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Einleitung und Hypothese

1 Einleitung und Hypothese

Krebserkrankungen der oberen Schluck- und Atemwege stellen die sechsthaufigste Tumorer-
krankung weltweit dar und [1] werden nach Histologie — h&ufigster Vertreter ist das Plat-
tenepithelkarzinom (HNSCC) — und anatomischer Lokalisation eingeteilt. Etwa 0,5 % der ma-
lignen Neuerkrankungen 2020 betreffen laut der globalen Krebsstatistik den Oropharynx [2].
Dabei konnen vier Teilbereiche im Oropharynx, der Zungengrund, der weiche Gaumen, die
Tonsillen und der sonstige Oropharynx, unterschieden werden [3]. Das Plattenepithelkarzi-
nom des Oropharynx erhielt unter den Kopf-Hals-Tumoren besondere Aufmerksamkeit, da
die Inzidenz weltweit im Gegensatz zu den Plattenepithelkarzinomen der Mundhdéhle und des
Larynx ansteigend war [3, 4]. Zu den Risikofaktoren gehéren der exzessive Alkoholkonsum
und Tabakkonsum. Trotz ricklaufigen Tabakkonsums zeigt das Oropharynxkarzinom eine zu-
nehmend steigende Tendenz in vielen Landern [3]. Sie ist wahrscheinlich auf die steigenden
HPV-Infektionszahlen zuriickzufiihren [5]. Risikofaktoren fiir die HPV-Infektion sind die
hohe Anzahl von Sexualpartnern, der praktizierte Oral- und Analverkehr sowie die Immunde-
fizienz [6]. HPV-assoziierte Tumore zeigen in mehreren Studien ein besseres Therapieanspre-
chen, und somit eine bessere Prognose. Bis heute sind leider die Therapiemdglichkeiten der
Kopf-Hals-Tumore begrenzt und die mediane 5-Jahres-Uberlebensrate betragt etwa 60 % [1].
Bei Krebsentstehung, Wachstum und Ausbreitung in Umgebung und metastatischen Lokalisa-
tionen wird davon ausgegangen, dass Tumorzellen gezielt der Uberwachung und Bekampfung
des Immunsystems entweichen kdnnen. Die Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass Tumore
haufiger bei immungeschwéchten Patienten auftreten. Deshalb wird sehr aktiv nach diesen Me-
chanismen und mdglicher Einflussnahme geforscht. Sowohl das erworbene als auch das ange-
borene Immunsystem besitzen die Fahigkeit zur Tumorbekampfung. Nach dem Immuno-
editing-Modell gibt es drei Mdglichkeiten. Entweder gewinnt der Tumor, er verliert oder man
befindet sich im Zustand des Aquilibriums [7]. Bareke beruft sich auf die Red Queen Hypothese
und fugt hinzu, dass es dem Tumor nur gelingt, dem Immunsystem auf Dauer zu entgehen,
wenn sich Tumorzellen kontinuierlich aktiv weiterentwickeln. Eine wichtige Grundlage fir
diese Evolution bildet die chronische Inflammation [7] in der Tumormikroumgebung, die auch
vom Komplementsystem als Teil des angeborenen Immunsystems beeinflusst wird. Das Kom-
plementsystem stellt eine Kaskade aus mehr als 50 verschiedenen Proteinen dar, die in der Bil-
dung eines Membranangriffskomplexes miindet, der wiederum zur Abtétung des Pathogens
dient. Neben der Funktion bei der unspezifischen Immunabwehr beeinflusst das Komplement-

system allerdings auch die Aktvierung des spezifischen Immunsystems.
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Die Kaskade des Komplementsystems kann durch endogene Hemmstoffe und Proteine unter-
brochen werden. Es ist bereits bekannt, dass viele Tumorarten mit einer erhohten Konzentration
von Negativregulatoren des Komplementsystems vergesellschaftet sind. Eigene Vorarbeiten
unserer und anderer Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass die Hemmung endogener Komple-
mentinhibitoren die Wirksamkeit von zum Beispiel bereits bekannter therapeutischer Antikor-
per steigert. Einige Komplementkomponenten stehen allerdings im Verdacht, dass sie das Tu-
morwachstum fordern kdnnen.

Mit dieser Dissertation sollte tberpruft werden, inwiefern ein Zusammenhang zwischen der
Komplementaktivitat und dem onkologischen Outcome bei Oropharynxkarzinomen besteht.
Um diesem n&her zu kommen, wurden histologische Schnitte von Oropharynxtumoren und
Lymphknotenmetastasen auf das VVorhandensein endogener Komplementinhibitoren untersucht.
Aulerdem wurde anhand der vorhandenen Patientendaten untersucht, ob Assoziationen zwi-
schen Verteilung, Farbungsintensitat der Komplementinhibitoren mit verschiedenen Tumor-
und Patienteneigenschaften bestehen.

Langfristig gilt es herauszufinden, ob ein Eingreifen in die Komplementreaktion mittels Hem-

mung endogener Komplement-Inhibitoren eine therapeutische Option darstellt.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das plattenepitheliale Oropharynxkarzinom

2.1.1 Inzidenz

Laut der globalen Krebsstatistik machte das Oropharynxkarzinom mit 98412 neu gemeldeten
Féllen etwa 0,5 % der malignen Neuerkrankungen im Jahr 2020 aus [2].

Die Inzidenz der HPV-assoziierten Tumore, wie das Oropharynxkarzinom, zeigt eine zuneh-
mende Tendenz [8]. Studien zeigen, dass das HPV bei in etwa 25 % aller Kopf-Hals-Tumore,
und bei bis zu 60 % aller Oropharynxtumore, involviert ist [9]. Dabei kommen HPV-positive
Tumore im Vergleich zu anderen Pharynxabschnitten pradominant im Oropharynx vor [10].
Das Plattenepithelkarzinom des Oropharynx erhielt unter den Kopf-Hals-Karzinomen in den
letzten Jahren besondere Aufmerksamkeit, da die Inzidenz trotz riicklaufigen Tabakkonsums
weltweit ansteigend war. In den USA schatzt man eine Steigerung der Inzidenz des HPV-posi-
tiven Oropharynxkarzinoms von 225 % zwischen 1988 und 2004 [11]. In Deutschland schétzt
man eine HPV-Pravalenz von etwa 40 % [5].

2.1.2 Anatomie
Der Oropharynx wird anatomisch nach ventral hin durch die Gaumenbdgen (Arcus palato-
glossus und Arcus palatopharyngeus), nach kranial durch die Ebene des Gaumensegels, nach
kaudal durch den Oberrand der Epiglottis im Bereich des Zungengrundes abgegrenzt. Der
Oropharynx wird in vier Teilbereiche eingeteilt, den Zungengrund, weichen Gaumen, die Ton-
sillen und den sonstigen Oropharynx. 90 % der Kopf-Hals-Karzinome sind Plattenepithelkar-
zinome. Das lymphoretikuldare Gewebe, das unter dem mehrschichtig, unverhornten Plat-

tenepithel liegt, wird zum Waldeyer-Rachenring gezéhlt [12].

2.1.3 Atiologie und Risikofaktoren
Die Risikofaktoren des Oropharynxkarzinoms sind der Alkohol- und Tabakkonsum.
Mit zunehmender Tendenz tritt die Infektion mit dem humanen Papillomvirus als Risikofaktor
hervor. Zwolf von 200 Virustypen von HPV werden zurzeit als onkogen eingestuft. Darunter
sind vor allem HPV 16 und 18 bei 85 % der Félle der HPV-assoziierten Oropharynxkarzinome
verantwortlich [3]. Auffallig ist, dass Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren mit einem

Durchschnittsalter von 54 Jahren deutlich jiinger und weniger Komorbiditaten, einen hohen
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sozio6konomischen Status und geringes Rauchverhalten aufweisen. Ménner sind mit einem
Faktor von 2,8 haufiger betroffen [4].

2.1.4 Klinik und Histologie

In einer Auswertung von Patientendaten mit Oropharynxkarzinomen, die in Giellen im Zeit-
raum von 2011-2013 behandelt wurden, wurde analysiert, wie sich die primare Symptomatik
abhangig von der HPV-Assoziation unterscheidet [3]. Patienten mit HPV-assoziierten Oropha-
rynxkarzinomen wiesen als primdre Symptomatik eine fortgeschrittene Lymphknotenmetasta-
sierung auf, das bekanntermalien sich negativ auf die Prognose auswirkt [3]. Auf histologischer
Ebene handelt es sich dabei meist um zystische Lymphknotenmetastasen [6]. Patienten mit
HPV-negativen Tumoren sind meist aufgrund von Schluckbeschwerden durch den vergroier-
ten Primadrtumor beim Arzt vorstellig. Die Inzidenz zur Fernmetastasierung abhangig vom
HPV-Status ist noch umstritten. Dok et al. konnten keine Unterschiede bezuglich der Haufigkeit
der Fernmetastasierung bei Kopf-Hals-Tumoren zwischen HPV-negativen und HPV-positiven
Patienten beobachten. Interessanterweise bilden sich bei HPV-positiven Patienten Fernmeta-
stasen in der Leber oder im Gehirn, wahrend bei HPV-negativen Patienten vor allem die Lunge
oder der Knochen betroffen sind. Dartber hinaus wurden bei HPV-positiven Kopf-Hals-Tumo-
ren Fernmetastasen auch nach einem Follow-up von 5 Jahren festgestellt, bei HPV-negativen
Patienten gab es in der Regel nach 2 Jahren keine Anzeichen auf Fernmetastasierung [13]. Im
Kontrast dazu, berichten Ward et al. von einer geringeren Entwicklung eines Sekundartumors
bei HPV-positiven Patienten [14].

Im Weiteren ist noch hinzuzufugen, dass es noch keine klare Evidenz fir spezifische prékan-
zerdse Léasionen fiir HPV-assoziierte OPSCC gibt [4, 6]. Histologisch gesehen, zeigen sich bei
HPV-positiven Tumoren erstaunlicherweise seltenst Verhornungen. Chernock beschreibt fol-
gendermalen die Histologie der HPV-assoziierten Tumore. Sie sind ,,meist vom nicht keratini-
sierenden Typ, tendieren zur Bildung von groRen Nestern mit verdrangendem Wachstum und
geringer stromaler Antwort, zahlreichen Mitosen und zentraler Nekrose des Komedos. Die Zel-
len sind ovoid bis spindelférmig mit unscharfer Begrenzung und besitzen einen hyperchroma-
tischen Nucleus mit nicht prominentem Nucleolus. Die Epithelreifung ist begrenzt.« (libersetzt
durch den Autor) [15]. Als mdgliche Grunde fiir dieses histologische Erscheinungsbild erwéhnt
Chernock zum einen die durch das Virus induzierte genetische Veranderung. Zum anderen ist
es auf die Herkunft der HPV-positiven Tumore zurtckzufiihren. HPV-positive Tumore des
Oropharynx kommen geh&uft in der Tonsillengegend vor. Das Tonsillenepithel ist durch ge-
ringe Zellmaturation und starke Lymphozyteninfiltration gekennzeichnet [15].



Literaturdiskussion
2.1.5 Diagnostik und Staging

Bei klinisch auffalligem Oropharynx im Rahmen einer Laryngoskopie wird das Biopsat histo-
pathologisch genauer untersucht. Zur Ausbreitungsdiagnostik werden bildgebende Verfahren
und weitere endoskopische Untersuchungen angeschlossen.

Das Staging erfolgt anhand der TNM-Klassifikation, die seit 1950 von der Union internationale
contre le cancer (UICC) eingefuhrt wurde. Dabei beurteilt die T-Kategorie die Ausdehnung des
Primartumors, die N-Kategorie das Ausmaf der Lymphknotenmetastasierung und die M-Kate-
gorie das Vorhandensein von Fernmetastasen. Nach der TNM-Klassifikation werden die Tu-
more weiter in UICC-Stadien eingeteilt. Nach der 2017 aktualisierten 8. Auflage des TNM-
Klassifikationssystems der UICC/AJCC wird das HPV-assoziierte Oropharynxkarzinom als ei-
gene Entitat gewertet. Die Anderungen hinsichtlich der Klassifizierung betrafen sowohl HPV-
positive als auch HPV-negative Tumore. Bei pl6-negativen Tumoren wird die N3-Kategorie
abhangig vom Vorhandensein des extranodalen Wachstums weiter unterteilt in N3a (Lymph-
knotenmetastase > 6 cm) und N3b (Lymphknotenmetastase mit Kapseldurchbruch) [16]. Bei
p16-positiven Tumoren wird das bessere Uberleben beriicksichtigt, dass bei ihnen ein UICC-
Downstaging beobachtet werden kann. Beachtenswert ist die Klassifizierung von HPV-assozi-
ierten Oropharynxtumoren in das UICC-Stadium IV nur noch bei Vorhandensein einer Fern-
metastase [16]. Hinzugekommen ist auch die Unterscheidung zwischen der ¢ (klinisch)- und p
(pathologisch)-Kategorie bei Bestimmung des N-Status. Dabei steht cN1 fur ipsilateralen Be-
fall mit Lymphknotenmetastasen < 6 cm, cN2 fur beidseitigen oder kontralateralen Befall mit
Lymphknotenmetastasen < 6 cm und cN3 fir Metastasen > 6 cm. Die postoperative pathologi-
sche Bestimmung des N-Status besteht nur noch in der Einteilung in pN1 und pN2. Dabei wird
die Grole der Lymphknotenmetastase nicht mehr berticksichtigt [16].

Tabelle 1. TNM-Kategorie in der 7. Auflage fir OSCC

TNM 7. Auflage

T

c/pTl <2cm

c/p T2 >2cm,<4cm

c/p T3 > 4 cm oder Ausbreitung auf linguale Epiglottis

c/p T4a Infiltration Larynx, dulere Zugenmuskulatur, Hartgaumen, Mandibula
c/p T4b Infiltration M. pterygoideus lateralis, Schidelbasis, ACI
N

c/p NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

¢/p N1 Ipsilateral solitdr < 3 cm

c/p N2a Ipsilateral solitdr > 3—6 cm

c/p N2b Ipsilateral multiple < 6 cm

c/p N2¢c Bilateral, kontralateral <6 cm

c/p N3 Metastasen > 6 cm

Tabelle iibernommen von [17] (Quelle: Wittekindt et al., 2018).
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Tabelle 2. TNM-Kategorie in der 8. Auflage fir OSCC

TNM 8. Auflage

pl6-negativ

p16-positiv

T T
c/pTl <2cm c/p Tl <2cm
c/p T2 >2cm,<4cm c/p T2 >2cm,<4cm
c/p T3 >4 cm oder Ausbreitung auf | ¢/p T3 >4 cm oder Ausbreitung auf lin-
linguale Epiglottis guale Epiglottis
c/p T4a Infiltration Larynx, dulere c/p T4 Infiltration Larynx, duflere Zun-
Zungenmuskulatur, Hartgau- genmuskulatur, Lamina med./lat.
men, Mandibula, Lamina med. Processus pterygoideus, Hart-
Processus pterygoideus gaumen, Mandibula, M. ptery-
goideus lateralis, Schiadelbasis,
ACI, lat. Nasopharynx
c/p T4b Infiltration M. pterygoideus
lateralis, Schidelbasis, ACI
cN cN
c NO Keine regionéren ¢ NO Keine regiondren Lymphknoten-
Lymphknotenmetastasen metastasen
c N1 Ipsilateral solitér <3 cm ¢ N1 Ipsilateral solitdr oder multipel
<6cm
¢ N2a Ipsilateral solitar > 3—6 cm c N2 Kontralateral oder bilateral
<6cm
¢ N2b Ipsilateral multipel < 6 cm
¢ N2¢ Bilateral, kontralateral <6 cm
c N3a Metastasen > 6 cm c N3 Metastasen > 6 cm
c3b ECS
pN pN
p NO Keine regionéren p NO Keine regiondren Lymphknoten-
Lymphknotenmetastasen metastasen
p N1 Ipsilateral solitdr < 3cm p N1 <4 betroffene Lymphknoten
p N2a Ipsilateral solitdr, < 3 mit ECS | p N2 > 5 betroffene Lymphknoten
oder < 6 cm ohne ECS
p N2b Ipsilateral multipel <6 cm
ohne ECS
p N2¢ Bilateral, kontralateral <6 cm
ohne ECS
p N3a Metastasen > 6 cm, kein ECS
p N3b Metastasen > 3 cm mit ECS
oder kontra-/bilateral mit ECS

Tabelle iibernommen von [17] (Quelle: Wittekindt et al., 2018).
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Tabelle 3. Gruppen von Tumorstadien beim Oropharynxkarzinom, 8. Auflage

pl6-negativ p16-positiv
Stadium Stadium | Klinisch
0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
1 T1 NO MO 1 T1, T2 NO, N1 MO
11 T2 NO MO 1T T1, T2 N2 MO
I T3 NO MO T3 NO, N1, MO
N2
T1,T2, T3 | Nl MO 11 T1,T2, T3, | N3 MO
T4
IVA T4a NO, N1 MO T4 Jedes N MO
T1, T2, N2 MO v Jedes T Jedes N M1
T3, T4a
IVB Jedes T N3 MO
T4b Jedes N MO
IvC Jedes T Jedes N M1 Stadium | patholo-
gisch
0 Tis NO MO
I T1,T2 NO, N1 MO
1 T1, T2 N2 MO
T3 NO, N1 MO
111 T3, T4 N2 MO
v Jedes T Jedes N M1

Tabelle ibernommen von [17] (Wittekindt et al., 2018).

2.1.6 Therapie und Prognose

Die Therapie von Oropharynxkarzinomen lauft multimodal. Man unterscheidet hierbei zwi-
schen der primar radiotherapeutischen und primar chirurgischen Therapie. Die Strahlentherapie
wird bevorzugt in den USA und in einigen européischen Landern wie in den Niederlanden ein-
gesetzt [3]. Von vielen Autoren wird die kombinierte Cisplatin-basierte Chemoradiotherapie
und Strahlentherapie als standard-of-care treatment bezeichnet [18]. Die primar chirurgische
Therapie wird in Deutschland bevorzugt. 80 % erhalten die Strahlentherapie als adjuvante The-
rapie [3].

Es ist wohl bekannt, dass die HPV-Assoziation des Tumors auf ein besseres Therapieanspre-
chen, und damit verbunden, auf eine bessere Prognose hindeutet. In der Datenauswertung von
Patienten mit OPSCC, die in GieRen im Zeitraum von 2011-2013 behandelt wurden, liegt das
Gesamtuberleben nach 5 Jahren bei Patienten mit HPV-Assoziation iber 80 % und bei Patien-
ten mit HPV-negativen Tumoren bei 40-50 % [3]. Wie bereits erwéhnt, ist es noch umstritten,
ob bei HPV-positiven Tumoren ein geringeres Risiko zur Entwicklung eines Sekundartumors
besteht. Die Gruppe von Ward et al. beobachteten eine geringere Inzidenz und fiihren es auf die
fehlende Feldkanzerisierung bei HPV-positiven Tumoren zuriick [14]. Allerdings gibt es auch

eine Gruppe der HPV-positiven Tumore, die einen sehr aggressiven Verlauf zeigen [19].
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Die Patienten werden heute noch unabhangig vom p16-Status behandelt [11]. Nebenwirkungen
der Chemotherapie sind die Xerostomie, Mukaositis, pharyngeale Stenose und Dysphagie, In-
fektionen und die laryngeale Narbenbildung [20]. Nebenwirkungen der Radiotherapie sind un-
ter anderem die Xerostomie, Wundheilungsstérungen und die Osteoradionekrose des Unterkie-
fers.

Um die Nebenwirkungen der Chemotherapie und der Strahlentherapie zu minimieren, werden
heute neue Therapieformen vorgeschlagen. Die Deeskalationsstrategien sollen aber nur bei Pa-
tienten mit einem niedrigen Risiko eingesetzt werden [21]. Velazquez et. al entwarfen ein No-
mogramm, das die Patienten mithilfe von den Parametern, HPV-Status, T-Stadium, N2b-N3-
Stadium, Komorbiditatsscore, Tabakkonsum und Geschlecht, in Risikogruppen einteilt. Viele
Autoren sind sich einig, dass auch unter den HPV-positiven Patienten eine Differenzierung no-
tig ist [19], wobei multifaktorielle Aspekte, darunter immunbezogene, tumorbezogene und pa-
tientenbezogene Gesichtspunkte, eingeschlossen werden sollten [19].

Unter den Deeskalationsstrategien gibt es die Reduktion oder sogar Substiution der Chemothe-
rapie wie beispielsweise durch die Substitution von Cisplatin mit Cetuximab. Beim Cetuximab
handelt es sich um einen EGFR-Inhibitor. Eine weitere Strategie ist die Reduktion der totalen
Dosis der Radiotherapie wie beispielsweise durch eine Kombinationstherapie mit Cetuximab
[21]. Heute werden immer mehr immun-onkologische Therapieansétze vorgestellt, die auf Im-
mun-Checkpoints ausgerichtet sind. Vielversprechend sind neutralisierende Antikorper gegen
das PD-1/PD-L1 (programmed death receptor 1/ligand 1), das vor allem bei inflammatorischen
Oropharynxkarzinomen effektiver sein soll [22].

Aulerdem trat die minimalinvasive Chirurgie in den letzten Jahren in den Vordergrund. Darun-
ter gibt es die Transorale Laser Mikrochirurgie oder die Transorale Roboter Chirurgie.

Zuletzt soll noch die Mdglichkeit der Pravention erwahnt werden. Die kirzlich von der standi-
gen Impfkommission des RKIs (STIKO, 90. Sitzung am 05.06.2018) ausgesprochene Empfeh-
lung, auch Jungen im Alter von 9-14 Jahren gegen HPV zu impfen, ist fundamental zur Ver-
meidung HPV-induzierter Erkrankungen [3].
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2.2 Das humane Papillomvirus

2.2.1 Charakterisierung des HPV

Die humanen Papillomviren sind unbehillte DNA-Viren, die das kutane oder mukosale Ge-
webe infizieren [9]. In der westlichen Zivilisation wird die HPV-Infektion fir fast alle Zervix-
karzinome, tber 90 % der Analkarzinome, 70 % der Oropharynxkarzinome, 70 % der Vaginal-
karzinome, 40 % der Vulvakarzinome und fiir 50 % der Peniskarzinome verantwortlich ge-
macht [23]. Mehr als 200 verschiedene HPV-Genotypen sind heute bekannt [24]. Abhangig
vom onkogenen Potential werden die HP-Viren in zwei Gruppen, den ,,low risk groups* und
,»high risk groups* eingeteilt [25]. Die am haufigsten vorkommenden Subtypen der Hochrisi-
kogruppe des HPV sind das HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 und 56 [9]. Dabei ist der Subtyp
HPV 16 mit einer Pravalenz von mehr als 80 % bei Oropharynxkarzinomen am haufigsten be-
teiligt [24].

