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Abstrakt

1. Abstrakt

Der Rezeptor PD-1 und sein Ligand PD-L1 ermdglichen verschiedenen Tumoren das
Entkommen vor einem immunologischen Angriff durch Inhibition der T-Zellaktivierung
I.S. einer antitumoralen Aktivitat. Die Zusammensetzung des tumorbegleitenden
Entzundungsinfiltrats beeinflusst dariiber hinaus die Prognose und Uberlebenszeit
verschiedener Tumorentitaten. Die Pravalenz PD-L1-positiver Tumoren - als
Voraussetzung fur einen Therapierfolg mit Checkpointinhibitoren - wurde fir
verschiedene Neoplasien untersucht. Die Literatur ist im Hinblick auf
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches und insbesondere auch in Bezug
auf das inflammatorische Mikromilieu des Tumors bislang jedoch eher durftig.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Préavalenz von PD-L1 bei
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region sowie dessen Auswirkungen auf
klinisch-pathologische Parameter untersucht. Es zeigte sich, dass die Mehrheit der
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches PD-L1 exprimiert. Ferner konnte
eine signifikante Verkirzung sowohl der rezidivfreien als auch Gesamtiberlebenszeit
in Abhéangigkeit vom PD-L1-Expressionsstatus nhachgewiesen werden. Zudem zeigte
sich in dieser Arbeit, dass eine zunehmende PD-L1-Expression auf Tumoren assoziiert
ist mit einem steigenden prozentualen Anteil an CD3-, CD8- und CD68-positiven
Zellen.

Da es sich bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches um Tumoren mit
insgesamt schlechter Prognose und begrenzten Therapieoptionen handelt, kdnnte der
breitere Einsatz von Checkpointinhibitoren vor dem Hintergrund einer mehrheitlichen
PD-L1-Expression bei Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals eine neue Ara
beziiglich des Gesamt- und rezidivfreien Uberlebens bedeuten. Weitere Studien sind
jedoch erforderlich, um den prognostischen Wert sowie weitere mogliche
Einflussfaktoren auf den PD-1:PD-L1-Signalweg zu verifizieren und ableitbare

Nebenwirkungen einer solchen Therapie abschétzen zu konnen.
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2. Einflhrung

2.1. Grundlagen der Tumorpathologie

2.1.1. Tumorwachstum

Der Begriff Tumor (syn. Geschwulst, Neoplasma, Neubildung) meint im engeren Sinn
ein Uberschiel3endes Wachstum korpereigener, transformierter Zellen, die sich der
Kontrolle externer Wachstumsstimuli entzogen haben und sich somit autonom
vermehren. Urséachlich dafiir sind Genlasionen, die zu einer Dysbalance zwischen
Zellzuwachs und Zellverlust fihren. Ein  Tumor besteht aus Tumorzellen
(i.e. Tumorparenchym) und dem gefal3reichen Tumorstroma, das der Ernahrung und
somit auch den Stoffwechselprozessen und der Proliferation der Tumorzellen dient.

2.1.2. Kennzeichen maligner Tumoren

Maligne Tumoren sind in der Regel gekennzeichnet durch eine schnelle, infiltrative
Proliferation, verbunden mit einem hohen Mitoseindex und Metastasierungspotential.
Klinisch werden Patienten mit solchen Neoplasien relativ schnell symptomatisch und
die Tendenz zur Entwicklung eines Rezidivs ist deutlich ausgepréagter als bei benignen

Tumoren.

2.1.3. Invasion und Metastasierung

Die Tumorinvasion ist die Fahigkeit des Tumorparenchyms Zell- bzw. Gewebegrenzen
zu Uberschreiten und somit infiltrativ - d.h. in das gesunde Gewebe hinein - zu
wachsen.

Metastasierung beschreibt die Bildung von Absiedelungen des Primartumors
(i.,e. Metastasen/ Tochtergeschwilste/ Filiae) in andere Lokalisationen eines
Organismus. Der Einbruch des Tumors in das Lymph- und Blutgefal3system erleichtert
diesen Prozess dabei erheblich.

Begrindbar sind Invasion und Metastasierung durch die Auflosung von
Interzellularkontakten, enzymatischer Degradation und Umbau extrazellularer

Gewebematrix sowie durch die aktive Lokomotion von Tumorzellen .
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Viele Tumoren zeigen hinsichtlich der Metastasierung eine Organpraferenz, wobei sie
zumeist auf lymphogenem Weg streuen. Den Lymphbahnen fehlt im Gegensatz zum
Blutgefal3system eine Basalmembran, sodass die transformierten Zellen leicht Gber
Lymphkapillaren in das Lymphsystem eindringen und dann in einem oder mehreren
Lymphknoten  proliferieren  kdnnen, was letztlich zur Ausbildung einer
Lymphknotenmetastase fuhrt [2, 3].

