISA ab224881 Abcam
Tryptophan ELISA BA E-2700 ImmuSmol

Tumor Dissociation Kit human

Miltenyi Biotec
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Tabelle 5: Antikorper

Name Spezie Fluorophor Clone/ Firma

CD163 Maus Bv421 GHI/61/ Biolegend

CD206 Maus AF647 15-2/Biolegend

CD68 Maus FITC Y1/82A/ Biolegend

IDO1 Kaninchen AF647 D5J4ETM/ Cell
Signaling

IDO1 Maus AF647 V50-1886/Biolegend

TREM2 Kaninchen APC-Cy7 D8l4C/Cell Signaling

TREM2 Maus AF700 2B5/Novus Biologicals

Tabelle 6:-Puffer und -Lésungen fur die Immunhistochemie

Puffer Zusammensetzung

10x PBS 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4 pH-Wert
7,4; ad 1000 ml dd H20

10x Citratpuffer 29,49 Tri-Natriumcitrat-Dihydrat; ad 800 ml dd

H20
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