Die DNA des HPV16 besteht aus 7908 Basenpaaren und lasst sich in drei Hauptregionen, eine
nicht-kodierende Region flr die Regulation der DNA-Replikation und Expression, eine frihe
Region mit den Genen E1, E2, E4, E5, E6 und E7 und zuletzt in eine spate Region mit den
Genen L1 und L2, unterteilen [25]. Mittels der Kapsidproteine L1 und L2 wird die gewebespe-
zifische Infektion ermdéglicht. Die Replikation wird von den Proteinen E1 und E2 kontrolliert.
Verantwortlich fir die Onkogenese sind die Proteine E5, E6 und E7 [9]. Das Protein E6 hemmt
die Apoptose und E7 fordert im Gegenzug die unkontrollierte Zellproliferation [3, 9]. Dabei
verhindert das E6 die Aktivitat des Tumorsuppressors p53, wahrend das E7 Uber das Re-
tinoblastomprotein wirkt. Der Mechanismus des E5 ist noch unerforscht [9]. Aul3erdem ist be-
kannt, dass eine kontinuierliche Expression von E6 und E7 fur die maligne Transformation
erforderlich ist [25].

Die Expression der viralen Proteine findet ausschlielich intrazelluldr statt, so dass die infizier-
ten Zellen recht unauffallig fur das Immunsystem sind [3]. Es wird daher vermutet, dass weni-
ger genetische Veranderungen bei HPV-assoziierten Tumoren vorliegen und eine spezifische,

zielgerichtete Therapie aussichtsreich sein sollte [3].

2.2.2 Abwehrmechanismen des Wirts und Evasionsmechanismen des HPV
Mittels verschiedener Abwehrmechanismen gegeniiber des HP-Virus gelingt es dem Wirt das
HPV zu eliminieren. Eine physikalische Barriere stellt die Mukosa mit der Zellmembran dar.
Anders als in der Zervix, ist das Tonsillenepithel netzartig, so dass ein mukosales Trauma keine

Voraussetzung fur die virale Exposition der Basalzellen ist. Moglicherweise erleichtert die stel-
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lenweise unterbrochene Basalmembran die Invasion und Metastasierung [26]. Auch nach Uber-
windung dieser Barriere sind in der extrazellularen Matrix Proteasen vorhanden, die die Inter-
nalisierung des Virus erleichtern, so dass sie intrazellular eliminiert werden. AufRerdem ist das
angeborene Immunsystem an seiner Eliminierung beteiligt. Darunter gibt es zytosolische DNA-
Sensoren, wie das Absent in melanoma 2 (AIM2), Interferon-y inducible Protein 16 (IF116) und
das cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate syntase (cGAS), die die DNA
des Virus erkennen und zur Viruselimination beispielsweise (ber die erhohte Produktion von
Typ-I-Interferon beitragen. Zudem gelingt die Abwehr mithilfe von unspezifischen Immunzel-
len, darunter gibt es die dendritischen Zellen, Langerhans-Zellen und natirlichen Killerzellen
[27]. Auch die spezifischen Abwehrzellen, die T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, sind
wichtige Akteure zur Bekdmpfung des HPV.

Trotz der oben genannten Abwehrmechanismen gelingt es dem HPV (ber zahlreiche Evasions-
mechanismen das Immunsystem des Wirts zu umgehen. Denn viele Studien belegen, dass HPV-
positive Tumore mit einer erhdhten Anzahl an Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) as-
soziiert sind. Dennoch ist der Korper nicht dazu fahig, das HP-Virus erfolgreich zu bekampfen.
Zum einen verhindert das Virus die Antigenpréasentation tber das HPV E5 Protein, so dass
keine Aktivierung der T-Zellen mdéglich ist [28]. Dariiber hinaus scheint das Virus auch die
Funktion der NK-Zellen zu beeintréchtigen. Nichtsdestotrotz korreliert der Spiegel an cytoto-
xischen NK-Zellen mit dem Outcome der Patienten mit HPV-positivem Oropharynxkarzinom
[28]. AuRerdem belegen Studien, dass vielmehr der Phanotyp als die Anzahl der CD4+ T-Zellen
entscheidend fiir die antitumorale Immunaktivitat ist. Beispielsweise ist bereits bekannt, dass
ein Subtyp der CD4+ T-Zellen, die FOXP3+ regulatorischen T-Zellen (Tregs), die antitumorale
Immunitat unterdriicken [28]. Uberdies zeigen zahlreiche Studien, dass der cGAS/STING-Sig-
nalweg durch das HP-Virus beeinflusst wird, in dem das E7-Protein die STING-Aktivierung
herunterreguliert und die Produktion des Typ-I-Interferon hemmt [28]. Ferner wird der Signal-
weg PD-1/PD-L1 mdglicherweise tber das HP-Virus reguliert. Eine Analyse von 27 Kopf-
Hals-Tumoren deutet auf eine erhthte PD-L1-Expression bei HPV-positiven Tumoren hin [28].
Die Expression des PD-L1 wird (ber die erhdhte IFN-y-Sekretion von Tumor-infiltrierenden
Lymphozyten hochreguliert. Shamseddine schliel3t nicht aus, dass die erhohte PD-L1-Expres-
sion und der HPV-Status nicht kausal zusammenhéangen, sondern die Erhéhung durch die ent-
zundliche Tumormikroumgebung mit erhéhten TIL-Zahlen zustande kommt [28].

2.2.3 Diagnostik des HP-Virus
Bis heute gibt es keine einheitlich festgelegte Detektionsmethode des HPV [9]. Als Goldstan-

dard gilt die Amplifikation der viralen RNA mittels Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion
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[9]. Daneben gibt es die Immunhistochemie des p16, die Detektion der HPV-DNA mittels In-
situ-Hybridisierung oder PCR [9, 24].

In vielen Studien werden nach weiteren Biomarkern als das p16-Protein gesucht.

Von vielen Autoren wird betont, dass der alleinige p16-Nachweis nicht ausreichend ist, da 20 %
der p16-positiven Oropharynxkarzinome negativ bezuglich ISH oder PCR-HPV-Tests sind. Bei
diesen Patienten ist eine nicht vergleichbare Prognose wie bei doppelt, mit anderen Worten
sowohl fiir das Protein als auch fur die DNA, positiv getesteten Patienten zu erwarten [21].
Interessanterweise ist das p16 nicht nur als Biomarker fir HPV-Infektionen geeignet, sondern

gibt auch Hinweis auf ein besseres Survival bei Oropharynxtumoren [10].

2.2.4 Das pl6-Protein
Das p16-Protein wird auch als ,,Cyclin dependent kinase inhibitor, abgekiirzt CDK-inhibitor
2A, bezeichnet. Das Protein p16 gehort, neben p15, p18 und p19, zur INK4 Familie. Das Gen
befindet sich auf Chromosom 9 Positionshand 21.3 (9p21.3) [29].
Mittels alternativen Spleifiens kdnnen vier verschiedene Transkripte entstehen, darunter das
pl6(INK4a), der zyklin-abhéingige Kinaseinhibitor, das pl4ARF, das p12 und p16y.
Das p16 ist an der Zellzyklusregulation beteiligt, in dem es die Proliferation negativ beeinflusst.
Dabei bindet das p16 die zyklinabh&ngigen Kinasen 4 und 6, wodurch das Retinoblastompro-
tein (pRb) nicht phosphoryliert werden kann. Im hypophosphorylierten Zustand bindet das Re-
tinoblastom den Transkriptionsfaktor E2F, sodass die Transkription von Genen, die mit der
Proliferation assoziiert sind, nicht moglich ist. Folglich wird der Eintritt in die S-Phase des
Zellzyklus verhindert [29].
Serra et al. bezeichnen das p16 nach dem p53 als zweithdaufigstes Tumorsuppressorgen. Viele
Tumore sind mit einer Mutation des Gens assoziiert. Liggett und Sidransky berichten bei Kopf-
Hals-Tumoren von einer homozygoten Deletion des Gens von 50 % und von einer Mutation
von 10 %. Daneben wird die Vermutung gebracht, dass p16 moglicherweise einerseits die An-
giogenese hemmen und andererseits die Lymphangiogenese fordern kénnte [13].
Das p16-Protein wird als Surrogatmarker zur Diagnostik HPV-assoziierter HNSCC verwendet,
denn bei HPV-negativen Tumoren liegt p16 meist inaktiviert vor und ist immunhistochemisch
kaum oder wenig nachweisbar [3]. Die Wirkung des p16-Proteins weicht allerdings bei HPV-
positiven Tumoren stark von anderen Tumoren ab. Verantwortlich daftr ist die Funktion des
Onkoproteins E7, das vom humanen Papillomvirus exprimiert wird. Das E7 fihrt zur Degrada-
tion des Retinoblastomproteins, das das Zielprotein des p16-Proteins ist [30]. Auflerdem be-
richtet Li auch von einer onkogenen Aktivitat des p16-Proteins.
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2.3 Die lymphogene Metastasierung

2.3.1 Das lymphatische System
Das lymphatische System dient der Homoostase, Flissigkeitsbalance, dem Immunsystem und
der Fetttabsorption und seinem Transport [31] und setzt sich aus Lymphgefalien und den lym-
phatischen Organen zusammen [32]. Die primaren lymphatischen Organe dienen zur Differen-
zierung der Lymphozyten aus Stammzellen, ihrer Vermehrung und Reifung. Zu den priméren
lymphatischen Organen zéhlen der Thymus und das Knochenmark. In den sekundéren lympha-
tischen Organen gelangen die Lymphozyten in Kontakt mit den Antigenen. Die sekunddren
lymphatischen Organe bilden die Milz, Lymphknoten und mukosaassoziierte lymphatische Or-
gane, darunter die Tonsillen, Peyer-Plaques und bronchusassoziierte lymphatische Organe [33].
Das Lymphgefalisystem ist durch einen blinden Beginn gekennzeichnet, die kleinsten Lymph-
gefale werden als initiale LymphgeféaRe bezeichnet [34]. Ihre Funktion besteht darin, intersti-
tielle Flussigkeit aufzunehmen [34]. Erstaunlicherweise weisen die initialen LymphgefaRe
keine Tight Junctions wie Blutkapillaren auf. Die lymphatischen endothelialen Zellen bilden
diskontinuierliche interzellulédre Junctions [34]. Der lymphatische Ruckstrom wird durch Klap-
pen verhindert, die sich 6ffnen, wenn der Flussigkeitsdruck im Interstitium steigt [34]. Die ini-
talen lymphatischen GeféalRe konvergieren zu grélReren Sammelgefélen [34], deren Endothel-
zellen allerdings durch kontinuierliche Junctions verbunden sind. Diese Sammelgefalie beste-
hen aus einer zusatzlichen Muskelschicht [34]. Mithilfe der GefalRkontraktion der Muskelzellen
und der Klappen wird der unidirektionale Lymphfluss ermdglicht [34]. Die SammelgefaRe
transportieren die Lymphe zu Lymphknoten. Die afferente Lymphe tritt in den Randsinus ein,
der sich unter der fibrosen Kapsel des Lymphknotens befindet [33]. Danach gelangt die Lym-
phe Uber den Intermediérsinus und Marksinus zum efferenten Lymphgefal3. Das Parenchym
des Lymphknotens lasst sich in eine kortikale B-Zone und parakortikale T-Zone und Mark un-
terteilen [33]. In der B-Zell-Zone befinden sich die Lymphfollikel, in denen naive B-Zellen in
Kontakt mit den Antigenen gelangen und sich entweder zu Plasmazellen oder B-Ged&chtnis-
zellen differenzieren. In der parakortikalen Zone, in der sich auch sogenannte hochendotheliale
Venolen (HEV) befinden, werden die T-Zellen durch Antigenstimulation aktiviert. Die Immun-
zellen gelangen tiber die HEV oder (iber die afferenten Lymphgefale in den Lymphknoten [34].
Die Lymphgefale drainieren in die Venenwinkel und somit steht das LymphgefaRsystem mit
dem BlutgefaRsystem in unmittelbarer Verbindung. Ob die hdmatogene Metastasierung mit der
lymphogenen Metastasierung zusammenhéngt, wird stark kontrovers diskutiert. Viele Autoren
bezeichnen die lymphogene Metastasierung als Endstation [35], wahrend andere die lympho-

gene Metastasierung als Zwischenstation ansehen [34].
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2.3.2 Die Lymphknotenmetastasierung
Die Erhohung der Invasivitat der Tumorzellen durch die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) ist sehr bedeutsam fur die Metastasierung. Dabei beeinflusst die EMT nicht nur die
Fernmetastasierung, sondern auch die Lymphknotenmetastasierung [34]. Tumorzellen, die mit
einer erhdhten Expression von EMT-assoziierten-Transkriptionsfaktoren assoziiert sind, zeig-
ten Uber die erleichterte Degradation der extrazellularen Matrix durch Matrix-Metalloproteina-
sen (MMPs) eine stérkere Tendenz zur Lymphknotenmetastasierung [34].
Die Tumorzellen gelangen nicht nur mechanisch durch den interstitiellen Druck in die Lymph-
gefaRe. Die Migration in die Lymphgefalle wird chemotaktisch unterstitzt [34]. Anhand von
Xenograft-Modellen des humanen Melanoms konnten Rofstad et al. eine Assoziation des er-
hohten interstitiellen Drucks (IFP) mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen erkennen [34]. Shields et al. konnten zeigen, dass die Tumorzellen des Brust-
tumors CCR7-Liganden (CC-Chemokinrezeptor 7-Liganden) sezernieren und auf diese Weise
einen autologen Gradienten bilden, der widerum die Tumorzellen zur Lymphknotenmetastasie-
rung fordert [34]. Daruiber hinaus konnte auch die Herstellung eines Gradienten von Chemoki-
nen von lymphatischen Endothelzellen beobachtet werden, die die Invasion der Lymphgefaliie
durch Tumorzellen unterstiitzt [34].
Du Bois et al. beschreiben drei Veranderungen des Stromas einer Lymphknotenmetastase, da-
runter die Expansion der Sinus im Lymphknoten und Proliferation von lymphatischen En-
dothelzellen, die Dilatation der hochendothelialen VVenole und die Umstrukturierung und Fib-
rosierung der Lymphknotenstruktur [36].
Aulerdem zeigen viele Studien, dass sich die Zellpopulation einer Lymphknotenmetase verén-
dert. Die Zellpopulation im Lymphknoten setzt sich aus stromalen, myeloischen und lymphati-
schen Zellen zusammen. Beispielsweise gehdren zu stromalen Zellen die fibroblastischen reti-
kuldren Zellen sowie Endothelzellen der Blut-und LymphgeféaRe. Die lymphatischen Endothel-
zellen (LECs) sollen in der Lage sein, den Reifungsprozess der dendritischen Zellen zu beein-
flussen. Die myeloischen Zellen, die nur eine kleine Gruppe im Lymphknoten bilden, scheinen
dennoch die Immunzellantwort auf Tumorzellen stark zu beeintrachtigen. Hauptvertreter dieser
Gruppe bilden die myeloid-derived suppressor cells (MDSCs). Die MDSCs sind bekannt dafiir,
dass sie die regulatorischen T-Zellen (Tregs) rekrutieren und die T-Zellproliferation inhibieren
[31]. Bekannt ist aulRerdem, dass Tumorzellen die Expression von MHC (Major Histokompati-
bilitatskomplex) verhindern, so dass die T-Zell-Aktivierung gehemmt wird [34]. Lymphkno-
tenmetastasen weisen dementsprechend eine geringere Anzahl an CD8+T-Effektorzellen, eine

reduzierte Maturation der dendritischen Zellen und eine Akkumulation von Tregs auf [36].
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Viele sprechen auch von einer prametastatischen Nische, und deuten darauf hin, dass die
Lymphknotenveranderungen bereits vor der Metastasierung stattfinden [34].
Aullerdem konnen die lymphatischen Endothelzellen durch Faktoren, wie das VEGF-C oder
das VEGF-D, die von Tumorzellen oder Stromazellen sezerniert werden, zur Proliferation sti-
muliert und somit die Lymphangiogenese vorangetrieben werden. Die Lymphangiogenese soll

die Lymphknotenmetastasierung begtinstigen [31].

2.3.3 unerwuinschte Nebenwirkungen der Lymphknotendissektion
Es gibt Vermutungen, dass die Entnahme der Lymphknoten die Tumorbekampfung negativ
beeinflussen kénnte. AuRerdem besteht die Gefahr der Entwicklung eines Lymphddems [34]
oder von Infektionen. Deswegen gibt es viele Studien, die darauf gerichtet sind, nach Biomar-
kern der ,,metastatischen Nische* zu suchen, um die Tumor-induzierte Immunsuppression zu
drehen [31].
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2.4 Das Immunsystem: Das Komplementsystem

2.4.1 Die Funktion und Aktivierung des Komplementsystems
Die erworbene Immunreaktion basiert auf B- und T-Lymphozyten, die mit ihren Antikorpern,
Zytokinen oder zytotoxischen Rezeptoren Tumorzellen erkennen und gegebenenfalls eliminie-
ren. Die angeborene Immunitét beruht auf der Ausschiuttung von inflammatorischen Faktoren
oder Zytokinen, Aktivitat von NK-Zellen und des Komplementsystems. Dabei befindet sich die
gegenseitige Einflussnahme der Tumorzelle und des Immunsystems standig im Fluss [37].
Wichtiger Bestandteil der unspezifischen Immunantwort ist das Komplementsystem, das aus
mehr als 50 verschiedenen Proteinen besteht [38, 39]. Es ist zustandig fiir die Opsonierung von
Mikroorganismen zur Aufnahme und Abt6étung in phagozytierenden Zellen, Beeinflussung der
Leukotaxis, Aktivierung von Mastzellen und Granulozyten (ber seine Anaphylatoxine, Entsor-
gung von Antigen-Antikdrper-lmmunkomplexen [38] und Aktivierung der spezifischen Im-
munabwehr, v.a. ist es bedeutend fir das B-Zell-Ged&chtnis [37].
Das Komplementsystem kann auf drei Weisen aktiviert werden, durch den konventionellen,
alternativen und den Lektin-Weg [40]. Alle drei Wege miinden letztendlich in der Konversion
des C3 in C3a und C3b [41]. Dabei ist C3a ein Anaphylatoxin und das C3b wirkt als Opsonin
oder dient der Bildung des MAC-Komplexes.
Die Aktivierung des klassischen Weges geschieht durch mindestens 2 IgG- oder 1 IgM-Anti-
korper [40]. IgM ist der potenteste Aktivator des klassischen Weges, in absteigender Reihen-
folge gefolgt von 1gG3, 1gG1 und IgG2 [42]. Weitere Initiatoren sind das CRP, Pentraxin 3,
polyanionische Strukturen wie die RNA oder DNA, bestimmte extrazelluldre Matrixproteine
wie beta-Amyloide, Prione, apoptotische oder nekrotische Zellen, sowie die Oberflache von
Krankheitserregern anhand von Lipopolysacchariden (LPS) [43]. Die Bindung von C1q an den
Liganden flhrt zur Konformationsanderung und somit zur sequenziellen Aktivierung von C1r
und C1s [42] und Bildung des C1-Komplexes, der C4 und C2 spaltet, sodass die C3-Konvertase
geformt wird. Die Aktivierung des Lektinweges geschieht durch Kohlenhydrate wie das Man-
nose-bindende Lektin (MBL) oder Ficoline [40] auf pathogener Oberflache [42]. Uber die Ak-
tivierung der Mannose-bindenden-Lektin-assoziierten Serinproteasen 1 und 2 (MASP1,
MASP2) werden das C4 und C2 gespalten und die C3-Konvertase gebildet. Sowohl der klassi-
sche als auch der Lektinweg miinden in der Entstehung der C3-Konvertase, dem C4b2a-Kom-
plex. Heute wird von manchen Autoren dieser Begriff als veraltet angesehen und als C4b2b
korrigiert [44].
Der alternative Weg kann uber zwei Mechanismen aktiviert werden, Uber das C3(H20) oder
uber das C3b [41] und dient zur Amplifikation des C3b. Der alternative Weg wird konstant und
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spontan, Antikorper-unabhangig, aktiviert. Zum einen wird der alternative Weg durch sponta-
nen Zerfall des instabilen Komplementfaktors C3 eingeleitet. Dieser Mechanismus wird als
Tickover bezeichnet [45]. Dabei entsteht durch spontane Hydrolyse zundchst das C3(H20), das
dem C3b ahnelt [46]. Daran lagert sich der Faktor B an, der wiederum von Faktor D gespalten
wird, so dass letzten Endes die C3-Konvertase des alternativen Weges, das C3(H20)Bb, ent-
steht und es zur Amplifikation des C3a und C3b fihrt [7, 47]. Andererseits aktiviert das auf
pathogenen Oberflachen gebundene C3b den Faktor B und Faktor D zur Bildung von C3bBb,
einer C3-Konvertase des alternativen Weges [41]. Daneben sollen auch triviale Mengen von
C3b von Enzymen des Gerinnungssystems, Plasmin oder der neutrophilen Elastase produziert
werden. Auch aktiviert das C3b, das im klassischen-, alternativen-, oder Lektinweg generiert
wird, den alternativen Weg [43]. Ist die Zelle pathogen, wird die Zelle fir die Phagozytose
opsoniert und mittels positiver Rickkopplung der alternative Weg verstarkt, in dem die C3-
Konvertase des alternativen Weges (C3bBb) gebildet wird, die durch Properdin stabilisiert wird
[45]. Zudem ist bekannt, dass das Properdin sogenannte pathogen-oder damage-associated
molecular patterns (PAMP und DAMP) erkennen und den alternativen Weg Uber die erleich-
terte Anlagerung des C3b initiieren kann [48].

Bindet das C3b an die C3-Konvertase (C4b2a oder C3bBb), entstehen trimolekulare Komplexe,
wie C4b2a3b oder C3bBb3b [49]. Dabei handelt es sich um C5-Konvertasen des klassischen
bzw. alternativen Weges, die das C5 spalten und letztendlich zur Herstellung des MAC-Kom-

plexes (Membranangriffskomplex) fuhren [49].