Tumoren des Kopf- und Halsbereiches metastasieren vorrangig auf lymphogenem
Weg. Sehr haufig bilden sich Metastasen in den submentalen, digastrischen und
jugularen Lymphknoten. Uber den Ductus thoracicus haben die Tumorzellen
Anschluss an das Blutgefa3system, wo sie in aller Regel jedoch nicht so einfach
Uberleben, da sie durch die Immunzellen des Blutes angegriffen und eliminiert werden
konnen.

Die hamatogene Metastasierung basiert auf der Interaktion von Tumorzellen mit dem
GefalRsystem; d.h. die Lokalisation einer Metastase steht in engem Zusammenhang
mit dem Sitz des Primarius. Im Falle der selteneren hdmatogenen Metastasierung

epithelialer Kopf-Hals-Tumoren erfolgt diese am wahrscheinlichsten in die Lunge [4].

2.1.4. Auswirkungen, Symptome und Konsequenzen von Tumorbildung

Lokale Auswirkungen eines malignen Tumors ergeben sich zum einen durch die
Expansion des Neoplasmas mit Verdrangung und Komprimierung des gesunden
Gewebes, zum anderen durch Tumornekrosen.

Die Komprimierung umliegender Strukturen kann im Kopf-Hals-Bereich neben der
Funktionsstorung des betroffenen Organs auch eine lokale Odementwicklung,
Organinfarzierung bis hin zu Dysphagien bedingen, die dariber hinaus mit einem
hohen Leidensdruck fur den Patienten - bedingt durch Schmerzen oder
Komorbiditaten - verbunden sind. Durch Tumornekrosen kann es zur Entwicklung von
Ulzerationen oder Fisteln kommen. Wird ein Gefal3 durch die Tumornekrose arrodiert,
kann es zu Blutungen kommen, die mitunter lebensgefahrlich sind.

Die wichtigsten systemischen Auswirkungen solcher malignen Erkrankungen sind
Tumorkachexie und Tumorandmie. Die Tumoranamie und katabole Stoffwechsellage
bedingen eine systemische Leistungsinsuffizienz, die in ihrer Endkonsequenz auch

eine therapeutische Hurde darstellt, da bei einem zu schlechten Allgemeinzustand des

-3-
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Patienten geeignete therapeutische MalRnahmen ggf. nicht durchgefihrt werden

kdénnen.

2.2. Plattenepithelkarzinome

2.2.1. Makroskopische und mikroskopische Kennzeichen

Plattenepithelkarzinome (PECA) sind maligne epitheliale Tumoren, die ihren Ursprung
im Plattenepithel von Haut und Schleimh&auten haben. Makroskopisch handelt es sich
dabei um Tumoren, die im fortgeschrittenen Stadium exophytisch-polypds (selten
endophytisch) oder als Ulkus imponieren kdénnen [4]. Mikroskopisch wird generell
zwischen verhornenden und nicht-verhornenden PECA unterschieden.

Das nicht-verhornende ist im Vergleich zum verhornenden PECA weniger differenziert,
d.h. die Tumorzellen sind weniger stark ausgereift und haben weniger Ahnlichkeit zum
Ursprungsgewebe. Die zunehmende Entdifferenzierung macht eine Aneuploidie, die
ein unabhéangiges Malignitatskriterium darstellt, zudem wahrscheinlicher. Ferner
bewirkt die Entdifferenzierung bzw. Anaplasie den Funktionsverlust eines Gewebes.
Sowohl das verhornende als auch das nicht-verhornende PECA zeigen histologisch
jedoch die Gemeinsamkeiten grol3er, polygonaler oder spindelférmiger Zellen, die

reichlich Kernatypien und atypische Mitosefiguren aufweisen [1].

2.2.2. Epidemiologie fur PECA des Kopf-Hals-Bereiches

PECA von Zunge, Mundboden und Oropharynx bedingen weltweit ca. 5-6% aller
malignen Tumoren [5]. Etwa 95% aller malignen Tumoren der Mundhdhle sind
PECA [6] mit meist guter bis maRiger Differenzierung, wobei Manner etwa 2 bis 3 mal
haufiger erkranken als Frauen [1]. Der Altersgipfel liegt - wie fir maligne Tumoren
typisch - im héheren Lebensalter; im Mittel zwischen der 6. und 7. Lebensdekade [4].
Die atiologischen Faktoren des Tabak- und Alkoholkonsums sind fir die Entstehung
von PECA im Kopf-Hals-Bereich seit langem bekannt, ebenso wie die potenzierende
Wirkung bei gleichzeitigem Konsum beider Substanzen [4, 7]. Bei Rauchern ist das
Risiko an einem Karzinom der Mundhdhle zu erkranken 2 bis 4-fach héher gegentber
der nicht-rauchenden Bevdlkerung. Bei gleichzeitigem Genuss von Alkohol und Nikotin

steigt das Risiko sogar auf das 6- bis 15-fache [4].