2.4.2 Das physiologische Aquilibrium der Komplementaktivierung
Das Komplementsystem kann als Promotor oder als Inhibitor der Tumorgenese dienen [7].
Wahrend physiologische Konzentrationen von aktivierten Komplementmolekiilen gegen den
Tumor gerichtet sind, ist eine unbalancierte chronische Komplementaktivierung mit Tumorpro-
gression assoziiert [50]. Bareke et al. sprechen von zwei verschiedenen Komplementzustéanden.
Das antitumorale Profil des Komplementsystems zeichnet sich gewdhnlich durch eine geringe
Expression von Komplementinhibitoren, eine lytische MAC-Konzentration und moderate Cba-
Konzentration aus. Dagegen ist das protumorale Profil meist durch eine hohe Konzentration
von Komplementinhibitoren, die sublytische Konzentration an MAC und hohe C5a-Konzent-
ration gekennzeichnet [7]. So nimmt die Regulation des Komplementsystems die Schlisselrolle
ein, die das Tumorwachstum durch Entziindungsregulation, T-Zellimmunitat, Vaskularisation,
Proliferation, Migration und die Invasivitat des Tumors bestimmt [51]. Die Tumorzellen beein-

flussen dieses physiologische Aquilibrium.
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Anhand der verénderten Oberflache sind Tumorzellen fiir das Immunsystem erkennbar. Dabei
werden Epitope von mutierten Proteinen, die auch als Neoantigene bezeichnet werden, tber
MHC-I-Komplexe auf Zellmembranen préasentiert. Aullerdem unterscheiden sich Tumorzellen
durch die Peroxidation der Membranlipide als auch durch verdnderte Muster der Glykosylie-
rung von gesunden Zellen [51]. Die Initiatoren der Komplementkaskade sind bis heute noch
ratselhaft. Die Komplementaktivierung als Reaktion auf natiirliche IgM-Antikorper gegen Tu-
mor-Antigene sowie die direkte Spaltung von C3 und C5 durch Tumorproteasen konnten je-
denfalls nachgewiesen werden [50]. Zudem scheint der alternative Weg des Komplementsys-
tems bei Tumoren, die durch die Virus-abhangige Transformation der Zellen entstanden sind,

verstarkt aktivierbar zu sein [52].

2.4.3 Der MAC-Komplex im Bezug zum Tumor

Der MAC-Komplex éndert die Permeabilitat und Integritat von Membranen, das mitochondri-
ale Transmembranpotential und damit verbunden die ATP-Produktion, das in die Zelllyse mun-
det [53]. Diesen Prozess bezeichnet man als Komplement-abhangige-Zytotoxizitat (CDC).
Allerdings wurde von vielen Autoren bereits bestétigt, dass der MAC-Komplex in sublytischen
Mengen (sC5b-9), das Tumorwachstum férdern kann [45]. Er aktiviert Immunzellen zur Frei-
setzung von inflammatorischen Molekilen, erhéht die Resistenz gegenuiber weiteren lytischen
Attacken, erhoht die Zellproliferationsrate und erhoht die Resistenz gegentber der Apoptose
[45, 54]. In verschiedenen Studien werden mdgliche Mechanismen vorgeschlagen, darunter
gibt es die Stimulation des Zellzyklus Uber Mitogen-aktivierte Signalwege, oder tiber die Akti-
vierung der zyklinabhangigen Kinase 2 und 4 und damit verbunden die erleichterte Transition
von der G1 zur S-Phase, oder durch die Transkription der Proto-Onkogene wie c-jun, junD und
c-fos. Dartiber hinaus soll er die Endothelzellen zur Freisetzung von bFGF und PDGF induzie-
ren [54].

2.4.4 Das Cbhain Bezug zum Tumor
Das Cb5a ist eines der Komplementproteine und besteht aus 74 Aminosauren und wird rapide
durch Carboxypeptidasen zum C5a des-Arg metabolisiert [55]. Produziert wird das C5a syste-
misch via Komplementkaskade, aber auch lokal durch Thrombin oder Phagozyten, wie Makro-
phagen und neutrophile Granulozyten, und Tumorzellen. Das C5a hat zahlreiche Funktionen.
Zum einen ist das C5a als Anaphylatoxin an der Induktion der Inflammation beteiligt, in dem
es chemotaktisch auf inflammatorische Zellen wirkt, den respiratorischen Burst stimuliert, die
Zytokin-und Chemokinfreisetzung stimuliert und die vaskuldre Permeabilitét erhoht [55]. Wei-

tere Funktionen sind die Stimulation der Angiogenese und des Fettsduremetabolismus. Uber
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den Stoffwechselweg entstehen Eikosanoide, Leukotriene und Lipoxine, die auch als Regula-
toren der Inflammation wirken. Beispielsweise beteiligen sich Eikosanoide bei der Chemotaxis
und Leukozytenadhasion. Unter den C5a-Rezeptoren sind bisher 2 Rezeptoren bekannt. Der
bekannteste Rezeptor ist der C5aR1, auch CD88 genannt. CD88-Rezeptoren sind G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren und befinden sich in Membranen von vielen verschiedenen Zelltypen.
Beziiglich des Tumorwachstums gibt es zahlreiche Reviews, die tiber die protumorale Rolle des
C5a berichten. Dennoch gibt es vereinzelt, aber nicht vernachlassigbare Studien, die dem Cba
eine auch antitumorale Rolle zusprechen. Gunn et al. fiihren diese gegensatzlichen Beobach-
tungen auf die Konzentrationsabhangigkeit des Effektes des C5a auf das Tumorwachstum zu-
rick [56]. Bei geringen C5a-Konzentrationen hemmt das C5a das Tumorwachstum. Ab einer
unbekannten Schwelle soll das C5a das Tumorwachstum fordern. Uberdies kann womdgglich
Cha intrazelluldr [44] direkt durch Tumorproteasen aus einer Spaltung von C5 gebildet werden.
C5a kam gehauft im Plasma der Patienten vor, die an NSCLC erkrankt sind [40]. Ahnlich war
es bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom, Colonkarzinom und Ovarialkarzinom [51].
Hierbei dient das C5a der Invasion und Migration, dem Tumorwachstum durch Stimulation zur
Produktion von Wachstumsfaktoren und Erhohung der Aktivitat der Mitogen-aktivierten Sig-
nalwege, Verhinderung der Apoptose, der Angiogenese und Suppression der antitumoralen Im-
munitat [54]. Die erleichterte Invasion und Migration soll beispielsweise Uber die Freisetzung
von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) zur Degradation der extrazellularen Matrix [42], zel-
luldre Chemotaxis oder durch Verstarkung der IGF-Expression und damit verbunden durch die
Senkung der E-Cadherinexpression, gelingen [54, 57]. Imamura et al. farbten immunhistoche-
misch die C5a-Rezeptoren der Zellen des Brusttumors ein und konnten zeigen, dass C5aR-
positive Tumore groRer waren und haufiger Lymphknotenmetastasen aufwiesen [58].

Die Apoptose wird beispielsweise verhindert durch Inhibition der Caspase-3 tiber ERK1/2 [54].
Es konnte bereits in einer Studie gezeigt werden, dass bei der C5-defizienten Maus die Kain-
séure-induzierte Neurodegeneration erhéht war [54].

Die Erhéhung der Angiogenese unterliegt der erhdhten Produktion von VEGF. Es ist bereits
eine starke Assoziation der altersabhéngigen Makuladegeneration mit dem Mangel an Faktor
H durch den Faktor H PolymorphismusY402H bekannt. Bei diesen Patienten kommt es zur
ungeeigneten choroidalen Neovaskularisation und somit zur vaskuléren Invasion in die Retina.
Sogenannte Drusen zahlen als friihe Marker dieser Krankheit. Es wurde dabei entdeckt, dass
diese Drusen eine erhdhte Konzentration an C3a und Cb5a aufweisen [54]. Und es wurde bereits
nachgewiesen, dass C3a und C5a potenzielle Effekte auf die Makrophagen-vermittelte Angio-
genese aufweisen [59]. Dabei befinden sich vor allem Rezeptoren fiir diese beiden Komple-

mentproteine auf den sogenannten TAMs, den M2-Makrophagen [59].
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Daruber hinaus wird die antitumorale Immunitét supprimiert. Darunter ist bekannt, dass das
C5a dem Recruitment von MDSC in die Tumormikroumgebung dient. Die MDSC wirken im-
munsuppressiv, in dem sie die antitumorale CD8+T-Zell-Antwort durch Produktion von RNS,

ROS und Deprivation von Aminosauren, supprimieren.

2.4.5 Komplementregulatorproteine: Faktor H und das CD59
Das Komplementsystem wird auf unterschiedlichen Stufen der Aktivierung durch Komple-
ment-Kontroll-Proteine (CCP) reguliert. Diese Regulation dient dem Schutz von kdrpereigenen
Zellen vor Gberhdhter Stimulation des Komplementsystems. Man unterscheidet dabei zwischen
membrangebundenen- und 16slichen Komplementinhibitoren. Im folgenden Abschnitt sollen

die in diesem Projekt verwendeten Proteine vorgestellt werden.

Ein Vertreter der Plasmaproteine, die das Komplementsystem hemmen, ist Faktor H. Bekannt
wurde er 1965 als B1H-Globulin [60]. Er ist sowohl im Plasma mit einer Konzentration von
0,235-0,81 mg/ mL [61] als auch auf Zelloberflachen aufzufinden und wird konstitutiv in der
Leber produziert. Jedoch wird Faktor H auch in Monozyten, Keratinozyten, Fibroblasten und
Oligodendrozyten gebildet [60]. Seine Synthese kann wahrend der Inflammation mittels IFN-y
hochreguliert werden [60].

Dabei handelt es sich um eine 155 kDa schwere Polypeptideinzelkette [61], bestehend aus 20
sogenannten short consensus repeats (abgekirzt SCR) [62].

Es wird noch kontrovers diskutiert, in welchen SCR-Domanen die Bindungsstellen fir C3b und
Polyanione sind. Die Bindung der Polyanione wie Heparin, Sialinsduren und Glykosaminogly-
kane sollen die Affinitat zum C3b erhéhen [60]. Glykosaminoglykane sind stark in Basalmemb-
ranen und in der extrazelluldren Matrix vertreten. Bekannt ist auch, dass Tumorzellen erhoht
anionische Molekule exhibieren. Es findet sich breite Zustimmung, dass die C-terminale Re-
gion entscheidend fir den initialen Kontakt mit den Liganden ist [61]. Junnikkala geht davon
aus, dass es drei C3b-Bindungsstellen und 2-3 Bindungsstellen fur Polyanione gibt [63] und
behauptet, dass sich die Bindungsstellen fur Polyanione in den SCR-Domanen 7, 20 und még-
licherweise nahe 13 befinden [64]. Buhé spricht von Bindungsstellen fiir das Heparin in SCR7,
13 und 19-20 und einer Bindungsstelle fur Sialinséuren in SCR16-20. Die Bindungsstellen fiir
das C3b sollen sich in den SCR 1-4, 6-10 und 16-20 befinden [60]. Andere Autoren lokalisie-
ren die C3b-Bindungsstelle in SCR 1-4, 12-14, 19-20 und die Bindungsstellen fir das Heparin
und Sialinsduren in SCR7, 13 und 19-20 und die Bindungsstelle fiir CRP in SCR7 und heben
hervor, dass durch Uberlappung mancher Bindungsstellen eine kompetitive Hemmung nicht

auszuschliefen ist und die SCR-Doméne 19-20 entscheidend fiir seine Funktionalitat ist [65].
19



Literaturdiskussion

Die Komplement-regulatorische Domane ist in den N-terminalen SCR-Domanen 1-4 lokali-
siert [61]. Das FH-Gen befindet sich auf Chromosom 1, 1932, und ist im Gencluster fir regu-
lator of complement activation (RCA) lokalisiert [60]. Zur Faktor H-Familie geh6ren neben
dem Faktor H, das Faktor H-ahnliche Protein 1 und FHR 1-5. Seine mRNA umfasst 4,4kb [63].
Durch das alternative Splei3en der Faktor H-mRNA entsteht neben Faktor H auch das Faktor
H-ahnliche Protein 1 (FHL-1). Diesem 43 kDa schweren [60] Protein, das aus sieben N-termi-
nalen SCRs von Faktor H und vier weiteren Aminoséuren besteht, wird auch die das Komple-
ment hemmende Funktion wie Faktor H zugeschrieben [63]. Drei Funktionen des Faktors H
mit Bezug zum Komplementsystem sind zurzeit bekannt. Zum einen verhindert Faktor H auf
der Zelloberflache die Bindung des Komplementfaktors B an C3b und somit die Bildung der
membranstandigen C3-Konvertase des alternativen Weges. Zum anderen fordert er die Disso-
ziation von C3bBb [63, 66]. Wahrend die C3bBb Dissoziation durch Faktor H im Plasma
schnell verlauft, soll sie auf Zelloberflachen stark von C3b abhédngig sein [60]. Zudem agiert er
als Cofaktor des Faktor I und ermdglicht die Inaktivierung des C3b zu iC3b [62].

Die Funktionen des Faktor H beschrénken sich nicht nur auf das Komplementsystem, denn er
bindet das Integrin CD11b/CD18, und beeinflusst die Zelladhdsion und aktiviert Neutrophile
[67]. Erist zudem Ligand fur das L-Selektin. AulRerdem wirkt er chemotaktisch auf Monozyten
[67].

Die Rolle des Faktor H in der Regulation des Komplementsystems ist vor allem in der extra-
zelluldren Matrix und in Basalmembranen bedeutend, da diese Strukturen intrinsisch keine an-
deren Komplementregulatorproteine exprimieren [68]. Deshalb sind bei Faktor H-Mutationen
in erster Linie die Nieren und das Auge betroffen [68]. Bekannte Pathologien mit Assoziation
zum Faktor H sind Nierenerkrankungen wie die membranoproliferative Glomerulonephritis
Typ Il oder das atypische hamolytisch-urdmische Syndrom, die altersbedingte Makuladegene-
ration, Alzheimer, die rheumatoide Arthritis und maligne Neoplasien [60]. Daruber hinaus
konnte bei verschiedenen mikrobiellen Pathogenen, wie die Gruppe A der Streptokokken, Bor-
relia burgdorferi, Candida albicans, Streptococcus pneumoniae und Streptococcus pyogenes
beobachtet werden, dass Faktor H auch zu deren Survival beitragt [67].

Sowohl der Komplementfaktor H als auch das Faktor H-ahnliche Protein 1 beeinflussen wo-
mdoglich die Immune escape von Tumorzellen in Kolon- [69], Lungen- [70], Ovarial- [63] und
Harnblasen-[71], in kutanen Plattenepithelkarzinomen [66] und in Glioblastomen [64].
Junnikkala konnte mittels ELISA Faktor H und das Faktor H-&hnliche Protein in der Aszites-
flissigkeit von Patienten mit Ovarialkarzinom nachweisen. Des Weiteren konnte er mithilfe
von immunhistochemischen Analysen an Kryostatschnitten des Ovarialtumors Faktor H und

das Faktor H-ghnliche Protein 1 in-vivo nachweisen. Dabei stellte er fest, dass Faktor H zum
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groRten Teil in der apikalen Schicht verteilt war. Allerdings war er auch gering in der extrazel-
luldren Matrix vorhanden. Aulierdem zeigte er mittels PCR-Analysen die Produktion von FH-
MRNA und FHL-1-mRNA und mittels Immunoblots die Produktion von Faktor H und dem
FHL-1 durch Tumorzelllinien aus dem Ovar. Neben dem Ovarialkarzinom gelang der Nach-
weis von Faktor H auch in Glioblastomzelllinien. Ajona konnte zeigen, dass Lungentumorzell-
linien Faktor H und zu einem geringeren Mal auch FHL-1 sezernieren und in-vitro resistent
gegenuber der CDC sind [60]. Wilczek konnte mittels Immunhistochemie von Biopsaten aus
colorektalen Tumoren FH und FHL-1 nachweisen [69]. Cheng detektierte FH und FHL-1 in
biologischen Flissigkeiten von Blasenkrebspatienten und schlagt ihn als moglichen Biomarker
vor [71]. Horl konnte die Anfélligkeit der Tumorzelle gegenuber der CDC durch Ofatumumab
bei Leukamiezelllinien verstarken bzw. wiederherstellen, in dem er die Faktor H-Bindung mit-
tels rekombinant hergestellten hSCR18-20 hemmte [61].

Das CD59, das Protectin, ist ein GPI-verankertes 18-20 kDa schweres [72] Membranprotein,
das zur Ly6-Superfamilie gez&hlt wird [73]. Das CD59 wurde an vielfaltigen Korperstellen wie
beispielsweise auf Erythrozyten, Monozyten, im Herz, in der Milz, in der Leber und in den
Nieren entdeckt [52]. Das CD59 Gen ist auf Chromosom 11p13 lokalisiert [74].

Drei Funktionen werden beschrieben. Es hemmt die Bindung des C9 an C5-8 [72] und verhin-
dert somit die Formation des MAC-Komplexes, sodass moglicherweise Tumorzellen vor der
komplementabhangigen Toxizitat (CDC) geschitzt werden [39]. AuBerdem ist es ein sekunda-
rer Signalstimulant, indem es die Aktivierung der T-Lymphozyten induziert. Des Weiteren in-
teragiert es mit CD2 bei der Modulation der T-Zelladhasion [73]. Die Regulation der Expres-
sion von CD59 ist stark umstritten.

Bekannt ist das CD59 auch dadurch, weil Patienten mit Mangel an Glykosylphosphatidylinosi-
tol (GPI), das als Anker fir das CD59 dient, von der sogenannten paroxysmalen nachtlichen
Hamoglobinurie betroffen sind. Dabei handelt es sich um eine Komplement-mediierte Lyse von
Erythrozyten. Vor kurzer Zeit wurde zudem die Beteiligung des Mangelzustands an CD59 an
der Pathogenese von Diabetes [72] und Multipler Sklerose [52] entdeckt. Eine Uberproduktion
an CD59 ist auch mit Krankheiten wie Alzheimer, die ulzerative Colitis oder rheumatoide Arth-
ritis assoziiert [75]. Erhdhte Konzentration des CD59 ist bereits auch bei vielen Arten von Tu-
morgeweben nachgewiesen. Tumorzellen des Pankreastumors sollen durch Hochregulation von
CD59 vor CDC geschiitzt werden [76]. Erhdhtes Vorkommen sah man auch bei NHL oder CLL
[77]. Es wurde bereits ein anti-hCD59-Inhibitor, der als rILYd4 definiert ist, entwickelt [77].
Dieser Inhibitor hebt die Funktion des CD59 sowohl in normalen als auch in B-Lymphomzellen

auf und stellt die Sensitivitat gegentiber der CDC wieder her [77]. Im Oesophaguskarzinom war
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es stark sowohl im Tumor als auch im Stroma vertreten [78]. Allerdings konnte keine Korrela-
tion zwischen der Farbungsintensitat und dem TNM-Stadium oder histologischen Grad erkannt
werden. AuBerdem wurde beobachtet, dass das CD59 die Sensitivitat gegenuber der Radiatio
beim Oesophaguskarzinom negativ beeinflusst. Das Overall Survival war bei Patienten verrin-
gert, die eine Strahlentherapie erhielten und bei denen eine erhdhte CD59-Expression nachge-
wiesen wurde [79]. Auch bei der immunhistochemischen Analyse der Expression von CD59
von Tumorgewebe des Colons konnte ein erhdhtes Auftreten festgestellt werden, das mit dem
Differenzierungsgrad und dem TNM-Stadium korrelierte. Allerdings konnte keine Korrelation
mit dem Alter oder Geschlecht erkannt werden [80].

Ravindranath zeigte eine erhdhte Expression von CD59 in Biopsaten aus Kopf-Hals-Karzino-
men als in nicht-neoplastischen Plattenepithelzellen [81]. Dabei waren das Zytoplasma und die
Zellmembran von malignen Zellen starker gefarbt. Im Bindegewebe, wie das Stroma der Sub-

mukosa oder die Lamina propria, fehlte es ganzlich.
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2.5 Tumor Microenvironment

In den letzten Jahren hat man herausgefunden, dass die Tumormikroumgebung (tumor micro-
environment, TME) ebenso wichtig fir die Karzinogenese ist. Es besteht aus Stromazellen,
Immunzellen, Tumorzellen und einer extrazellularen Komponente. Vorteil der nicht malignen
Zellen der Tumormikroumgebung im Vergleich zu Tumorzellen ist die genetische Stabilitét.

Kopf-Hals-Tumore weisen im Allgemeinen viel Immuninfiltrat auf [25]. Allerdings wurde be-
reits beobachtet, dass sich Tumore mit HPV-Assoziation durch eine noch héhere Immuninfilt-
ration auszeichnen und werden deshalb von vielen Autoren als heille Tumore bezeichnet [25].
Maoglicherweise ist die starkere Immuninfiltration Folge der Immunantwort auf virale Antigene
[25]. Mit diesem Unterschied kdnnte auch das verbesserte Therapieansprechen von HPV-posi-

tiven Patienten auf die Chemotherapie oder Strahlentherapie zusammenhangen [25].

2.5.1 Lymphozyten

Die Gruppe wird von T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen gebildet.

Die T-Zellen kdnnen nach ihrem sogenannten ,,Cluster of Differentiation* in CD4+ und CD8+
T-Zellen unterteilt werden. Allgemein ist haufiger Marker flr T-Zellen das CD3. CD4+ T-Zel-
len sind sowohl bei der humoralen als auch bei der zellularen Immunabwehr beteiligt [25]. Die
antitumorale Antwort von CD4+ T-Zellen wird von Zytokinen, im Speziellen durch Interferon-
v und durch den Tumornekrosefaktor, beeinflusst [25]. Erstaunlicherweise produzieren diese
Zellen auch das Interferon- y [25]. In verschiedenen Studien konnte eine erhdhte Infiltration der
HPV-positiven Tumore mit CD4+ T-Zellen bei Kopf-Hals-Tumoren beobachtet werden [25].
Ob CD4+ T-Zellen das Outcome positiv oder negativ beeinflusst, wird heute noch kontrovers
diskutiert [82]. CD8+ T-Zellen zerstéren Tumorzellen durch Ausschiittung von proinflamma-
torischen Effektormolekiilen wie Interferon-y, TNF, Granzyme A und B, und Perforin. Auch
hier konnte ein gesteigertes Vorkommen bei HPV-positiven Tumoren beobachtet werden, das
mit einem besseren Gesamtiberleben korrelierte [25]. Es wird diskutiert, ob das bessere Out-
come der HPV-positiven Patienten mit dem erhéhten T-Zell-Infiltrat im TME zusammenhéngt.
In der Studie von King et al., bei der das 3-Jahres-Uberleben von Patienten mit Oropharynxtu-
mor abhéngig vom Level der T-Zell-Infiltration evaluiert wurde, konnte festgestellt werden,
dass das Survival mit steigender T-Zell-Infiltration zunahm [25].

Besondere Subgruppe der CD4+T-Zellen bilden die regulatorischen T-Zellen (Tregs) [82].
Haufig verwendeter Marker fiir Tregs ist das FoxP3. Die regulatorischen T-Zellen (Tregs) wer-
den als starke Suppressoren der antitumoralen Immunnitat angesehen [45]. Sie hemmen die T-
Zell-Proliferation und Zytokinproduktion [25] und sezernieren immunsuppressive Zytokine

23



Literaturdiskussion

wie IL-10 oder den Transforming growth factor (TGF) [45]. AulRerdem ist das C5a bei der
Rekrutierung von Tregs beteiligt [45]. Allerdings deuten viele Studien darauf hin, dass die re-
gulatorischen T-Zellen, anders als erwartet, bei vielen Tumorarten, unter anderem beim Kolo-
rektalkarzinom, Lymphomen und bei Kopf-Hals-Karzinomen, mit einem besseren Uberleben
verbunden sind [25]. Die Abhéngigkeit des HPV-Status mit der Infiltration durch Tregs wird
noch diskutiert [25]. Manche Studien weisen darauf hin, dass der Quotient aus der Anzahl von
Tregs und den CD8+ T-Zellen aussagekraftiger zur Beurteilung des Outcomes ist als die abso-
lute Zahl der Tregs [28].

Die B-Zellen, deren haufiger Marker das CD20 ist, gehtren zur humoralen Immunantwort. Zu
diesem Gebiet liegen allerdings beztiglich der Kopf-Hals-Tumore sehr wenige Studien vor [25].
Pretscher et al. konnten zeigen, dass CD20+ B-Zellen vermehrt in Metastasen als im Primértu-
mor vorkommen und, dass die erhohte Zahl der CD20+ B-Zellen in Lymphknotenmetastasen
mit einem besseren Outcome bei Patienten mit einem Oropharynxkarzinom assoziiert ist [83].
Als Subtyp wurden auch regulatorische B-Zellen (Bregs) identifiziert, die die Aktivitat von
verschiedenen Immunzellen tUber Zytokine beeinflussen [34]. Dabei wurden sie vermehrt in
metastasierten Lymphknoten von Melanomen, Magen, Kolon- und Zervixkarzinomen entdeckt
[34].

Erhohte Konzentrationen an NK-Zellen konnten bei HPV-positiven Oropharynxtumoren fest-
gestellt werden, das auch mit einem besseren Outcome assoziiert war [25].

2.5.2 Myeloische Zellen

Die myeloischen Zellen werden von Zellen des blutbildenden Systems gebildet, die nicht dem
lymphatischen System zugeordnet werden. Aus den myeloischen Vorldauferzellen entwickeln
sich Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten, Erythrozyten und Throm-
bozyten. Viele Studien belegen einen Einfluss von Vertretern dieser Gruppe auf die Tumor-
mikroumgebung. Beispielsweise ist bekannt, dass dendritische Zellen (DCs), die die Funktion
und Differenzierung von T-Zellen beeinflussen, sowohl das Tumorwachstum hemmen als auch
fordern kénnen. Bei HPV-positiven Tumoren ist eventuell die Anzahl an dendritischen Zellen
erhoht, das mit einer erhdhten Anzahl an TILs korreliert [25].

Daruber hinaus riicken die Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMSs) immer mehr in den Vor-
dergrund. Die Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMSs) entstehen in soliden Tumoren meist
aus den im Blut zirkulierenden Monozyten [84]. Je nach ihrem Polarisationsstatus kénnen sie
in den M1 oder M2- Subtyp kategorisiert werden [84]. Die M1-Makrophagen kénnen durch
Th1-Zytokine wie Interferon-y und TNF-o [59] aktiviert werden. Die M2-Makrophagen werden

durch Th2- Zytokine wie z.B. IL-4, IL-10 oder 1L-13, aktiviert [84]. Dabei ist die Polarisation
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reversibel und stark abhangig von der Tumormikroumgebung [84]. Die M1-Makrophagen wer-
den als tumorizid und die M2-Makrophagen als tumorférdernde Makrophagen angesehen [84].
Demzufolge werden dem M1-Phdnotyp antiangiogenetische und proinflammatorische Funkti-
onen zugeschrieben. Wichtige von ihm sezernierte Signalmolekdle sind das ROS, RNS, IL-6,
IL-12, sVEGF-R1, TNF-a. Der M2-Phénotyp sezerniert IL-10, VEGF, IL-1p und TGF-p. Er ist
angiogenetisch und antiinflammatorisch [59]. Die M2-Makrophagen produzieren Zytokine und
Chemokine, die die EMT-Transition und somit den ersten Schritt zur Tumorinvasion, stimulie-
ren [85]. Daneben spielen TAMs auch eine Rolle bei der Zellmigration und Dissemination [85].
Der M2-Phénotyp kann tber das C3a und C5a beeinflusst werden [59]. Die TAMs kdnnen tber
den PTX;-Mangel und das Komplementsystem aktiviert werden. Das Pentraxin 3 wird als
Akute-Phase-Protein bei der Inflammation von verschiedenen Zellen, unter anderem von Mak-
rophagen, Neutrophilen und Endothelzellen, ausgeschittet und moduliert den Entziindungspro-
zess [86]. Der PTX3-Mangel, der Faktor H abhéngig ist, fuhrt ber die Komplementaktivierung
mdoglicherweise zur erhdhten Konzentration von VEGF und wirkt sich deshalb glinstig auf das
Tumorwachstum aus [85, 87]. Bei HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren konnte eine erhdhte
M1/M2-Ratio beobachtet werden, die mdglicherweise das verbesserte Survival gegeniiber den
HPV-negativen Tumoren erklaren kénnte [25].

Ein weiterer Vertreter der myeloischen Gruppe bilden die myeloischen Suppressorzellen
(MDSCs). Die MDSCs umfassen eine heterogene Population von Zellen myeloischen Ur-
sprungs [84]. Sie umfassen myeloische Progenitorzellen, unreife Makrophagen, unreife Gra-
nulozyten und unreife dendritische Zellen [84]. Sie unterdriicken die T-Zell-Antwort und kon-
nen zu TAMs differenzieren [84]. Studien belegen, dass MDSCs eine starke Expression von
Cb5a-Rezeptoren aufweisen, so dass sie moglicherweise stark von C5a beeinflusst werden [88].
AuBerdem ist bekannt, dass das C5a zum Recruitment von MDSCs beitrégt [45].

Zuletzt sind Tumor-assoziierte neutrophile Granulozyten (TANSs) noch zu erwédhnen. Die Kom-
plementaktivierung fiihrt auch tber das C5a zur Stimulation der epithelialen und endothelialen
Zellen zur Freisetzung von Leukotrien B4. Das bewirkt das TAN-Recruitment und die Entste-
hung von N2-Typ-TANSs, dass das Tumorwachstum und die Metastasierung begtinstigt werden
[39].

2.5.3 Stromazellen
Auch die Funktion der Stromazellen in der Tumormikroumgebung ist von Relevanz. Ein er-
hohtes Vorkommen von Cancer-associated fibroblasts (CAF) sind beim Mammakarzinom,
Lungenkarzinom und beim Pankreaskarzinom mit einer schlechten Prognose assoziiert [84].

Sie stammen meist aus lokalen Fibroblasten, selten aber auch aus mesenchymalen Stammzellen
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des Knochenmarks oder auch tber die sogenannte epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)
aus lokalen Epithelzellen [84]. Sie beteiligen sich am Remodeling der extrazellularen Matrix
uber die Synthese von zahlreichen Komponenten der extrazellularen Matrix und beeinflussen
uber die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen das Tumorwachstum, die Angio-
genese und Metastasierung [84, 89, 90].

Die Tumor-associated endothelial cells (TECs) bilden die innere Zellschicht von Blutgefélien
in Tumoren und unterscheiden sich von gesunden Endothelzellen durch die erhéhte Expression
von proangiogenetischen Faktoren, die strukturelle Abnormalitat und damit verbunden die er-
niedrigte Barrierefunktion [84, 91]. Infolgedessen modulieren TECs auch das Recruitment von

Immunzellen und beeinflussen die Tumorangiogenese mafigeblich [84].
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2.6 Immuntherapie

Mit der Verwendung von Immuntherapeutika wird die Verstarkung der kdrpereigenen Abwehr
gegen den Tumor beabsichtigt. Zur Deeskalationstherapie wird vor allem bei HPV-positiven
Oropharynxkarzinomen nach moglichen effektiven Immuntherapeutika gesucht. Lechner be-
tont, dass mehr als 80 % der Priméartumore bei HPV-positiven Oropharynxkarzinomen durch
Chemoradiotherapie eliminiert werden kénnen und die Herausforderung darin besteht, die rest-
lichen 20 %, bei denen die 2-Jahres-Uberlebensrate bei 40 % liegt, zu identifizieren und effektiv
zu therapieren [92].

Unter der Immuntherapie gibt es die Therapie mit monoklonalen Antikorpern, die auf die so-
genannten Checkpoints oder direkt auf Tumorzellen gerichtet sind, die Therapie mit onkolyti-
schen Viren, die Immunzell-basierte Therapie, die therapeutische Impfung, Zytokintherapien
und die Toll-like-Rezeptor Stimulation [23, 93].

2.6.1 Monoklonale Antikorper
Die monoklonalen Antikdrper sind entweder gegen Immun-Checkpoints oder gegen Tumo-
rantigene gerichtet. Eine Grundlage zum Verstandnis des Wirkmechanismus der Antikor-
pertherapie bildet die Kenntnis uber den Aufbau des Antikorpers. Der Antikdrper setzt sich
aus zwei Doménen zusammen. Das Fab-Fragment dient der Erkennung und Bindung von An-
tigenen auf Tumorzellen. Das Fc-Fragment triggert die proinflammatorische Antwort durch
das Komplementsystem oder Effektorzellen [88]. Unter den Mechanismen der Tumorzellbe-
kampfung sind die ADCC (Antikorper-abhangige zellvermittelte Toxizitat), CDC (Komple-
mentabhéngige Toxizitat) und CDCC (Komplementabhéngige zellvermittelte Toxizitat) zu
unterscheiden. Die CDC gelingt durch Tumorzellerkennung ber mindestens 2 1gGs, die ma-
ximal 30-40 nm voneinander entfernt sind, oder 1 IgM [40]. Die Komplementaktivierung
flhrt hierbei Uber Aktivierung des klassischen Weges mittels C1g-Bindung an der Fc-Region
des Antikorpers zur Bildung des MAC-Komplexes [42]. Neben der CDC, dem direkten zyto-
toxischen Effekt des Komplementsystems, ist auch die Opsonierung und Rekruitierung von
Immunzellen zur Elimination von Pathogenen von Bedeutung [42]. C3 Fragmente (iC3b/C3d)
werden vom Komplementrezeptor 3 (CR3, CD11b/CD18) auf Effektorzellen wie NK-Zellen,
Makrophagen oder Neutrophilen erkannt, das die CDCC ermdglicht [42]. Bei der ADCC bin-
det ein Antikorper die Tumorzelle. Die Effektorzelle erkennt den Antikorper tiber dessen Fc-
Rezeptor [53]. Mogliche Effektorzellen sind die NK-Zelle, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten. Die Effektorzelle schiittet Interferon-y und zytotoxische Proteine, wie Perforine

oder Granzyme, aus. Infolgedessen wird die Apoptose der Zelle eingeleitet [94].
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Die ADCC, CDCC und CDC durfen nicht als separate Mechanismen betrachtet werden. Sie
beeinflussen sich gegenseitig [42]. Die Komplementaktivierung in der Tumormikroumgebung
ist deshalb ein fundamentaler Mechanismus der Immuntherapie, die maRgebend fiir den Thera-
pieerfolg ist [88].

Bei Kopf-Hals-Karzinomen gewinnt die Immuncheckpoint-Therapie, immer mehr an Bedeu-
tung. Die monoklonalen Antikdrper konnen die Checkpoint-Molekdile entweder stimulieren
oder blockieren [23]. Beispielsweise sind die anti-PD-1/PD-L1-Antikorper, Nivolumab und
Pembrolizumab, von der FDA zur Therapie von metastasierten, Cis-Platin-refraktraren Kopf-
Hals-Karzinomen unabhé&ngig vom HPV-Status zugelassen [92].

Das sogenannte ,,programmed cell death protein 1 (PD-1)“ ist ein Rezeptor auf Immunzellen,
wie T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen sowie auf myeloischen Zellen, der bei Akti-
vierung durch die Wechselwirkung mit dem ,,programmed cell death-ligand 1 (PD-L1)* ihre
Immunantwort hemmt. Das PD-L1 wird von antigenpréasentierenden Zellen und von Tumorzel-
len exprimiert [95]. Die Inhibition der PD1-PD-L1-Interaktion ermdglicht folglich wieder die
T-Zell-Funktion [96]. Die bisherigen klinischen Studien zeigen kaum Unterschiede im Out-
come zwischen HPV-positiven und HPV-negativen Tumoren, bei denen der Checkpointinhi-
bitor gegen PD1/PD-L1 eingesetzt wurde [3]. In einer Phase-3-Studie, CHECKMATE-141, war
die 1-Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, bei denen es nach einer
platin-basierten Therapie zu einem Rezidiv gekommen war, durch Nivolumab im Vergleich zur
Standardtherapie (Methotrexat, Docetaxel oder Cetuximab) erhdht. Sie lag bei der Therapie mit
Nivolumab bei 36 %, und bei der Standardtherapie bei 16 % [28]. Dennoch ist die Therapieant-
wort von Immuntherapeutika unzureichend [88]. Zahlreiche Studien versuchen, die Resistenz-
mechanismen gegen die Immuntherapeutika zu bestimmen. Zha et al. konnten die Komplemen-
taktivierung bei der anti-PD-L1-Therapie nachweisen, das mit einer massiven Erhéhung der
Cb5a-Konzentration verbunden war. AuBerdem gelang ihnen die Steigerung des Therapieeffekts
der Immuncheckpointblockade durch die kombinierte Inhibition des C5a-Rezeptors in Mela-
nom-Mausmodellen. Die Immuncheckpointblockade fiihrt zur Aktivierung des Komplement-
systems, demzufolge zur Generierung von C5a. Das C5a erhoht das Recruitment von MDSCs,
die den Effekt der Immuncheckpoint-Blockade verringern [88]. Auch Ajona et al. gelang eine
vergleichbare Demonstration anhand von Mausmodellen, in denen Lungentumorzellen injiziert
wurden [97]. Die Kombinationstherapie reduzierte das Tumorwachstum, die Metastasierungs-
rate und verbesserte das Survival.

Die monoklonalen Antikorper kénnen auch direkt gegen Tumorantigene gerichtet sein. Bei den

Tumorantigenen unterscheidet man zwischen tumorspezifischen Antigenen (TSA) und tumor-
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assoziierten Antigenen (TAA). Wahrend tumorspezifische Antigene ausschlie3lich von Tumor-
zellen produziert werden, werden tumor-assoziierte Antigene auch in geringer Menge von ge-
sunden Zellen exprimiert [23]. Ein bekannter Vertreter fiir die tumor-assoziierten Antigene bei
Kopf-Hals-Karzinomen ist der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR). Cetuximab, der
gegen den EGFR gerichtet ist, ist zur Behandlung von verschiedenen Tumorentitaten, wie das
kolorektale Karzinom, Kopf-Hals-Tumoren und das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom, in
Gebrauch [98]. Viele Studien Gberprufen die Wirksamkeit monoklonaler Antikérper gegen On-
koproteine des HPV, wie beispielsweise das E6 oder E7. In zahlreichen Tierversuchen konnte
eine Hemmung des Tumorwachstums festgestellt werden. Sie sind allerdings nicht vielverspre-
chend, da die monoklonalen Antikorper aufgrund ihrer Grof3e nicht in die intrazelluléren Regi-
onen, vor allem intranukleér, zur Bindung der HPV-Onkoproteine gelangen kdnnen [93]. Be-
ziglich des Mechanismus wird diskutiert, ob die Hemmung des Tumorwachstums Gber anti-
HPV E6 und anti-HPV E7 (ber die Nekrose (ADCC) gelingt oder, ob andere Mechanismen
uber das Komplementsystem (CDC) oder lber Lymphozyten (CDCC) das Tumorwachstum
hemmen [93]. Zur Steigerung der Therapieantwort wurden radiomarkierte monoklonale Anti-
korper, ,, Affitoxine*, intrazellulére single-chain antibodies (scFvs) und nanobodies entwickelt.
Die radiomarkierten monoklonalen Antikdrper zielen auch auf die oben genannten Onkoprote-
ine E6 und E7 und haben sich als potenzielle Therapeutika gegen HPV-positive Tumore in
Tierversuchen herausgestellt. Sie binden das extrazellulére E6 oder E7 und zerstoren Tumor-
zellen Uber zytototoxische Radiation des Areals. Auch die sogenannten Affibodies, die auf On-
koproteine abzielen, riicken mehr in den Vordergrund. Die Affibodies sind durch Proteinengi-
neering hergestellte Eiweile, die eine hohe Affinitat zu spezifischen Proteinen besitzen und mit
einem Exotoxin verbunden sind. Die intrazelluldren Single-Chain Antibodies (scFvs) sind
klnstlich hergestellte Antikorperfragmente. Anders als die oben genannten monoklonalen An-
tikdrper sind sie in der Lage, die Zellmembran zu passieren und intrazelluldare Onkoproteine zu
binden. Der antitumorale Effekt konnte bereits bei den Zielproteinen FGFR und FGF-1 sowohl
in-vitro als auch in-vivo nachgewiesen werden. Die Nanobodies unterscheiden sich von den
scFvs durch die Abwesenheit von leichten Ketten. Auch sie stellen einen vielversprechenden
Ansatz dar. Es konnten bereits Nanobodies hergestellt werden, die gegen das L1-Protein des
HPV zielen [93].

2.6.2 Onkolytische Viren
Onkolytische Viren wirken tber zwei Mechanismen. Zum einen infizieren und lysieren sie die
Tumorzelle. Zum anderen stimulieren sie die systemische antitumorale Immunantwort tiber

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPS), Schaden-assoziierte molekulare Muster
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(DAMPs) oder Tumor-assoziierte Antigene (TAAS) [23, 99]. Die Injektion in den Patienten
kann sowohl intratumoral als auch intravends erfolgen. Zurzeit werden Studien im Bereich
des Kopf-Hals-Karzinoms (Phase III, pelareorep, Reolysin in Kombination mit Chemothera-
pie, NCT01166542) durchgefiihrt. Darliber hinaus ist das sogannte Oncorine (H101), ein on-
kolytisches Adenovirus, zur Behandlung des Nasopharynxkarzinoms in Kombination mit der

Chemotherapie (5-Fluorouracil und Cis-Platin) in China seit 2005 zugelassen [99].

2.6.3 Immunzell-basierte Therapie (Adoptiver Zelltransfer)
Bei der adoptiven Zelltherapie werden korpereigene Lymphozyten, meist T-Zellen, dem Pati-
enten entnommen und nach der Manipulation, Selektion und Expansion ex-vivo wieder dem
Korper zugefihrt. Der Vorteil der adoptiven Zelltherapie besteht in der Vermehrung von T-
Lymphozyten auBerhalb des immunsuppressiven Milieus [23].
Man unterscheidet zwischen der Therapie mit Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL-The-
rapie) und den weiteren Generationen der Immunzell-basierten Therapie, der Therapie mit T-
Zellen mit chiméren Antigenrezeptoren (CAR-T-Zell-Therapie) und der Therapie mit T-Zell-
Rezeptor-modifizierten T-Zellen (TCR-T-Therapie).
Die TIL-Therapie umfasst die Entnahme von T-Zellen aus dem resezierten Tumorgewebe, die
Expansion der heterogenen polyspezifischen Lymphozytenpopulation ex-vivo und die Reinfu-
sion der Lymphozyten in den Patienten [28]. Diese Therapieform zeigte bemerkenswerte Re-
gression in Patienten mit metastasiertem HPV-positiven Zervixkarzinom [93]. Eine Phase 2-
Studie zeigte, dass sie bei HPV-assoziierten Tumoren, darunter vertreten das Zervixkarzinom,
Oropharynxkarzinom und das Analkarzinom, das Tumorwachstum hemmen kann [93].
Die CAR-T-Zelltherapie dient der Erkennung von Antigenen unabh&ngig von deren Prasenta-
tion auf MHC-Molekiilen, da, wie beispielsweise bei HPV-assoziierten Tumoren, oft der Me-
chanismus der Antigenprasentation gestort ist. Dabei werden die aus einer Apherese gewonne-
nen T-Zellen gentechnisch verdndert, dass sie synthetische chimére Antigenrezeptoren bilden.
Sie werden ex-vivo amplifiziert und anschliefend in den Patienten infundiert [99, 100]. Bei der
TCR-T-Therapie werden T-Zellen gentechnisch ex-vivo verandert, dass sie gezielt mit hoher
Affinitdt Tumorantigene, wie zum Beispiel das E7-Protein, erkennen. Anders als bei der CAR-

T-Zelltherapie werden intakte T-Zellrezeptoren, die modifiziert werden, verwendet.

2.6.4 Therapeutische Impfung
Zu guter Letzt sind die therapeutischen Impfstoffe zu erwahnen. Die therapeutischen Impfstoffe
dienen nicht der Pravention von Krankheiten, sondern sind dazu bestimmt, bereits existierende

Erreger oder Krebszellen zu bekdmpfen. Bei der therapeutischen Impfung werden korpereigene
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Immunzellen mit Tumorantigenen konfrontiert und zur Elimination der Tumorzellen aktiviert.
Als Vektor werden Bakterien, Viren, Peptide, Nukleinsduren und Zellen, typischerweise die
dendritischen Zellen und Tumorzellen, verwendet [93]. Eine Hiirde bildet das immunsuppres-
sive Tumormilieu mit Tregs, TAMs und MDSCs, die die Vermehrung von Tumorantigen-spe-
zifischen T-Zellen verhindert. Daher wird versucht, mit multiplen Impflokalisationen und mit-
tels Kombination mit weiteren Immuntherapeutika, das Therapieansprechen zu erhéhen. Bisher
zeigen sie keinen therapeutischen Erfolg bei Verwendung zur Bekdampfung des Zervixkarzi-
noms [92]. Bezlglich der Verwendung beim HPV-positiven Oropharynxkarzinom laufen aktu-
ell zahlreiche Studien [92]. Beispielsweise liefert eine Studie mit MEDI0457 vielversprechende
Ergebnisse. MEDI0457 ist eine Kombination aus zwei DNA-Plasmiden, das flr die Antigene
E6, E7 und IL-12 codiert und intramuskul&r mit Elektroporation injiziert wird [92]. Ergebnisse
der Studie zeigten bei 18 von 21 Patienten, bei denen ein Oropharynxkarzinom festgestellt
wurde, erhéhte Aktivitat der HPV-Antigen-spezifischen T-Lymphozyten im peripheren Blut
[101].

31



Material und Methoden

3 Material und Methoden

Zur Untersuchung der Fragestellung wurden Tumorpréaparate des Kopf-Hals-Bereichs durch
das Institut fir Pathologie der Universitatsmedizin Mainz angeférbt. Dabei wurde die Tissue

Microarray-Technik in Kombination mit der Immunhistochemie verwendet.

3.1 Patientenkollektiv

Eingeschlossen wurden Patienten, bei denen in der Hals-, Nasen-, Ohrenklinik und Poliklinik
der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum 2008-2020 das Oropharynxkarzinom diagnosti-
ziert wurde.

Die Patientendaten wurden von A. Beltz zur Verfiigung gestellt und durch eigene Arbeiten er-
géanzt. Die Datentabelle umfasste das Geschlecht, das Geburts- und, falls vorhanden, das To-
desdatum, das Datum der Erstdiagnose, das Datum des letzten Kontakts, das Rezidivdatum, den
Alkohol-und Zigarettenkonsum, auch hinsichtlich der Quantitat, die Lymphknoten-Ratio, den
HPV-Status, das Vorhandensein eines extranodalen Wachstums bei Lymphknotenmetastasen,
das histologische Grading, den TNM-Status und die UICC-Kategorie. Sowohl der TNM-Status
als auch die UICC-Klassifikation basierten auf der veralteten 7. Auflage. Darlber hinaus gab
es vereinzelt auch Daten bezuglich des L-, V-, Pn-Status.

Das mittlere Alter des Gesamtkollektivs zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des Oropharynxtu-
mors betrug 61 Jahre, bei einer Skala von 44-84 Jahren. Von den 164 Patienten waren 119
mannlich und 45 weiblich. Das mittlere Follow-up betrug 52 Monate bei einer Skala von 1-148
Monaten.

Ethikkommission: Die Gewebeverwendung zu Forschungszwecken wurde von der Arztekam-

mer Rheinhessen genehmigt. Die Patienten stimmten der Gewebeverwendung im Rahmen der

Biobank-Vereinbarung der Universitatsmedizin Mainz zu.
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3.2 Herstellung der TMAS

Zuallererst wurden alle vorhandenen HE-Schnitte vom Kollektiv auf das Vorhandensein von
Tumorgewebe mithilfe eines Mikroskops Uberpruft und markiert. AuBerdem wurden das peri-
tumorale Gewebe und, falls auch vorhanden, befallenes Lymphknotengewebe markiert. Mittels
dieser Anzeichnungen konnten Tumorareale auf den dazugehdrigen Paraffinblocken lokalisiert
werden.

Die Herstellung der TMAs geschah mittels TMArrayer™, Es wurde ein Abstand von jeweils
1,6 mm zu jeder Stanze mit einer Dicke von 1 mm gewahlt. Zur Verbindung der einzelnen
Stanzen mit dem gestanzten leeren Paraffinblock wurde dieser nach manueller Einbringung der
Stanzen Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank gelagert. Danach folgte die Abkulhlung bei Raum-
temperatur und durch Lagerung im Kuhlschrank bei 4°C. Mittels dem Rotationsmikrotom Hy-
rax M55 (Zeiss) wurden Schnitte mit einer Dicke von 3 um angefertigt und auf den Objekttréager
gebracht. Dann wurden die Schnitte zur besseren Haftung auf dem Objekttrager auf eine Strick-
platte (Medite OTS40) bei 45°C gebracht, sodass sich gleichzeitig die Falten entfernen konnten.
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3.3 Immunhistochemische Farbung der TMASs

Mittels Immunhistochemie wurde die Expression von funf verschiedenen Proteinen uberpruft.
Darunter der Faktor H, Faktor I, das SUSD4, CD59 und Cba.

Vor der Farbung wurden die formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitte einer Ent-
paraffinierung und Rehydrierung, gefolgt von hitzeinduzierter Epitopemaskierung mit der auf
dem Datasheet des priméren Antikorpers angegebenen Demaskierungsmethode, unterzogen.
Die Entparaffinierung der einzelnen TMAs erfolgte zundchst 15 min lang bei 66°C im Brut-
schrank, danach 2*10 min lang in Xylol. Zur Rehydrierung wurden die Schnitte jeweils fur 2
min in eine Alkoholreihe in absteigender Konzentration, beginnend von 100 %, 96 %, 70 %
und 50 % inkubiert. Zuletzt wurden sie in destilliertes Wasser fur 1 min getaucht.

Die Demaskierung der Antigene, das Antigen-Retrieval, gelang mittels Inkubation der Schnitte
im pH 9 EDTA-Puffer fiir 20 min oder pH 6 Citrat-Puffer fur 35 min im erwarmten Dampfgarer
bei 96°C. Die Abkuhlung der Schnitte in der Pufferlésung erfolgte dann im Wasserbad.
Anschliefend wurden die Schnitte zur Auflésung der Oberflachenspannung mit einem Wash
Buffer behandelt.

Zur Farbung verwendete man den Autostainer nach dem EnVision™FLEX+system (Code
K8002). Alle Schnitte wurden zuné&chst jeweils fir 5 min mit Flex Block (Dako EnVi-
sion™Flex/Peroxidase-Blocking Reagent) zur Blockierung der endogenen Peroxidase behan-
delt. Dadurch wurde die unspezifische Hintergrundfarbung vermindert. Danach erfolgte die
Farbung mit den unten aufgefuhrten Antikdrpern jeweils fur 30 min. Zuvor wurden diese An-
tikdrper entsprechend den zur immunhistochemischen Farbung empfohlenen Konzentrationen
mit dem Diluent verdlnnt. In Abh&ngigkeit vom verwendeten Antikorper wurde dann wabhl-
weise fiir 15 min Rabbit15 (EnVision™Flex+ Rabbit (Linker)) oder Mouse 15 (EnVision™Flex
+ Mouse (Linker)) zur Verstarkung des Signals von primédren Maus- bzw. Kaninchen-Antikor-
pern eingesetzt. Das tertidre Reagent, FlexEnvHRP20 (DakoEnVision™Flex/ HRP Detection
Reagent) wurde fir 20 min appliziert. Es besteht aus Dextran-Backbone, an das viele Peroxi-
dase (HRP)-Molekile und Molekile sekundérer Antikdrper gekoppelt sind. Danach wurde
FlexDAB fiir 5 min angewandt. Dieser Schritt wurde wiederholt. Das Substratsystem besteht
aus zwei Komponenten, dem EnVision™Flex DAB + Chromogen und dem wasserstoffperoxid-
haltigen EnVision™Flex Substrate Buffer, das zur Verdiinnung des ersteren dient. Dieses Sub-
stratsystem fuihrt zum kontrastreichen, braunen Endprodukt am Ort des Ziel-Antigens.

Zuletzt wurden alle Schnitte mit EnvHema (EnVision™Flex Hematoxylin) 5 min lang zur Ge-

genfarbung behandelt, sodass eine deutliche Blaufarbung der Zellkerne erzielt werden konnte.
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Nach der Farbung wurden die Objekttrager in Leitungswasser gebracht, das eine Farbverstér-
kung zur Folge hatte. Eine weitere Intensivierung der Farbe wurde mittels Hdmalaun erzielt.
Zuletzt wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser in Kontakt gebracht.
Zur Fixierung wurden die Schnitte in eine Alkoholreihe in aufsteigender Konzentration, begin-
nen von 50 %, 70 %, 96 % und 100 % getaucht. Nach der Xylolbehandlung konnten die Schnitte
mithilfe des Eindeckmediums (Dako) und jeweils eines Deckglases versiegelt werden.

Tabelle 4. Geratetbersicht in alphabetischer Reihenfolge

Gerdtetyp Hersteller

Autostainer Plus Dako

Dampfgarer Braun

Hyrax M55 Carl Zeiss

Kihlplatte TKF 22 MEDITE Medical GmbH
Medite Streckplatte OTS40 MEDITE Medical GmbH
Mikroskop Leica, Olympus

TMArrayer Pathology Devices
Wasserbad Gehdort zum Hyrax Mikrotom
Waérmeschrank Heraeus

Tabelle 5. MateriallUbersicht in alphabetischer Reihenfolge

Materialtyp Hersteller

Deckgléser Knittel

Objekttréger Superfrost Plus

Pipetten Eppendorf

Reagent Vial Kit 12 ml Rohrchen Dako Deutschland GmbH
S342530
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Tabelle 6. Reagenzientbersicht in alphabetischer Reihenfolge

Material und Methoden

Reagenzienart Hersteller Ansatz
Citrat-Puffer Dako 50*konzentriert, pH 6,1
Diluent Dako Gebrauchsfertig
EnVi- Dako
sion™Flex Kit
(K8002)
beinhaltet:
FlexBlock Dako Gebrauchsfertig
FlexDAB Dako Substrat 12 ml + 12 Trop-
(2-Komponentensystem fen Chromogen
aus Chromogen + Substrat-
buffer)
FlexHRP Dako Gebrauchsfertig
Rabbit Dako Gebrauchsfertig
Mouse Dako Gebrauchsfertig
Tris/EDTA-Puffer Dako 50 * konzentriert, pH 9
Wash Buffer (20 *) Dako 1:20 verdiinnt
Ethanol Liquid Produc-
tion GmbH
Formalin Sigma Aldrich | Auf 4 % angesetzt
Héamalaun (EnvHema) Dako 1+3 verdinnt mit Aqua
dest.
Xylol Liquid Produc- | Gebrauchsfertig
tion GmbH
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Tabelle 7. Ubersicht der verwendeten Antikorper in alphatbetischer Reihenfolge

Primdranti- | Herstel- | Wirt | REF- Typus Ansatz | Vorbehand-
korper ler Nummer lung
Anti-Factor | Abcam | Maus | ab118820 | Monoklonal, 1:100 pH 6 (Citrat-
H-AK lgG1 puffer)
Anti-CD59- | Abcam | Maus | ab9182 Monoklonal, 1:50 pH 6
AK lgG2a
Anti-Cba- Abcam | Maus | ab11877 | Monoklonal, 1:150 pH 6
AK lgG2a
Anti-Factor | Novus- | Ka- nbpl- Polyklonal, IgG | 1:200 pH 6
I-AK bio nin- 88268

chen
Anti- Thermo- | Ka- pasS- Polyklonal, IgG | 1:50 pH 9 (EDTA-
SUSD4-AK | Fisher nin- 63552 Puffer)

chen

Abbildung 1. Immunhistochemische Farbung der TMAs. (A) Alkoholreihe. (B) Dampfgarer zur Demaskierung der Anti-
gene. (C) und (D) Farbung mit dem Autostainer 480S.
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3.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die weiteren Schritte erfolgten an eingescannten TMAs. Es wurde dazu entschieden, die Cores,
die das peritumorale Gewebe darstellen sollten, nicht zu verwenden und das peritumorale Ge-
webe zu analysieren, das in den Tumor-Cores dargestellt war.

Die Auswertung der TMAs erfolgte mit QuPath-0.2.0 [102].

Als Erstes wurde der TMA-Dearrayer festgelegt und kontrolliert, dass alle Cores erkannt wur-
den.

Danach wurden mit einheitlich festgelegten Parametern die Zellen durch das System detektiert.
Danach folgte die Klassifizierung der Zellen in Tumorzellen, Immunzellen und Stromazellen.
Hierfir war die Einzeichnung von Annotationen notwendig. Man hat sich dafir entschieden,
die TMAs einzeln zu klassifizieren.

Die Analyse der Anzahl der Immunzellen erfolgte nicht an den immunhistochemisch geféarbten
Cores, sondern mittels HE-Cores, die aus einer Region stammen, die sich unmittelbar in der
Né&he der entsprechenden Cores befand.

Zur Bestimmung der Farbungsintensitat wurden drei Schranken fir alle TMASs festgelegt.

Driisenzellen, Artefakte, grofRe nekrotische Bereiche und groRe GefaRe wurden rausgeldscht.
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A_'. Cell detection O X
Setup parameters
Detection image Hematoxylin OD ~
Requested pixel size 0.5 pm
Nucleus parameters
Background radius 8 um
Median filter radius 0 um
Sigma 1.5 um
Minimum area 10 umA2
Maximum area 400 umn2
Intensity parameters
Threshold 0.1

Max background intensity 2

v/ Split by shape

v/ Exclude DAB (membrane staining)

Cell parameters

Cell expansion O 5um
V| Include cell nucleus

General parameters
v'| Smooth boundaries

Rin
m Cell intensity classification X
Measurement [ Cytoplasm: DAB OD mean ~ |
Threshold 1+ () 045 |
Threshold 2+ O 0.3
Threshold 3+ O 049
.| Single threshold -0.25 000 025 050 075 1.00 125

Abbrechen J lUbernehmenJ

Abbildung 2. Farbungsanalyse mit QuPath-0.2.0. (A) Zelldetektion. (B) Selektion der Schranken zur Klassifizierung der
Farbungsintensitat
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Abbildung 3. Farbungsanalyse mit QuPath-0.2.0. (A) TMA-Core nach HE-Farbung. (B) TMA-Core nach Immunhistoche-
mie (DAB-Farbung). (C) immunhistochemisch gefarbter TMA-Core nach der Zelldetektion. (D) immunhistochemisch gefarb-
ter TMA-Core mit eingezeichneten Annotationen. Die rote Annotation ist umkreist die Tumorzellen, die blaue Annotation
umkreist die Immunzellen. (E) immunhistochemisch gefarbter TMA-Core nach Zellklassifizierung in Tumorzellen (rot), Im-
munzellen (blau) und Stromazellen (griin). (F) immunhistochemisch gefarbter TMA-Core nach Zellklassifizierung und Ana-
lyse der Farbungsintensitat.

40



Material und Methoden

H-Scores:

Der H-Score dient der objektiven und reproduzierbaren Quantifizierung von Biomarkern bei
immunhistochemischen Féarbungsanalysen. Zur Bestimmung des H-Scores ist zundchst eine
Einteilung der Zellen abhdngig von der relativen Expression des Biomarkers in positiv und
negativ notig. Die positiven Zellen werden dariiber hinaus nach der Farbungsintensitat in stark
(3+), méRig (2+) und schwach (1+) klassifiziert. Der H-Score ist der Quotient aus der gewich-
teten Summe der Farbungsintensitaten und der gesamten Zellzahl. Infolgedessen beinhaltet der
H-Score sowohl die Farbungsintensitét als auch die Farbungsproportion. Die Skala bewegt sich
von 0-300 [103].

Alternativ dazu verwenden manche Autoren den Allred-Score. Dieser Score ist die Summe von
zwei separaten Variablen, von der Allred-Intensitat und der Allred-Proportion. Bedingt durch
die kleinere Skala, 0-8, wird der Allred-Score seltener benutzt und findet seine Anwendung nur

noch hauptsachlich bei ER/PR Quantifizierung von Brusttumoren.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der Software GraphPadPrism (Version 9.4.1 fur
Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA; USA) vorgenommen.

Es wurden zur Erhéhung der Reprasentativitat fur jeden Fall jeweils zwei Schnitte einer Stanze
entnommen, auf getrennten TMAs gefarbt und ausgewertet. Fur die Statistische Analyse wurde
der Mittelwert der einzelnen Output-Werte gebildet.

Aufgrund zahlreicher nicht parametrischer Variablen wurden nicht parametrische Tests ange-
wendet. Zur Bewertung der Korrelation zweier Variablen verwendete man den Spearman-Test.
Unterschiede zweier Gruppen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test detektiert, fir den Ver-
gleich mehrerer Gruppen verwendete man den Kruskal-Wallis-Test. Mithilfe der Kaplan-
Meier-Kurve wurde das Gesamtlberleben verschiedener Gruppen dargestellt, dabei diente der
Log-Rank-Test zur Evaluation der Unterschiede zwischen zwei Survivalkurven.

Ein p-Wert von 0,05 oder kleiner wurde als signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Kollektivs

Das endgultige Kollektiv umfasste 164 Patienten, die in der Hals-, Nasen-, Ohrenklinik und
Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum 2008-2020 vorstellig waren. Von diesen
Patienten standen 122 histologisch gesicherte Tumorschnitte des Oropharynxtumors und 64
Schnitte der Lymphknotenmetastase des Oropharynxkarzinoms zur Verfligung. Exklusionskri-
terium waren eine vorausgegangene Radiochemotherapie in der Kopf-Hals-Region und der Re-

zidivtumor.

41.1 Tumor
Das 5-Jahrestiberleben des Tumorkollektivs betrug 68,7 %. Von insgesamt 122 Patienten des
Tumorkollektivs lag bei 26 Patienten (21,31 %) ein T1-Stadium, bei 41 Patienten (33,61 %) ein
T2-Stadium, bei 28 Patienten (22,95 %) ein T3-Stadium und bei 27 Patienten (22,13 %) ein T4-
Stadium vor. Hinsichtlich des N-Stadiums war das N2-Stadium mit 68 Patienten (55,74 %) am
haufigsten vertreten, gefolgt vom NO-Stadium mit einer Anzahl von 34 Patienten (27,87 %),
und dem N1-Stadium mit 17 Patienten (13,98 %) und zuletzt dem N3-Stadium mit 2 Patienten
(1,64 %). Bei einem Fall (0,82 %) war das N-Stadium unbekannt. 109 Patienten (89,34 %)
wiesen keine Fernmetastasen auf, 11 Patienten (9,02 %) wurde das M1-Stadium zugeordnet.
Bei 2 Patienten (1,64 %) war das M-Stadium unbekannt (Abbildung 4).
Der Anteil der HPV-positiven Tumore innerhalb des Tumorkollektivs war mit nahezu 37 %
vergleichbar mit den Angaben in weiteren Studien, die eine Pravalenz von ungeféhr 40 % be-
richteten [10]. Viele Merkmale der HPV-positiven Tumore konnten in dieser Arbeit zudem
bestatigt werden. Bei Untersuchung des Survivals der Patienten getrennt nach dem HPV-Status,
konnte das verbesserte Survival bei HPV-Assoziation beim Tumorkollektiv nicht bestétigt wer-
den. Das verbesserte Uberleben lieR sich allerdings erst bei Einbeziehung der Patientendaten,
von denen die Lymphknotenmetastasen der Oropharynxtumore untersucht werden sollten, be-
statigen (Abbildung 5).
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A

Verteilung: T-Stadium

21.31% t1
33.61% t2
22.95% t3
22.13% t4

aoon

B
Verteilung: N-Stadium

27.87% n0
13.93% nl
55.74% n2
1.64% n3
0.82% n unbekannt

opoon

C
Verteilung: M-Stadium

89.34% mO
9.02% m1l
1.64% m unbekannt

Abbildung 4. Verteilung des TNM-Stadiums (A—C) bei Primértumoren (n = 122).
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Abbildung 5. Kaplan-Meier-Analyse zur Darstellung des OS in Abh&ngigkeit vom HPV-Status des Gesamtkollektivs
(n =143). Von 164 Patienten waren 70 Patienten p16+, 73 Patienten p16-. Bei 21 Patienten war der p16-Status unbekannt. Die
Patienten mit unbekanntem HPV-Status wurden nicht inkludiert. p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,044
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Die Patienten mit HPV-positiven Tumoren zeigten im Vergleich zu den HPV-negativen Tumo-
ren hinsichtlich der Verteilung des T-Stadiums eine Linksverschiebung, wéhrend sie bei dem
N-Stadium eine Rechtsverschiebung zeigten. Bei den HPV-positiven Tumoren betrug der An-
teil des T-Stadiums in aufsteigender Reihenfolge gerundet 22 %, 47 %, 20 %, 11 % und der des
N-Stadiums 18 %, 18 %, 62 % und 2 %. Bei HPV-negativen Tumoren waren die Werte des T-
Stadiums 28 %, 22 %, 28 % und 22 % und die Werte des N-Stadiums waren 38 %, 12 %, 48 %
und 2 % (Abbildung 6). Das deckt sich mit der Beobachtung aus vielen Studien [3], dass Pati-
enten mit HPV-Assoziation bei Erstdiagnose durch ein geringes T-Stadium und hohes N-Sta-
dium charakterisiert sind. Das Vorkommen der HPV-positiven Tumore deutlich in den jlingeren
Jahren im Vergleich zu den HPV-negativen Tumoren, das in vielen Studien gezeigt werden

konnte, konnte bei dem Kollektiv nicht beobachtet werden [4].

107 pe
i H nO
= nl
i = n2
£ 0.54 Bl n3
< -
0.0-

pl6- pl6+

Abbildung 6. Verteilung des N-Status des Tumorkollektivs in Abhangigkeit vom HPV-Status (n = 103). Patienten mit
unbekanntem HPV-Status (n = 19) wurden nicht eingeschlossen. VVon 58 HPV-negativen Patienten waren 22 Patienten im NO,
7 Patienten N1, 28 Patienten N2 und 1 Patient N3 klassifiziert. Von 45 HPV-positiven Patienten waren 8 Patienten NO, 8
Patienten N1, 28 Patienten N2 und 1 Patient N3 klassifiziert.

Das HPV-negative Kollektiv wurde in Abhé&ngigkeit vom Vorhandensein mindestens einer
Lymphknotenmetastase in zwei Gruppen aufgeteilt. Die Gruppe mit Lymphknotenmetastasie-
rung wies ein schlechteres Overall Survival auf (p = 0,0433) (Abbildung 7). Teilte man das
Kollektiv entsprechend der prazisen N-Klassifikation ein, konnte ein abnehmendes Survival bei
steigender N-Klassifikation beobachtet werden (Abbildung 8). Daneben korrelierte das Survi-

val der HPV-negativen Patienten auch negativ mit dem T- und M-Stadium.
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Abbildung 7. Kaplan-Meier-Analyse zur Darstellung des OS in Abhangigkeit von der Lymphknotenmetastasierung
bei HPV-negativen Tumoren des Tumorkollektivs (n = 58). p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,0433.
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Abbildung 8. Kaplan-Meier-Analyse zur Darstellung des OS in Abhéangigkeit von der N-Klassifikation bei HPV-nega-
tiven Tumoren des Tumorkollektivs (n = 58). p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p < 0,0001.

Demgegenuber war die N-Klassifikation bei HPV-positiven Tumoren nicht signifikant aus-
schlaggebend fiir das Survival (Abbildung 9). Dieses Ergebnis zeigte, dass moglicherweise die
Lymphknotenmetastasierung prognostisch einen anderen Stellenwert in Abhéngigkeit des
HPV-Status hat.
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Abbildung 9. Kaplan-Meier-Analyse zur Darstellung des OS in Abhangigkeit von der Lymphknotenmetastasierung
bei HPV-positiven Tumoren des Tumorkollektivs (n = 45). p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,5367.

4.1.2 Lymphknoten
Das Kollektiv von Lymphknotenmetastasen der Oropharynxtumore umfasste insgesamt 64
Falle. Es waren nur Lymphknotenmetastasen von Primartumoren der N1- und N2-Klassifika-
tion vertreten. Den uUberwiegenden Anteil des Kollektivs bildeten dabei die Lymphknotenme-
tastasen der N2-Tumore (85,94 %). Die Patienten des Kollektivs waren vorwiegend Raucher
(75 %) und waren beziiglich des HPV positiv diagnostiziert (56,25 %).
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Tabelle 8. Klinisch-pathologische Parameter des Tumorkollektivs

Ergebnisse

Variable Mittelwert n %
alle Patienten 122 100,00
Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 61,11

Geschlecht

mannlich 89 72,95
weiblich 33 27,05
OS (Monate) 52,84

Rezidiv (ja/nein)

nein 100 81,97
ja 22 18,03
RFS (Monate) bei Rezidivtumoren 18,64

T-Stadium

T1 26 21,31
T2 41 33,61
T3 28 22,95
T4 27 22,13
N-Stadium

NO 34 27,87
N1 17 13,93
N2 68 55,74
N3 2 1,64
N unbekannt 1 0,82
M-Stadium

MO 109 89,34
M1 11 9,02
M unbekannt 2 1,64
Tabak ja/nein

nein 17 13,93
ja 89 72,95
unbekannt 16 13,11
Tabakkonsum

1 17 13,93
2 21 17,21
3 2 1,63
4 3 2,46
5 4 3,28
unbekannt 75 61,48
Alkohol

1 12 9,84
2 22 18,03
3 46 37,70
unbekannt 42 34,43
p16-Status

pl6-negativ 58 4754
pl16-positiv 45 36,89
unbekannt 19 15,57
extranodales Wachstum ja/nein

0 (nein) 23 18,85
1 (ja) 24 19,67
unbekannt 75 61,48

Veraltete 7. Auflage der TNM-Klassifikation, Tabakkonsum in aufsteigender Reihenfolge 1 =0 py, 2> 0 py, 3 <5 py, 4< 10
py, 5 <20 py, 6 > 20 py, Alkoholkonsum in aufsteigender Reihenfolge 1 = kein, 2 = maRig, 3 = hoch.
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Tabelle 9. Klinisch-pathologische Parameter des Lymphknotenmetastasenkollektivs

Variable Mittelwert n %
alle Patienten 64 100,00
Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 61,53

Geschlecht

maénnlich 42 65,63
weiblich 22 34,38
OS (Monate) 55,83

Rezidiv (ja/nein)

nein 48 75,00
ja 16 25,00
RFS (Monate) bei Rezidivtumoren 23,94

T-Stadium

T1 18 28,13
T2 21 32,81
T3 15 23,44
T4 10 15,63
N-Stadium

NO 0 0,00
N1 9 14,06
N2 55 85,94
N3 0 0,00
N unbekannt 0 0,00
M-Stadium

MO 58 90,63
M1 5 7,81
M unbekannt 1 1,56
Tabak ja/nein

nein 11 17,19
ja 48 75,00
unbekannt 5 7,81
Tabakkonsum

1 11 17,19
2 13 20,31
3 0 0,00
4 2 3,13
5 2 3,13
6 31 48,44
unbekannt 5 7,81
Alkohol

1 7 10,94
2 19 29,69
3 15 23,44
unbekannt 23 35,94
pl6-Status

pl6-negativ 24 37,50
pl6-positiv 36 56,25
unbekannt 4 6,25
extranodales Wachstum ja/nein

0 27 42,19
1 24 37,50
unbekannt 13 20,31

Veraltete 7. Auflage der TNM-Klassifikation, Tabakkonsum in aufsteigender Reihenfolge 1 =0 py, 2>0py, 3<5py, 4< 10
py, 5 <20 py, 6 > 20 py, Alkoholkonsum in aufsteigender Reihenfolge 1 = kein, 2 = méRig, 3 = hoch.
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4.2 Charakterisierung der immunhistochemischen Farbung
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Abbildung 10. Durchschnittlicher H-Score einzelner Zellarten des Primértumors im Vergleich. (A) C5a, (B) Faktor H,
(C) CD59.

Der Faktor H war vor allem im Stroma sehr stark vertreten (Abbildung 10). Die Fibroblasten
sowie das Kollagen waren stark gefarbt. Zudem waren die Gefalendothelzellen auch gefarbt.
Die Zellmembran der Tumorzellen war geféarbt, insbesondere konzentrierte sich die Farbung
interzellular. Stellenweise war das Zytoplasma auch gefarbt. Es soll hierbei auf den vorausge-
gangenen Abschnitt tber Faktor H hingewiesen werden. Faktor H bindet an Polyanione, die vor
allem in der Membran und in der Extrazellularmatrix vorhanden sind. Kapka et al. beobachteten
bei der Farbungsanalyse von Ovarialtumoren mit FH/FH-like auch eine starke Konzentration
der Immunreaktivitat im Tumorstroma und in BlutgefaRen [104]. Auch Johnson et al. farbten
immunhistochemisch Samples von ¢cSCC an und berichten von einer intrazellularen Farbung
und der Farbung der extrazelluldaren Matrix. AulRerdem beobachteten sie anhand der Immunflu-
oreszenzmikroskopie von kultivierten cSCC-Zellen, dass sich die Farbung intrazellular punk-
tuell darstellte und vermuteten intrazellulare Vesikel [105]. Daugan et al. unterschieden zwei
Kompartimente der Farbungslokalisation in Tumorzellen, zum einen die membrandse und zum
anderen die intrazellulare Farbung. Sie fanden heraus, dass sich die intrazellulare Lokalisierung
des Faktor H hauptsachlich auf Lysosomen beschrénkte und fiigten hinzu, dass der Faktor H
auch bei niedrigem pH-Wert stabil ist und in seiner Funktion in den Lysosomen nicht beein-
tréchtigt wird [106].

Das CD59 farbte das Stroma und die Fibroblasten kaum an.

Bei den Tumorzellen zeigte sich eine erh6hte Farbungsintensitat bei der dem Stroma zugewand-
ten Seite. Dabei war die Zellmembran sehr stark geférbt, das Zytoplasma war nur sehr leicht
angefarbt. Moglicherweise war eine Kernfarbung vorhanden. Kapka et al. farbten immunhisto-
chemisch Schnitte von Ovarialkarzinomen mit CD59, neben dem bereits oben erwahnten FH,
an und beobachteten, dass die Farbung sowohl im Zytoplasma als auch in der Zellmembran von
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Tumorzellen vertreten war. GefaRstrukturen waren im Tumorgewebe ebenso positiv gefarbt.
Sie entdeckten auch eine starkere Immunreaktivtéat in der Randzone zwischen normalem und
malignem Gewebe [104].

Der Komplementfaktor C5a farbte Stromazellen an, das Kollagen blieb von der Farbung unbe-
troffen. Interessanterweise war vor allem das Zytoplasma der Tumorzellen neben der Zell-
membran geféarbt. Aus rein subjektiver Sicht erschien die Farbung zentral, bei denen auch ver-
einzelt Hornperlen vorhanden waren, intensiver. Bei der Farbung mit C5a waren die Immun-
zellen stark betroffen. Anders als bei den Komplementinhibitoren waren die mukdsen Driisen
nicht braun gefarbt. Imamura et al. farbten immunhistochemisch Gewebeschnitte von
Mammakarzinomen mit Antikorpern gegen den C5a-Rezeptor an und konnten sehen, dass C5a-
Rezeptoren vor allem in der Zellmembran lokalisiert waren. Nicht kanzerogene Drisenzellen
waren von der Farbung unbetroffen [58]. Yang et al. farbten immunhistochemisch TMAS von
metastasierten Nierenzellkarzinomen ein und konnten feststellen, dass die Farbung vorherr-
schend in der Zellmembran und im Zytoplasma vertreten war [96]. Auch Xi et al. beobachteten
bei der immunhistochemischen Féarbung von renalen Klarzellkarzinomen mit anti-C5a-Anti-
kdrpern, dass das C5a vorherrschend in der Zellmembran und in der extrazelluldaren Matrix vom
Tumorgewebe lokalisiert war. Peritumoral war das C5a nur diffus vorhanden [107]. Zahlreiche
Studien belegen das Vorhandensein des intrazelluldaren Komplementsystems in Tumorzellen
und Immunzellen [108]. Yoneda et al. konnten eine erhthte C5aR-Expression bei urothelialen
Karzinomzellen in der invasiven Front erkennen und deuteten auf eine mogliche Beteiligung

der C5a-Rezeptoren bei der Invasion hin [109].
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Abbildung 11. Immunhistochemische Analysen von C5a in OPSCC. (A) Reprasentatives Beispiel fiir ein Tumorcore mit
kleinem H-Score und in (B) 100-facher VergroRerung. (C) Reprasentatives Beispiel fiir ein Tumorcore mit groem H-Score
und in (D) 100-facher VergroRerung
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4.3 P16-positive Tumore weisen mehr Immunzellen und weniger Fak-

tor H auf
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Abbildung 12. Boxplots zur Darstellung der Anzahl der Immunzellen, des H-Scores des FH und C5a in Tumorzellen
abhéngig vom HPV-Status. (A) Anzahl der Immunzellen nach HPV-Status, p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test,
p < 0,0001. (B) H-Score des FH in Tumorzellen nach HPV-Status, p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,0248
und (C) H-Score des C5a in Tumorzellen nach HPV-Status, p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,1342.

Eines der Ziele unserer Arbeit war es, Oropharynxkarzinome auf Parameter des Immunsystems
zu untersuchen und den Unterschied im Survival zwischen HPV-negativen und HPV-positiven
Tumoren zu erklaren. Zur Beantwortung jener Fragestellungen untersuchten wir zunéchst die
Schnitte auf Zusammensetzung der Zellpopulationen und deren Farbeverhalten in Bezug auf
Komplement-Bestandteile und -Inhibitoren. Die TMA-Cores der HPV-positiven Oropharynx-
tumore wiesen im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren eine signifikant erhéhte Immunzell-
zahl auf (p < 0,0001; Abbildung 12). AuRerdem war der H-Score des FH der Tumorzellen bei
HPV-positiven Oropharynxkarzinomen erniedrigt (p = 0,0248).

P . p= 0,002
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Abbildung 13. Scatterplot zur Darstellung der Anzahl der Immunzellen nach dem H-Score des FH in Tumorzellen. p-
Wert berechnet nach Spearman-Test, p = 0,002.
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Bei Betrachtung der mit Faktor H gefarbten Tumor-Cores liel sich der Verdacht aufstellen,
dass moglicherweise der FH-H-Score mit der Anzahl der Immunzellen zusammenhangt, da die
Cores mit vielen Immunzellen keine Iéraunférbung durch FH aufwiesen. Die Immunzellzahl
der Cores von Oropharynxkarzinomen korrelierte negativ mit dem H-Score des Faktor H (Spe-
arman, p = 0,002) (Abbildung 13). Das spiegelt eine Schnittstelle zwischen der unspezifischen,
vertreten durch den Komplementinhibitor Faktor H, und spezifischen Immunabwehr wider.

250
200
150

100

H-Score des Cha

50

0IlllllllqlI:IIIIIIIIIIIIIIIIIII

0 100 200 300
H-Score des FH

Abbildung 14. Scatterplot zur Darstellung des C5a-H-Scores gegen FH-H-Score. p-Wert berechnet nach Spearman,
p = 0,0016.

Das Molekil Cb5a stellt einen Komplementfaktor dar. Dies lasst die Vermutung zu, dass das
C5a und der Komplementinhibitor, Faktor H, eventuell nicht in gleicher Menge im Gewebe
vorhanden sind. Die negative Korrelation zwischen dem Tumor-H-Score vom Komplement-
faktor C5a und dem Tumor-H-Score vom Komplementinhibitor FH liel sich anhand des Spe-
arman-Tests bestatigen (p = 0,0016) (Abbildung 14). Teilte man das Gesamtkollektiv weiter
nach dem HPV-Status auf, konnte bei p16-positiven Tumoren eine vergleichbare Korrelation
(p = 0,0142) festgestellt werden. Die p16-negativen Tumore zeigten keine signifikante Korre-
lation zwischen dem C5a-H-Score und dem FH-H-Score (Abbildung 15).
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Abbildung 15. Scatterplot zur Darstellung des C5a-H-Scores gegen FH-H-Score fiir HPV-negative und HPV-positive
Tumore. p-Wert berechnet nach Spearman.
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4.4 Der Tabakkonsum verandert die Tumormikroumgebung im Pri-

martumor
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Abbildung 16. Boxplots zur Darstellung der Immunzellzahl und H-Score des FH in Tumorzellen in Abh&ngigkeit vom
Tabakkonsum. (A) Immunzellzahl der Nichtraucher und Raucher im Vergleich, p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-
Test, p < 0,0001 und (B) H-Score des FH in Tumorzellen der Nichtraucher und Raucher im Vergleich, p-Wert berechnet nach
Mann-Whitney-U-Test, p = 0,0157.

Der Tabakkonsum stellt neben der Infektion mit dem HP-Virus den wesentlichen, aber ver-
meidbaren, Risikofaktor dar. Es wurde untersucht, wie sich das Immunmilieu zwischen Rau-
chern und Nichtrauchern unterscheidet. Bei Betrachtung der Immunzellzahl und des H-Score
des FH in Tumorzellen abhéngig vom Tabakkonsum, konnte eine verringerte Immunzellzahl
bei Rauchern und ein erhdhter H-Score des FH in Tumorzellen festgestellt werden (Abbildung
16). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zum Ergebnis in Abhangigkeit vom HPV-Status, denn
aufgeteilt nach dem HPV-Status, waren die Immunzellzahl bei HPV-positiven Féllen erhoht
und der H-Score des FH in Tumorzellen erniedrigt. Das stimmt mit den Beobachtungen der
bisher bekannten Literatur tiberein, dass sich Tumore mit HPV-Assoziation durch héhere Im-
muninfiltration auszeichnen und als heilRe Tumore bezeichnet werden, wéhrend der Tabakkon-

sum mit einer verringerten Immuninfiltration einhergeht.
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Abbildung 17. Boxplots zur Darstellung des C5a-H-Scores von Tumorzellen in Abh&ngigkeit vom N-Stadium bei Rau-
chern. p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,02.

Raucher wurden separat betrachtet. Raucher mit Lymphknotenmetastasen wiesen einen erhoh-
ten C5a-H-Score auf als Raucher, bei denen ein NO-Tumor diagnostiziert wurde (Abbildung
17). Das N-Stadium korrelierte mit dem Cba-Tu-H-Score bei Patienten mit negativem HPV-

Status und positiver Tabakkonsum-Anamnese (p-Wert berechnet nach Spearman, p = 0,0135).
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4.5 Immunzellinfiltrat, der Komplementinhibitor Faktor H und die
Komplementaktivitat beeinflussen das Risiko einer Lymphknoten-
metastasierung

Wie in den vorausgegangenen Abbildungen gezeigt, konnte ein signifikanter Einfluss des N
Stadiums auf das Patienteniiberleben festgestellt werden. Die Metastasierung von Plat-
tenepithelkarzinomen stellt einen der Hauptgriinde fur die Mortalitat der Erkrankung dar [110].
Wie jedoch das Risiko einer Metastasierung durch das Immunsystem beeinflusst wird, ist nicht
abschlieRend geklart. In unseren Beobachtungen konnten wir signifikante Unterschiede in der
Ansammlung von Komplementbestandteilen und Immunzellinfiltrat feststellen. Wir wollten
daher untersuchen, ob sich N-Stadium und Komplementinhibitoren bzw. Immuninfiltrat in un-
serem Kollektiv beeinflussen.

Die NO-Tumore des Gesamtkollektivs zeigten innerhalb ihrer Gruppe keine signifikanten Un-
terschiede zu Tumoren mit Lymphknotenmetastasierung hinsichtlich des H-Scores von Kom-
plementkomponenten C5a, FH und der Immunzellzahl.

Die Analyse der Primartumore nach Aufteilung nach dem HPV-Status zeigte erstaunlicher-
weise eine voneinander abweichende Zusammensetzung des Tumormilieus. Bei p16-negativen
Tumoren war der H-Score des Komplementfaktors C5a bei Vorhandensein mindestens einer
Lymphknotenmetastase im Vergleich zu NO-Tumoren signifikant erhéht (Abbildung 18). Dem-
gegenuber war der H-Score des C5a bei p16-positiven Tumorzellen nach Lymphknotenmetas-
tasierung tendenziell erniedrigt.

Hinsichtlich des H-Scores des Faktor H und der Immunzellzahl konnte bei p16-negativen Tu-

moren keine signifikante Anderung je nach N-Status beobachtet werden (Abbildung 19).
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Abbildung 18. Boxplots zur Darstellung des durchschnittlichen H-Scores von C5a in Abhangigkeit von N-Kategorie
bei (A) und (B) HPV-negativen Tumoren und (C) und (D) HPV-positiven Tumoren. (A) H-Score des C5a in Tumorzel-
len bei NO-Tumoren und N1+-Tumoren, p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,0103. (B) H-Score des C5a nach N-Sta-
dien, p-Wert nach Kruskal-Wallis-Test, p = 0,0898. (C) H-Score des C5a in Tumorzellen bei NO-Tumoren und N1+-Tumo-
ren, p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,1066. (D) H-Score des C5a in Tumorzellen nach N-Stadien, p-Wert nach

Kruskal-Wallis-Test, p = 0,24
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Abbildung 19. Boxplots zur Darstellung der Anzahl der Immunzellen und des H-Scores von FH in Tumorzellen in
Abhéngigkeit vom N-Stadium bei p16-negativenTumoren. (A) Anzahl der Immunzellen bei NO-Tumoren und N1+-Tumo-
ren, p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,3598. (B) H-Score des FH in Tumorzellen bei NO-Tumoren und N1+-Tumoren,
p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,5298. (C) Anzahl der Immunzellen nach N-Stadien, p-Wert nach Kruskal-Wallis-
Test, p =0,6128. (D) H-Score des FH in Tumorzellen nach N-Stadien, p-Wert nach Kruskal-Wallis-Test, p = 0,7031.

Die Analyse der p16-positiven Tumore liel? feststellen, dass Tumore mit Lymphknotenmetas-
tasierung durch einen signifikant erhthten H-Score des Faktor H gekennzeichnet waren (Ab-
bildung 20). Daruiber hinaus wiesen p16-positive Tumore mit Lymphknotenmetastasierung eine
verringerte Immunzellzahl auf.

Unsere Beobachtungen zeigen, dass das Metastasierungspotential in die Lymphknoten bei
HPV-positiven Tumoren im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren sowohl durch die Immun-
zellen als auch durch das Komplementsystem beeinflusst wird. Da der Faktor H ein Komple-
mentinhibitor ist, kénnte man schlussfolgern, dass der HPV-positive Tumor in die Lymphkno-

ten metastasiert war, wenn die Immunaktivitat in der Tumormikroumgebung abnahm.
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Abbildung 20. Boxplots zur Darstellung der Anzahl der Immunzellen und des H-Scores von FH in Tumorzellen in
Abhéngigkeit vom N-Stadium bei p16-positiven Tumoren. (A) Anzahl der Immunzellen bei NO-Tumoren und N1+-Tumo-
ren, p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,012. (B) H-Score des FH in Tumorzellen bei NO-Tumoren und N1+-Tumoren,
p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,007. (C) Anzahl der Immunzellen nach N-Stadien, p-Wert nach Kruskal-Wallis-
Test, p = 0,046. Zusatzlich p-Wert nach Mann-Whitney-U-Test zum Vergleich einzelner N-Stadien. *, <0,05; **, <0,01. (D)
H-Score des FH in Tumorzellen nach N-Stadien, p-Wert nach Krukal-Wallis-Test, p > 0,05.

Und erstaunlicherweise korrelierte das N-Stadium mit dem C5a-Tu-H-Score und mit dem FH-
Tu-H-Score bei Rauchern mit positivem HPV-Status (p-Wert berechnet nach Spearman,
p = 0,0058 bei C5a, p = 0,02 bei FH).
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4.6 Das Survival in Abhangigkeit von C5a, Faktor H und der Immun-

zellzahl
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Abbildung 21. Kaplan-Meier-Analysen zur Darstellung des OS in Abhéngigkeit vom C5a-H-Score von Tumorzellen.
Einteilung der Patienten in zwei Gruppen, Schwellenwert ist der Mittelwert des C5a-H-Scores von Tumorzellen des gesamten
Tumorkollektivs (=111,9). (A) Overall Survival von allen Patienten (n = 122), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test,
p = 0,0171. (B) Overall Survival von p16-negativen Patienten (n = 58), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,0061. (C)
Overall Survival von p16-positiven Patienten (n = 45), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,871. P16-Status ist bei 19
Patienten unbekannt.

Es sollte Gberprift werden, ob der Komplementfaktor C5a Einfluss auf das Survival von Pati-
enten mit einem Oropharynxkarzinom hat. Als Schwellenwert wurde der Mittelwert der C5a-
Tumor-H-Scores verwendet, der 111,9 betrug. Die Kaplan-Meier-Kurve der Patienten mit ei-
nem kleinen C5a-H-Score unterschied sich signifikant von den Patienten mit einem grof3en
C5a-H-Score (p = 0,0171) (Abbildung 21). Teilte man das Kollektiv nach dem HPV-Status in
zwei Gruppen auf, konnte ein Auseinanderklaffen der Kurven und eine Verringerung des p-
Werts bei pl6-negativen Patienten beobachtet werden. Anders verhielt sich die Analyse bei
pl6-positiven Patienten. Bei pl6-positiven Patienten (berlagerten sich die Kurven und der p-
Wert betrug 0,871. Folglich war in unserem Kollektiv der erhéhte H-Score des Komplement-

faktors C5a nur bei HPV-negativen Patienten ein Marker fir ein schlechteres Survival.
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Abbildung 22. Kaplan-Meier-Analysen zur Darstellung des OS in Abhangigkeit vom FH-H-Score von Tumorzellen.
Einteilung der Patienten in zwei Gruppen, Schwellenwert ist der Mittelwert des FH-H-Scores von Tumorzellen des gesamten
Tumorkollektivs (=108,9). (A) Overall Survival von allen Patienten (n = 122), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test,
p = 0,5143. (B) Overall Survival von p16-negativen Patienten (n = 58), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,2080. (C)
Overall Survival von p16-positiven Patienten (n = 45), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,9746. P16-Status ist bei
19 Patienten unbekannt.
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Abbildung 23. Kaplan-Meier-Analysen zur Darstellung des OS in Abhéngigkeit von der Immunzellzahl. Einteilung der
Patienten in zwei Gruppen, Schwellenwert ist der Mittelwert der Immunzellzahl des gesamten Tumorkollektivs (=2321,57).
(A) Overall Survival von allen Patienten (n = 122), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,2706. (B) Overall Survival
von pl6-negativen Patienten (n = 58), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,4875. (C) Overall Survival von p16-posi-
tiven Patienten (n = 45), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,5312. P16-Status ist bei 19 Patienten unbekannt.

Das Survival des Tumorkollektivs blieb vom H-Score des Faktor H und von der Immunzellzahl
unbeeinflusst (Abbildung 22 und Abbildung 23). Dabei wurde fur die Kaplan-Meier-Analyse
der Mittelwert des jeweiligen Parameters des Tumorkollektivs gebildet. Der Mittelwert teilte
das Kollektiv in zwei Gruppen ein.

Insgesamt deuten die Kaplan-Meier-Analysen der Patienten, bei denen das Oropharynxkarzi-
nom diagnostiziert wurde, darauf hin, dass sich der Einfluss der Komplementaktivitat und der
Immunzellen auf das Survival von HPV-negativen und HPV-positiven Patienten anders gestal-
tet.
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4.7 Der Tabakkonsum beeinflusst neben dem Priméartumor auch die
Lymphknotenmetastase

Neben dem Tumorkollektiv wurde auch das Kollektiv der Lymphknotenmetastasen analysiert.
Dabei unterschieden sich die Farbungsintensitaten der Komplementkomponenten der Tumor-
zellen im Priméartumor von den Tumorzellen in der Lymphknotenmetastase. Im Vergleich zum

Primartumor war der H-Score des C5a von Tumorzellen in Lymphknotenmetastasen erhéht und

der H-Score des Faktor H erniedrigt (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Boxplots zum Vergleich des H-Scores von Tumorzellen in Abh&ngigkeit von der Lokalisation. (A) H-
Score des C5a von Tumorzellen des Primartumors und der Lymphknotenmetastase. p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-
Test, p = 0,013. (B) H-Score des FH von Tumorzellen des Primartumors und der Lymphknotenmetastase. p-Wert berechnet

nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,002.

Die negative Korrelation zwischen dem Komplementfaktor C5a und dem Komplementinhibitor
FH war, anders als im Primartumor, nicht vorhanden (Abbildung 25).
Allerdings korrelierte der H-Score des Faktor H von Tumorzellen der Lymphknotenmetastase

mit der Immunzellzahl der Lymphknotenmetastase (Abbildung 26).
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Abbildung 25. Scatterplot zur Darstellung des C5a-H-Scores gegen FH-H-Score von Tumorzellen der Lymphknoten-
metastase. p-Wert berechnet nach Spearman, p = 0,1252.
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Abbildung 26. Scatterplot zur Darstellung der Immunzellzahl der Lymphknotenmetastase gegen FH-H-Score von Tu-
morzellen der Lymphknotenmetastase. p-Wert berechnet nach Spearman, p = 0,0099.

Das Survival bei Rauchern war erniedrigt.

Der Tabakkonsum war hierbei mit dem negativen HPV-Status, dem extrakapsularen Wachstum
und einer erniedrigten Immunzellzahl im Lymphknoten assoziiert (Abbildung 28). Waren viele
Immunzellen in der Lymphknotenmetastase vorhanden, war das Uberleben des Patienten besser
(Abbildung 27). Dennoch sei hier anzumerken, dass die GroRe der Metastase innerhalb des

Knotens die Immunzellzahl maligeblich beeinflusst.
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Abbildung 27. Kaplan-Meier-Analysen zur Darstellung des OS in Abhéangigkeit von der Immunzellzahl in Lymphkno-
tenmetastasen. Einteilung der Patienten in zwei Gruppen, Schwellenwert ist der Mittelwert der Immunzellzahl des Lymph-
knotenkollektivs (= 3176), (n = 64), p-Wert berechnet nach Log-Rank-Test, p = 0,0038.

Lymphknotenmetastase
A B
- 15000 c 15000
[J] % o ns
IS B IS I
C I C I
> 10000+ > 10000+ ——
£ £
£ T E
O O
© 50004 O 50004
< <
© ©
N N
c c
< <

Abbildung 28. Boxplots zur Darstellung der Immunzellzahl in Lymphknotenmetastasen in Abh&ngigkeit vom Tabak-
konsum und HPV-Status. (A) Tabakkonsum, p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,0244 und (B) HPV-Status,
p-Wert berechnet nach Mann-Whitney-U-Test, p = 0,0761.
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5 Diskussion

Zahlreiche Studien belegen die Beteiligung des Immunsystems an der Krebsprogression. Das
Immunsystem setzt sich aus dem angeborenen und erworbenen Immunsystem zusammen. Ein
Vertreter des angeborenen Immunsystems ist das Komplementsystem. Die Immunzellen sind
zahlreich und werden je nach Typ zum angeborenen oder erworbenen Immunsystem gezahlt.

Das Komplementsystem wird als ,,zweischneidiges Schwert* bezeichnet, da ihm sowohl die
antitumorale als auch die protumorale Rolle zugesprochen wird [51]. Hierbei gibt es einerseits
Studien, die abhéngig von der Tumorlokalisation den Einfluss des Komplementsystems auf den
Tumor einteilen. Andererseits unterstreichen viele Autoren, dass der Einfluss auf die Tumor-
progression je nach Komplementkomponent unterschiedlich ist. Das betrifft auch die Immun-
zellen. Je nach Differenzierung der Immunzellen unterscheidet sich deren Einfluss auf den Tu-

mor.

Die Charakterisierung des Oropharynxkarzinoms riickte in den letzten Jahren mehr in den Vor-
dergrund, da die Inzidenz trotz ricklaufigen Tabakkonsums ansteigend war. Grofl3e Verénde-
rung erfuhr das Staging von Oropharynxkarzinomen in der 2017 aktualisierten 8.Auflage der
des TNM-Klassifikationssystems der UICC/AJCC, da das HPV-assoziierte Oropharynxkarzi-
nom als eigene Entitat gewertet wird. Typisches Merkmal von HPV-assoziierten Oropharynx-
karzinomen ist das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen bei der Erstvorstellung des
Patienten. Dennoch zeigen HPV-positive Patienten ein deutlich besseres Survival im Vergleich

zu den Patienten ohne HPV-Assoziation.

Diese Studie analysiert das Immunmilieu von HPV-positiven und HPV-negativen Oropharynx-
tumoren. Gegenstand der Untersuchung waren die Anzahl von Immunzellen in unmittelbarer
Tumorumgebung, die Konzentrationen von Komplementfaktor C5a und von den Komplemen-
tinhibitoren Faktor H und CD59 in den Tumorzellen. Es konnte eine voneinander abweichende
Aktivitdt von Immunkomponenten zwischen HPV-positiven und -negativen Tumoren festge-
stellt werden. Dabei waren HPV-positive Tumore durch eine erhéhte Immunzellzahl und eine
kleinere Konzentration von Faktor H gekennzeichnet.

Nahm die Immunzellzahl ab und stieg die Konzentration des Komplementinhibitors Faktor H,
wies der HPV-positive Tumor Lymphknotenmetastasen auf. Das Survival von HPV-positiven
Patienten blieb allerdings in dieser Studie von Faktor H und der Immunzellzahl unbeeinflusst
— das Survival von HPV-positiven Patienten dieses Kollektivs war unabh&ngig vom N-Stadium
nach der 7. Auflage der TNM-Klassifikation.
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Bei HPV-negativen Tumoren konnte ein signifikanter Einfluss des H-Scores des C5a auf das
Uberleben festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung fiir das schlechtere Uberleben bei p16-
negativen Patienten mit einem hohen C5a-H-Score gab der Mittelwertvergleich des H-Scores
abhangig vom N-Stadium. Die Patienten mit Lymphknotenmetastasierung wiesen einen erhéh-
ten C5a-H-Score auf. Das Survival von HPV-negativen Patienten dieses Kollektivs war dabei

abhangig vom N-Stadium nach der 7. Auflage der TNM-KIassifikation.
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5.1 Einfluss des N-Stadiums auf das Survival bei HPV-negativen Tu-
moren und HPV-positiven Tumoren

Das erhohte N-Stadium galt lange Zeit bei Kopf-Hals-Karzinomen als negativer Prognosefak-
tor. Heute wird das HPV-assoziierte Oropharynxkarzinom als eigene Entitat gewertet und
beim Staging berlcksichtigt. Weiterhin wird untersucht, welche Prognosefaktoren sich nega-
tiv auf das Survival von p16-negativen Patienten und p16-positiven Patienten auswirken. Die
Studie ,,Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)* untersuchte Oropharynxkarzi-
nome, die zwischen 1997 und 2008 diagnostiziert wurden, und berichtet von einer Korrelation
zwischen dem T-Stadium und dem Survival, die tber den Zeitraum linear blieb. Im Vergleich
dazu, sank der Einfluss des N-Stadiums auf das Survival Gber den Zeitraum [111] und sie
flhrten diese Erscheinung auf den steigenden Anteil von HPV-assoziierten Tumoren zuriick
[111]. Amini et al. evaluierten die Prognosefaktoren fur das Survival von Oropharynxkarzino-
men der ,,National Cancer Data Base (NCDB)“ und bestétigten den verringerten Einfluss des
N-Stadiums auf das Survival von HPV-positiven Tumoren. Ferner machte die Gruppe die Be-
obachtung, dass die extrakapsulare Extension mit einer Verschlechterung des Survivals bei
HPV-negativen Oropharynxkarzinomen, aber nicht bei HPV-positiven OPSCC assoziiert war
[111].

Kontrar dazu, konnten Maxwell et al. den Einfluss der extrakapsuléren Extension auf das Sur-
vial weder bei HPV-negativen noch bei HPV-positiven Tumoren feststellen [111]. Sie schlu-
gen die Anzahl der Lymphknotenmetastasen als ausschlaggebenderen Prognosefaktor vor.
Der sogenannte Lymph node ratio (LNR) ist der Quotient aus der Anzahl befallener Lymph-
knoten und der Anzahl entnommener Lymphknoten und erlang bereits Bedeutung als Progno-
sefaktor bei verschiedenen Tumorarten, wie beispielsweise bei Plattenepithelkarzinomen der
Mundhdéhle [112]. Unter anderem diente der LNR mit einem Cut-off Wert von 10 % in der
Studie von Jacobi et al., im Gegensatz zu HPV-negativen OPSCC, als Prognosefaktor bei
HPV-assoziierten Oropharynxkarzinomen, so dass der LNR zur Verbesserung der Risikostra-
tifikation zusétzlich zur 8.Auflage des TNM-Klassifikationssystems der UICC/AJCC vorge-
schlagen wurde [112]. Sie fugten aber auch hinzu, dass der LNR stark interinstitutionell ab-
weicht, da die Anzahl der entnommenen Lymphknoten abhangig vom Behandlungskonzept
der Neck Dissection des Instituts ist.

Dennoch gibt es kaum Ansétze, die versuchen, den verringerten Einfluss des N-Stadiums auf
das Survival von HPV-assoziierten Oropharynxkarzinomen zu erkléren. Ziel unseres Projekts
war es, Unterschiede im Immunsystem zwischen HPV-positiven und -negativen Tumoren

aufzudecken, um zu analysieren, ob sie auch im Zusammenhang zum N-Stadium stehen.
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5.2 Immunzellzahl und FH-H-Score variiert abhangig vom HPV-Sta-
tus

Die Ergebnisse zeigen eine erhohte Immunzellzahl bei HPV-positiven Tumoren. Zur Bestim-
mung der Anzahl der Immunzellen verwendeten wir das QuPath-0.2.0. Es wurden in etwa 100
Annotationen jeweils in den einzelnen TMAs eingezeichnet, so dass ein ,,Classifier zur Ein-
teilung der Zellen nach ihrer Zellart trainiert werden konnte. Die Bestimmung der Anzahl der
Immunzellen anhand der immunhistochemisch gefarbten Cores war zu ungenau, da stark ge-
farbte Immunzellen als Zelle in unseren Scans nicht erkannt werden konnten. Aus diesem
Grund entschieden wir uns, diese Analyse mithilfe von HE-Cores durchzufuhren.

In den bisherigen Studien wurde die Bestimmung der Immunzellzahl meistens von zwei Patho-
logen unter VergroRerung getrennt durchgefuhrt. Das Ergebnis war eine Einteilung der Tumore
in Gruppen geringer, moderater und starker Immuninfiltration. Das Verwenden eines Pro-
gramms brachte den Vorteil, dass eine objektivere Bestimmung der Immunzellzahl méglich
war. AuBerdem gab das Programm eine absolute Zahl heraus. Die metrische Skala hat im Ge-
gensatz zur Ordinalskala den Vorteil, dass die Differenz der Immunzellen zwischen zwei Ver-
gleichsgruppen berechnet werden kann.

Unsere Ergebnisse lassen sich durch Ward et al. bestatigen. Sie konnten sehen, dass 85 % aller
HPV-positiven Oropharynxtumore einen hohen oder moderaten Level an tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TILs) aufwiesen und demonstrierten eine Korrelation zwischen dem TIL-Spie-
gel und dem HPV-Status. Ferner richteten sie ihren Fokus auf HPV-positive OPSCC und be-
merkten ein mit steigendem TIL-Level zunehmendes Survival. AuBerdem beobachteten sie,
dass HPV-positive Tumore mit geringer Immuninfiltration ein vergleichbares Survival zeigten
wie HPV-negative Tumore. Bei HPV-negativen Tumoren konnten sie keine Assoziation des
TIL-Levels mit dem Survival beobachten [14].

Mito et al. befassten sich mit Genexpressionsdatenbasen wie ,,The Cancer Genome At-
las* (TCGA), um das Immunprofil des TME von Kopf-Hals-Tumoren zu studieren. Sie teilten
die Kopf-Hals-Tumore in drei Immunsignaturen ein. Sie bezeichneten sie als kalt, Lymphozy-
tensignatur und myeloische-/dendritische Zellen-Signatur. Diese Gruppe konnte eine Hochre-
gulation des Komplementsystems und eine Assoziation mit dem HPV-Status bei der Lympho-
zytensignatur beobachten. [113].

Des Weiteren berichten auch Gameiro et al. vom ,.einzigartigen Immunphé&notyp* bei HPV-
positiven Kopf-Hals-Tumoren, bei denen eine hohe Immuninfiltration, hohe T-Zellaktivierung
und ein hoher Spiegel an immunregulatorischen Einfllissen vorlag [25]. Grinde fur die erhéhte

Immunzellzahl kdnnte auf die Abwehrreaktion des Korpers auf das Virus zurlickzufuhren sein.
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In vielen Studien konnten Epitope spezifisch fiir E2, E5 und E6 HPV-Proteine auf CD8+ T-
Zellen bei HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren entdeckt werden [25, 114].

Im Review von Saber et al. werden Studien zu tumorbezogenen Wirkungen der verschiedenen
tumorinfiltrierenden Lymphozyten in HPV-positiven Tumoren beschrieben [82] und zusam-
mengefasst, dass eine hohe Zahl an CD8+ T-Zellen und ein geringer CD4/CD8-Quotient mit
einem besseren Outcome zusammengehen. Bei ausbleibender Unterscheidung des T-Zell-Pha-
notyps, in anderen Worten durch alleinige Detektion der T-Zellen mit dem CD3, der auf allen
T-Zellen vorhanden ist, konnte kein signifikanter Unterschied im Survival ermittelt werden.
Zur besseren Beurteilung der Ergebnisse dieser Studie sollten weitere Studien durchgefihrt
werden, bei denen die Immunzellen differenziert analysiert werden. Wir schlagen vor, die Im-
munzellen in lymphatische und myeloische Zellen, und anschlie}end nach ihrem CD zu unter-

teilen.

Neben der erhdhten Immunzellzahl war der H-Score des Faktor H bei HPV-positiven Tumoren
verringert (p = 0,0248, Mann-Whitney-U-Test).

Zur Untersuchung der Konzentration des Faktor H farbten wir die TMAs mit dem Antikdrper
OX-24 an. Der Antikorper OX-24 detektiert neben Faktor H auch das Faktor H-dhnliche Protein,
FHL-1, ein Produkt des alternativen Spleil3ens. Daugan et al. farbten die Schnitte mit weiteren
Antikorpern an, das die Unterscheidung zu FHL-1 ermdglichte. Dabei verwendeten sie zusétz-
liche FH-Antikorper, wie das ,,N terminal-specific antibody Quidel 2 (Quidel, catalog no.
A254)”, ,.C18 (Abcam, catalog no. ab121055)” und ,,L20 (Thermo Fisher Scientific, catalog
no. GAU-020-03-02), die den C-Terminus erkennen, der nicht bei FHL-1 vorhanden ist [106].
Es gibt Studien, die dem FHL-1 eine von FH abweichende Funktion zusprechen. Aus diesem
Grund sollte die Farbung der in diesem Versuch verwendeten TMAS mit weiteren Antikérpern
zur Unterscheidung zum FHL-1 in Betracht gezogen werden.

Erstaunlicherweise waren Reviews bezuglich des Faktor H und des humanen Papillomvirus nur
in sehr begrenzter Zahl vorhanden. Deswegen wurde versucht, auf indirektem Weg Hinweise
auf die Wechselwirkung zwischen der Faktor H-Konzentration und dem HPV zu finden. Re-
views Uber das Verhaltnis zwischen dem HPV und der Komplementaktivitat wurden zunéchst
durchsucht, da der Faktor H ein Komplementinhibitor ist. Es gibt Anzeichen, dass das humane
Papillomvirus die Komplementaktivitat beeinflusst, aber dieses Gebiet ist auch noch ver-
gleichsweise unerforscht [115]. Canales et al. untersuchten Seren von Patientinnen, bei denen
die CIN III festgestellt wurde und gleichzeitig ein positiver HPV-Status vorlag und beobachte-
ten eine im Vergleich zu HPV-negativen und gesunden Patientinnen erhdhte Expression von

C3 [116]. Ahnlich war auch das Ergebnis von Pulay et al., bei dem die C3-Konzentration mit
71



Diskussion

Progression des Zervixkarzinoms bis zum Stadium III ansteigend war, die aber bei Stadium IV
abnahm [116]. Mit der fraglichen Annahme, dass C3 die Komplementaktivitat wiedergibt,
konnte man schlussfolgern, dass HPV-assoziierte Tumore zumindest in friihen Stadien eine er-
hohte Komplementaktivitat aufweisen. Somit wirden diese Ergebnisse nicht den Ergebnissen
unserer Arbeit widersprechen. Allerdings ist zu erwéhnen, dass die von unserem Versuch ab-
weichende Lokalisation nicht vernachlassigt werden sollte. AulRerdem bildeten im Versuch von
Pulay et al. gesunde HPV-negativ Diagnostizierte die Kontrollgruppe, wohingegen bei unserer
Arbeit zwar in Bezug zum HPV-Status negativ Diagnostizierte, aber Patienten, bei denen ein
Tumor diagnostiziert wurde, die Kontrollgruppe bildeten. Zuletzt ist noch zu erwéhnen, dass
dem Komplementprotein C3 Funktionen zugesprochen werden, die das C3 als Marker fur die
Komplementaktivitat fragwirdig erscheinen lassen. Dickinson et al. suchten nach Biomarkern
zur Differenzierung zwischen HPV-positiven und -negativen Tumoren, da allein mit dem p16-
Protein einige Tumore in Bezug auf den HPV-Status falsch positiv detektiert werden. Erstaun-
licherweise geling die Differenzierung mithilfe des Komplementproteins C7. Dabei gingen er-
hohte Konzentration an C7 eher mit HPV-Positivitat einher [117].

Als anderen Ansatzpunkt fur die Erklarung des verringerten FH-H-Scores bei HPV-positiven
Tumoren bildete das Interferon-y. Studien belegen, dass die Expression des Faktor H iiber das
Interferon-y wéhrend einer Inflammation hochreguliert wird [60]. Dem anzukntpfen sind die
Follow-up-Evaluationen von Song et al. von Patienten mit einem Zervixkarzinom, die zeigen,
dass der IFN-y-positive Status signifikant mit der Clearance von high-risk HPV assoziiert ist
[118]. Diese Studien konnten die Beobachtungen, dass HPV-positive Patienten einen im Ver-
gleich zu HPV-negativen Patienten verringerten FH-H-Score aufwiesen, erklaren.
Demgegeniber steht die Studie von Lin et al., die die Beziehung zwischen der Immunantwort,
dem Tabakkonsum, dem HPV-Status und der Prognose untersuchten. Sie schlagen vor, dass
der positive HPV-Status moéglicherweise mit erhohter Anzahl an T-Helfer-Zellen vom Typl
und einer erniedrigten Anzahl an T-Helfer-Zellen vom Typ2 und damit mit einer besseren Prog-
nose assoziiert ist, wahrend der Tabakkonsum das Gegenteil bewirkt. Die immunhistochemi-
sche Férbungsanalyse zeigte dabei bei pl6-positiven Oropharynxkarzinomen erhohte Far-

bungsintensitat von Zytokinen, wie das Interferon-y [119].

Nachdem die Tumore auf die Immunzellzahl und den Faktor H getrennt untersucht wurden,
wurde analysiert, ob diese Komponenten des Immunsystems im Zusammenhang stehen. Die
Immunzellzahl der Cores von Oropharynxkarzinomen korrelierte negativ mit dem H-Score des

Faktor H (Spearman, p = 0,002). Das Komplementsystem ist nicht nur Bestandteil des angebo-
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renen Immunsystems. Es beeinflusst auch das adaptive Immunsystem. Es ist bekannt, dass Fak-
tor H den alternativen Weg des Komplementsystems hemmt. Erstaunlicherweise konnte bei
dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen dem H-Score des C5a in Tumorzellen und der
Immunzellzahl festgestellt werden.

Smolag et al. konnten anhand von Brusttumorzellen in-vitro zeigen, dass Faktor H das Uberle-
ben von CD14+ Makrophagen beeinflusst und deren Differenzierung zu immunsuppressiven
Makrophagen im Gewebe fordert. Zudem exprimierten die Faktor H-induzierten Makrophagen
héhere Konzentrationen von PD-L1, das zur reduzierten T-Zellaktivierung fuhrte [120].
Daugan et al. zeigten in ihrer Studie mit Tumorzellen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms
(ccRCC) und des Adenokarzinoms der Lunge, dass die Farbungsanalyse des intrazelluldren
Faktor H von der des membrangebundenen Faktor H getrennt durchgeftihrt werden sollte. Nur
der Faktor H im Zytoplasma der Tumorzelle war mit einem verringerten Survival assoziiert.
Dennoch konnte er keine Assoziation zwischen der membrangebundenen oder intrazelluldren

Faktor H-Konzentration und dem Immuninfiltrat beobachten [106].

Der H-Score des Faktor H in Tumorzellen korrelierte daneben negativ mit dem H-Score des
C5a in den Tumorzellen (p = 0,0016, Spearman). Der Faktor H ist ein wichtiger léslicher Kom-
plementinhibitor. Aus diesem Grund ist es sehr naheliegend, dass sich die Konzentrationen der
Proteine gegenldufig verhalten. Obwohl das Komplementprotein C5a bei Tumorpatienten, an-
ders als bei Gesunden, weitere Funktionen einnimmt, scheint seine Regulation durch den Faktor
H noch gegeben zu sein.

Ajona et al. hemmten bei humanen NSCLC-Zellen die Aktivitat des Faktor H mithilfe eines
neutralisierenden Antikorpers und konnten eine erhéhte C5a-Freisetzung nachweisen [70].

Es wird sogar von einer Interaktion zwischen PTX3, C1qg und Faktor H berichtet, die in einer
verringerten Angiogenese, Makrophageninfiltration und verringerten C5a-Produktion resultiert
[41].
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5.3 Immunzellzahl und FH-H-Score variiert abhangig vom Tabakkon-
sum

Multiple Studien berichten Gber Verédnderungen der Tumormikroumgebung durch den Tabak-
konsum. Wilde et al. sind der Meinung, dass die Einteilung der Oropharynxkarzinome nur auf
Basis des HPV-Status im Hinblick auf das Outcome zum Scheitern verurteilt ist. Die Gruppe
schlagt vor, intrinsische Tumormerkmale wie die p16-Expression oder den ,,Tumor multinucle-
ation index (MuNI)*“ mit Merkmalen der Tumormikroumgebung wie die Anzahl an Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten zu kombinieren. Zudem zeigte seine Studie, dass der Tabakkon-
sum mit einer Reduktion von CD8+ Tumor-infiltrierenden Lymphozyten von in etwa 40 % bei
pl6-positiven Oropharynxkarzinomen assoziiert ist. Er fligt hinzu, dass HPV-positive Nicht-
raucher das beste Outcome bei dem Oropharynxkarzinom haben [121].

Mandal et al. untersuchten Immunzellen von Kopf-Hals-Tumoren anhand einer Analyse von
Daten des ,,The Cancer Genome Atlas* (TCGA) und zeigten, dass das Rauchen mit einer ge-
ringeren Immuninfiltration einherging, das mit einem schlechteren Survival assoziiert war
[122].

Madglicherweise verhalt sich das HPV-negative Oropharynxkarzinom &hnlich wie das Lungen-
karzinom, da sie den Risikofaktor Tabkakkonsum gemeinsam haben. Es gibt zahlreiche Stu-
dien, die auf eine erhéhte Konzentration des Faktor H bei Lungentumoren hinweisen. Ajona et
al. gelang die Hemmung des Komplementinhibitors Faktor H in Tumorzellen des nicht-klein-
zelligen Lungenkarzinoms und die Gruppe beobachtete eine erhdhte Freisetzung von C5a und
ein geringeres Tumorwachstum bei Faktor H-defizienten Mdusen, dass sie die Hypothese auf-
stellten, dass Tumorzellen moglicherweise durch Faktor H vor dem Komplement geschiitzt sind
[70]. Pio et al. untersuchten das Sputum von Patienten, bei denen ein Lungentumor diagnosti-
ziert wurde, und stellten fest, dass der Faktor H erhéht vorliegt und schlug ihn als mdglichen
Biomarker vor [123].

Auch in unserem Versuch wiesen Raucher eine im Vergleich zu Nichtrauchern erniedrigte Im-
munzellzahl im Tumor und einen erhéhten FH-H-Score von Tumorzellen auf. Dennoch ist das
Ergebnis mit Vorsicht zu betrachten, da der HPV-Status und der Tabakkonsum in unserem

Kollektiv negativ miteinander korrelierten.
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5.4 Bei N >0 Tumoren verandern sich die Konzentrationen von Kom-
ponenten des Immunsystems abhangig vom HPV-Status

Unterschiede in der Aktivitat der Komponenten des Immunsystems legten nahe, dass eine ge-
trennte Untersuchung der HPV-positiven und-negativen Tumore nétig ist. Die bisherigen Stu-
dien weisen auf eine im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren erhéhte Immunaktivitét in HPV-
positiven Tumoren hin. Auch ist bekannt, dass HPV-positive Tumore bei der Erstdiagnose hau-
fig Lymphknotenmetastasen aufweisen, die Patienten dennoch ein besseres Uberleben haben.
Wir konnten zeigen, dass sich die Konzentration der Komponenten des Immunsystems bei
Oropharynxtumoren mit Lymphknotenmetastasen verandert. Abhéngig vom HPV-Status waren

andere Komponenten des Immunsystems betroffen.

Die Tumore ohne HPV-Assoziation hatten in unserem Projekt im NO-Stadium eine im Ver-
gleich zu den Tumoren, die bereits Lymphknotenmetastasen aufwiesen, einen geringeren H-
Score des Komplementfaktors C5a. Ajona et al. fassen in ihrem Review die Schritte der Meta-
stasierung zusammen. Die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und der Verlust der Zel-
ladhdsion gehoren zu den frihen Schritten der Metastasierung. Durch Inhibition des C5aR1
wirde die Beeintrachtigung der Migration, die Hochregulation der Expression von E-Cadherin,
die Suppression der EMT und der Invasivitat gelingen. AuBerdem soll C5a an der Degradation
der Proteine der extrazelluldaren Matrix Uber Matrix-Metalloproteinasen beteiligt sein. Das Ana-
phylatoxin C5a kommt erhdht im Plasma von Patienten vor, die an Lungenkrebs erkrankt sind,
und ist mit erh6htem Metastasierungsrisiko assoziiert [57].

Cai et al. untersuchten die Funktion des C5a im Nasopharynxkarzinom. Der Nasopharynx be-
findet sich topografisch in unmittelbarer Nahe des Oropharynx, dennoch weist er Unterschiede
auf histologischer Ebene zum Oropharynx auf. Deshalb sollte die Funktion des Cb5a im
Nasopharynx nicht zweifelsfrei auf den Oropharynx (bertragen werden. Die in-vitro Untersu-
chungen mit Tumorzellen des Nasopharynxkarzinoms zeigten eine erhdhte Proliferation bei
Stimulation mit C5a. Ferner war die STAT3-Acetylierung bei Stimulation mit C5a verstérkt .
Die Signaltransduktoren und -aktivatoren (STAT) sind Transkriptionsfaktoren, die sich tber
den JAK-STAT-Signalweg an der Proliferation, Differenzierung, Apoptose von Zellen und an
der Regulation der unspezifischen und spezifischen Immunabwehr beteiligen. Die Hyperakti-
vierung des STAT3-Proteins steht im Zusammenhang mit einer Vielzahl von malignen Tumo-
ren und ist mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert. Die Hyperaktivierung des
STAT3-Proteins soll dabei nicht nur die Tumorzellen, sondern auch Immunzellen der Tumor-

mikroumgebung betreffen. Beispielsweise soll sich infolge der Hyperaktivierung von STAT3-
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Proteinen ein immunsuppressives Milieu durch Aktivierung von Tumor-assoziierten Fibroblas-
ten (CAFs), Inhibition von CD8+ T-Zellen und durch verbessertes Survival von myeloischen
Suppressorzellen (MDSCs) bilden. Uber die CAFs soll die Extrazellularmatrix modifiziert wer-
den, dass die Angiogenese und Metastasierung unterstitzt wird [125]. Die Inhibition des C5aR1
erhodhte auch die Infiltration von CD8+ T-Zellen in prametastatische Nischen, so dass die Me-
tastasierung beeintrachtigt wurde [57]. Wie bereits erwahnt, konnten Imamura et al. bei Tumor-
schnitten von Patienten mit Brustkrebs, vor allem aber bei triple-negativen Tumoren, beobach-
ten, dass eine erhdhte Konzentration an C5a-Rezeptoren mit dem Vorhandensein von Lymph-
knotenmetastasen assoziiert war [58]. Vor diesem Hintergrund wurden Tumorzellen in Lymph-
knotenmetastasen auf C5a-Rezeptoren untersucht. Dabei waren mehr als die Hélfte (55 %) der
untersuchten Lymphknotenmetastasen positiv bezlglich des Vorhandenseins der C5a-Rezep-
toren. Erstaunlicherweise waren C5aR-positive Lymphknotenmetastasen vorhanden, bei denen
der Primartumor C5aR-negativ war, so dass spekuliert werden konnte, dass moglicherweise

diese Konversion die Lymphknotenmetastasierung erleichtert [58].

Im Kontrast zu HPV-negativen Tumoren, war bei HPV-positiven Tumoren eine Assoziation
der erniedrigten Immunzellzahl und des erhohten FH-H-Scores mit dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen erkenntlich (p = 0,012, Mann-Whitney-U-Test).

Trotz anderen Tumortyps, ist auch die Studie von Piersma et al. zu nennen. Sie beschéftigten
sich mit dem HPV-induzierten Zervixkarzinom und konnten feststellen, dass Tumore mit einer
starken CD8+T-Zellinfiltration, und einem groRen CD8+/CD4+ T-Zell-Quotienten mit dem
Fehlen einer Lymphknotenmetastase assoziiert waren [126, 127]. Bei Patienten ohne Nachweis
von zirkulierenden HPV-spezifischen T-Zellen, hatte die Starke der T-Zellinfiltration keinen
Einfluss auf die Lymphknotenmetastasierung [127].

Demgegeniber steht die Studie von Ward et al., bei dem keine Assoziation zwischen dem TIL-
Level und der N-Klassifizierung bei HPV-positiven Oropharynxtumoren festgestellt wurde. In-
teressanterweise konnten sie feststellen, dass bei HPV-positiven Tumoren im Gegensatz zu
HPV-negativen Tumoren, die Zahl der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten mit dem besseren
Survival assoziiert war [14]. Durch Differenzierung der Immunzellen nach ihrem Phanotyp
wird eine genauere Analyse des Zusammenhangs gelingen. Denn wéhrend CD8+ T-Zellen in
der Studie von Piersma et al. bei Tumoren ohne Lymphknotenmetastasierung erhoht war, konn-
ten keine Unterschiede bei NK-Zellen beispielsweise beobachtet werden.

Auch der H-Score des Faktor H von Tumorzellen war mit dem positiven N-Stadium assoziiert

(p = 0,007, Mann-Whitney-U-Test). Moglicherweise ist das erhdhte Vorkommen von Faktor H
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bei fortgeschritteneren Tumoren auf einen Evasionsmechanismus des HPV oder der Tumorzel-
len zurtickzufihren. In der Studie von Wilczek et al. war die Expression des Faktor H in Fern-
metastasen in der Leber hoéher als im Primé&rtumor, dem Kolorektalkarzinom [69], woraus sie
schlielen konnten, dass méglicherweise Faktor H an Tumorinvasionsmechanismen beteiligt ist.
Auch Riihila et al. konnten anhand von csCC-Zellkulturen und mittels TMAs zeigen, dass die
Expression des Faktor H, dessen Produktion mithilfe von Interferon-y hochreguliert werden
konnte, mit steigender Progression in-vivo zunahm und der Faktor H wahrscheinlich die
Proliferation und Migration der Tumorzellen fordert [66]. Bussu et al. untersuchten Seren von
Patienten mit einem Kopf-Hals-Karzinom und beobachteten einen im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe erhéhten IFN-y-Spiegel. AulRerdem konnten sie allerdings feststellen, dass der
geringe IFN-y-Spiegel mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen assoziiert war
[128]. Trifft die Regulation der Expression des Faktor H (ber das IFN-y in unserem Kollektiv
zu, wirde dieses Ergebnis nur partiell unseren Beobachtungen entsprechen. In unserem Ver-
such war der FH-H-Score bei HPV-positiven Patienten verringert. HPV-assoziierte Tumore
sind durch eine erhohte Bereitschaft zur Lymphknotenmetastasierung gekennzeichnet. Den-
noch machten wir bei selektiver Untersuchung von HPV-positiven Tumoren die Beobachtung,
dass der erhdhte FH-H-Score mit Lymphknotenmetastasierung assoziiert war.

Chu et al. analysierten Speichelproben von Patienten, bei denen das orale Plattenepithelkarzi-
nom diagnostiziert wurde, mittels Massenspektrometrie und ELISA und stellten fest, dass Fak-
tor H im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht war (p < 0,001). Dabei war
die Faktor H-Konzentration bereits im friihen Stadium erhéht. Daneben war die Faktor H-Kon-
zentration bei Patienten, die mindestens eine Lymphknotenmetastase aufwiesen, im Vergleich
zu Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung signifikant erhéht (p < 0,01). Interessanter-
weise konnte keine Korrelation zwischen der Faktor H-Konzentration und dem Alkoholkonsum,
dem Zigarettenkonsum, der Zelldifferenzierung und dem Alter festgestellt werden [129].
Bushey et al. ist es gelungen, den Faktor H in Exosomen von verschiedenen Tumorzelllinien,
unter anderem vom Lungentumor, nachzuweisen und fanden heraus, dass die Konzentration
von Exosomen, die auch Faktor H beinhalteten, mit einem erh6hten Metastasierungspotential
korrelierte. Durch Blockade der Funktion des FH mittels humanen anti-FH Antikoérpers GT103
war die Lyse von Exosomen aus dem Plasma von Patienten mit metastasiertem Lungentumor
erhoht. Folglich schlussfolgerten sie, dass der Faktor H die Exosomen vor der Komplementver-
mittelten Zytotoxizitat (CDC) und Phagozytose schitzte [130].

Im Kontrast dazu steht die Studie von Smolag et al., die Brusttumorschnitte immunhistoche-
misch anfarbte und keine Korrelation zwischen der Féarbungsintensitat von FH und dem N-

Stadium beobachten konnte [120].
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5.5 Cba und das Survival

Der erhohte H-Score des C5a von Tumorzellen war mit einem schlechteren Survival assoziiert
(Log-Rank-Test, p ~0,0171).

Wie von vielen Autoren bereits beschrieben, ist die Funktion des C5a januskopfig. Heute geht
man vielmehr davon aus, dass das Anaphylatoxin C5a protumoral wirkt und somit sowohl das
Tumorwachstum als auch die Metastasierung fordert [131]. Eine erhthte Konzentration von
Cbha oder C5aR1 konnte man beispielsweise bei Lungentumoren, Magentumoren, Ovarialtu-
moren, Brusttumoren und Urothelialtumoren erkennen [57]. Die Aktivierung des C5aR1, der
in der Membran von Lymphozyten, Makrophagen, myeloischen Zellen, hamatopoietischen
Stammzellen, Mesenchymzellen, Epithelzellen und Tumorzellen auffindbar ist, bewirkt eine
antiapoptotische Antwort [131]. Markiewski et al. konnten mithilfe von Méausen, in denen Tu-
morzellen implantiert wurden, den protumoralen Effekt des C5aR bestétigen und zeigen, dass
C5a chemotaktisch auf MDSCs wirkt und, dass tber die Produktion von immunsuppressiven
reaktiven Oxygenspezies (ROS) und reaktiven Stickstoffspezies (RNS) der MDSCs die
CD8+TIL-Funktion supprimiert wird [132]. Bei der Analyse von Transkriptomen von Kopf-
Hals-Karzinomen, die von der TCGA bereitgestellt wurden, konnten Gadwa et al. beobachten,
dass eine erhohte Expression von C5aR1 eine Tendenz zur Assoziation mit reduziertem Overall
Survival zeigte [133]. Yang et al. untersuchten die Beziehung zwischen der Expression von
C5a und dem klinischen Outcome anhand von Tissue Mikroarrays von Patienten, bei denen ein
metastasiertes Nierenzellkarzinom diagnostiziert wurde. Diese Gruppe zeigte mithilfe einer Ka-
plan-Meier-Analyse die negative Korrelation zwischen der Expression von C5a und dem Ge-
samtiberleben und dem Progressionsfreien Uberleben und fiihrte multivariate Analysen durch,
wodurch sie die Expression von Cba als moglichen prognostischen Faktor sowohl fir das Ge-
samiiberleben als auch fiir das Progressionsfreie Uberleben aufzeigen konnten. Als méglichen
Grund erwéhnte sie die Forderung der EMT und der Expression PD-1/PD-L1 durch das C5a
[96]. Cai et al. konnten in seiner in-vitro Studie darstellen, dass C5a das Tumorwachstum bei
nasopharyngealen Tumorzellen fordert [134]. Tumorzellen erlangen die Resistenz gegeniiber
der Komplement-vermittelten Lyse [35] Uber verschiedene Komplementinhibitoren, weshalb
viele Autoren die antitumorale Rolle des Komplementsystems nur als limitiert sehen.

Im Kontrast dazu, konnten Gadwa et al. mithilfe von HNSCC-Mausmodellen ein erhohtes Tu-
morwachstum bei Inhibition der Komplementrezeptoren C3aR und C5aR feststellen. Auch
konnten sie damit verbunden, eine Konversion von CD4+ T-Zellen in CD4+Foxp3+Tregs nach-

weisen [133]. Das widerspricht den Beobachtungen der bisher bekannten Literatur. Auch Kim
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et al. zeigten anhand eines murinen Mamma-CA-Modells, dass C5a-exprimierende Tumore zu-
néchst ein verringertes Tumorwachstum aufwiesen und schlussfolgerten daraus, dass moglich-
erweise das Cb5a zur antitumoralen Immunitét beitrug. Dennoch machten sie die Beobachtung,
dass nach einer bestimmten Dauer des Versuchs der Tumor, anders als erwartet, groRer wurde

und das C5a die Tumorprogression forderte [135].

5.6 Limitationen durch die Versuchsdurchfiihrung

Zuallererst ist zu erwéhnen, dass eine Limitation durch die ,,single-institution cohort* gegeben
ist.

Bezliglich der Patientendaten ist hinzuzufligen, dass die Detektion des p16 zur Diagnose des
HPV von manchen Autoren, wie im vorausgegangenen Kapitel beschrieben, als unzureichend
angesehen wird.

Bei der Selektion des Kollektivs wurde kein Fokus daraufgelegt, ob ein Plattenepithelkarzinom
vorliegt. Moglicherweise sind beispielsweise Weichteilkarzinome mit einbegriffen. Dieses wei-
tere Exklusionskriterium ware von Vorteil gewesen. Nichtsdestotrotz sind in Anlehnung an den
statistischen Mittelwert der aktuellen Literatur 90 % aller Oropharynxtumore Plattenepithelkar-
zinome.

Die Analyse der Tumoreigenschaften mithilfe von TMAs bringt Vorteile, aber auch Nachteile
mit sich. Einerseits ist die gleichzeitige Farbung vieler verschiedener Tumore mdglich,
wodurch Farbungsunterschiede, die auf das Farbungsverfahren zuriickzufiihren sind, minimiert
werden kdnnen. Andererseits sind TMA-Cores nicht repréasentativ fiir den kompletten Tumor.
Um der Représentativitat etwas ndher zu kommen, wurde jeweils der Mittelwert von zwei Cores
des gleichen Schnittes gebildet.

Die groRte Limitation bei der Auswertung der Arbeit ist aus meiner Sicht das Fehlen von ge-
sundem Gewebe, wodurch der Vergleich zum gesunden Gewebe nicht mdglich war. Die Ent-
nahme von Gewebeproben dient meist dem Ausschluss beziehungsweise der Bestatigung der
Verdachtsdiagnose und ist aus diesem Grund nicht ,,gesund®. Deswegen ist es strittig, welches
Gewebe als gesundes Gewebe verwendet werden kann. Manche Autoren verwendeten das bak-
teriell oder durch ein Virus infiziertes Gewebe als Vergleichsgewebe. Mdglicherweise hétte
man das peritumorale Epithelgewebe analysieren kénnen und es dem Tumorgewebe gegen-

Uberstellen kénnen.
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6 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Studie die potenzielle Bedeutung des Immunin-
filtrats und des Komplementsystems fiir die Prognose und somit fiir das Patientenmanagement
zeigt. Die TMA-Farbung von Oropharynxkarzinomen mit dem Komplementfaktor C5a besta-
tigte, dass das Uberleben maglicherweise von der C5a-Farbungsintensitit von Tumorzellen ab-
hangig ist. Dabei war eine starkere Farbungsintensitat mit einem geringeren Uberleben verbun-
den. Teilte man das Kollektiv weiter nach dem HPV-Status ein, konnte beobachtet werden, dass
die Uberlebenskurven in Abhangigkeit der C5a-Féarbungsintensitit bei HPV-negativen Patien-
ten weiter auseinandergingen, wahrend die Diskrepanz bei HPV-positiven Patienten stark ab-
nahm.

Das verringerte Uberleben bei HPV-negativen Oropharynxtumoren mit starker Farbung der
Tumorzellen gegen Cba liel sich dadurch erklaren, dass eine starke C5a-Farbungsintenstitét
mit dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen assoziiert war. Bei HPV-negativen Tu-
moren wirkte das Komplementsystem folglich mdglicherweise protumoral.

Die Analyse der HPV-positiven Oropharynxtumore gestaltete sich komplexer. Ein direkter Zu-
sammenhang des Uberlebens mit dem Komplementfaktor C5a konnte nicht festgestellt werden.
Allerdings korrelierte die Farbungsintensitat des C5a mit der des FH. Darliber hinaus zeigte
sich eine Korrelation der Féarbungsintensitat des FH mit der Anzahl der im Core vohandenen
Immunzellen. Und je starker die Tumorzellen mit FH geféarbt waren, desto eher wiesen die
Oropharynxtumore Lymphknotenmetastasen auf. Somit liel? sich der Verdacht aufstellen, dass
HPV-positive Oropharynxtumore weniger vom C5a in Tumorzellen abhéngig sind. Vielmehr
werden diese Tumore moglicherweise von Immunzellen und dem Komplementinhibitor FH
beeinflusst. Eventuell konnte man hier schlussfolgern, dass das Komplementsystem antitumo-
ral wirkt.

Ob das Komplementsystem eine protumorale oder antitumorale Funktion ausubt, beantwortet

Okroj folgendermafien:

,,Die Tumorzellen [scheinen] das Komplementsystem in Abhangigkeit vom TME aktiv zu re-
gulieren [...].« (Ubersetzt durch den Autor) [51].

Er unterscheidet zwischen soliden und liquiden Tumoren. ,,Maligeblich fir das Wachstum so-
lider Tumore ist die Angiogenese, Migration und die Degradation der Extrazellularmatrix. [Im

Kontrast dazu], haben liquide Tumore ihren Ursprung im Knochenmark, in peripheren Blutge-
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faken oder Lymphknoten, bei denen reichhaltig Komplementfaktoren und Nahrstoffe vorhan-
den sind* (Ubersetzt durch den Autor) [51], so dass andere Faktoren zur Tumorprogression be-
notigt werden.

HPV-negative Tumore, die bei unserem Kollektiv mehr mit dem Tabakkonsum assoziiert wa-
ren, kdnnte man als soliden Tumor kategorisieren. Moglicherweise zeigen HPV-positive Tu-
more mehr den Charakter von liquiden Tumoren. Somit bestimmt moglicherweise die Ursache,
die zur Tumorentstehung bei Oropharynxkarzinomen beigetragen hat, die Eigenschaften der

Tumormikroumgebung und den Charakter des Tumors.
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