Einfihrung

Kausal hierfur ist, dass kanzerogene Inhaltsstoffe von Zigaretten und Alkohol
grof3flachig mit den Epithelien des Aerodigestivtraktes in Kontakt kommen und auf
diese Weise eine ausgedehnte Schadigung der Schleimhaut (sogenannte field
cancerisation) ausldosen konnen [4, 7]. Die Wahrscheinlichkeit fir Zweittumoren ist
deshalb erh6ht und betragt etwa 3-7% pro Jahr [8]. Die Metastasierung erfolgt bei
PECA des Kopf-Hals-Bereiches vornehmlich auf lymphogenem Weg [2]. Die generelle
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Fernmetastasen dieser Tumoren liegt bei ca.
15 % [9]. Durch sehr fortgeschrittene bzw. hohe Tumorstadien, Komorbiditaten oder
einer vorliegenden Immunsuppression ist die Bildung von Filiae auch fruher
wahrscheinlich. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit PECA im Bereich
von Kopf und Hals liegt bei etwa 40-50% [10, 11]. PECA des Hypo- und Nasopharynx
werden oft erst relativ spéat diagnostiziert, wenn eine Metastasierung bereits
stattgefunden hat und entsprechend weit fortgeschritten ist. Bei ca. 50% der Patienten
sind bei diesen Lokalisationen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
Lymphknotenmetastasen vorhanden [4, 10]; die Aussicht auf eine kurative Therapie

nach bisherigen Therapieoptionen minimiert sich.

2.2.3. Atiologie, Risikofaktoren und Pathomechanismus zur Entstehung
von PECA

PECA der Mundhdhle und des Pharynx entstehen nicht selten auf der Grundlage einer
Leuko- bzw. Erythroleukoplakie [4, 5]. Diese fakultativ prdkanzerdosen L&sionen
entstehen insbesondere durch chronische Entziindungen und Reizungen der
Schleimhaute o0.g. Lokalisationen, was am haufigsten durch regelmafigen Alkohol-
und Tabakkonsum bedingt ist [12, 13].

Entzindungen entstehen, weil das Immunsystem entartete Zellen oder kdrperfremde
Antigene erkennt und zu eliminieren versucht. Zu diesem Zweck setzen Immunzellen
Mastzellen, Zytokine und andere Botenstoffe frei; was dartuber hinaus auch der
Chemotaxis dient. Die Migration von Immunzellen an den Ort des entzindlichen
Geschehens zieht die Bildung von freien Radikalen nach sich und bedingt somit
oxidativen Stress fur das betroffene Gewebe. Die Bildung von Sauerstoffradikalen fihrt
zu Schéaden an der DNA [14, 15]. Bei akuten Entziindungen sind die geschéadigten
Zellen meistens in der Lage diese DNA-Schéden zu beheben. Besteht das

inflammatorische Geschehen jedoch langerfristig, kann die Expression von
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Onkogenen und Tumorsuppressorgenen so verandert werden, dass eine Neoplasie
wahrscheinlich wird [15]. Generell lasst sich sagen, dass das Risiko zur Entwicklung
eines Karzinoms umso grol3er ist, je langer die Inflammation besteht [14].
Phanotypische Veranderungen, wie die Leukoplakie als fakultative Prékanzerose,
reprasentieren préaneoplastische Mutationen mit Dysregulation von Zellzyklus-
Kontrollpunkten und Resistenz gegenuber apoptotischen Signalen [14].

Leukoplakien stellen abnorme Verhornungsprozesse des Schleimhautepithels dar,
weshalb die Lasionen makroskopisch bzw. phanotypisch weil3 bis rétlich
(Erythroleukoplakie) imponieren. Werden die fur die Reizung ursachlichen Noxen
gemieden, kann sich eine solche Prakanzerose vollstandig zurickbilden. Wird eine
chronische Reizung hingegen aufrechterhalten, wird die Entwicklung eines Karzinoms
wahrscheinlicher. Studien haben gezeigt, dass sich bei bis zu 20% der préakanzerdsen
Lasionen in Folge ein Karzinom entwickelt [5, 6].

Alkohol- und Tabakkonsum sind neben der Infektion mit dem humanen Papillomavirus
(HPV) die wichtigsten atiologischen Faktoren fur die Genese eines PECA im Kopf-
Hals-Bereich [5, 12, 16]. Der synergistische Effekt von Alkohol und Tabak lasst sich
vermutlich darauf zurtckfihren, dass Ethanol, neben seiner selbst kanzerogenen
Wirkung durch Umwandlung in Acetaldehyd [17], die Gewebepermeabilitat erhéht,
wodurch die Noxen des Tabaks tiefer in das Gewebe eindringen kénnen [17, 18] und
hier zur Transformation von Zellen durch Akkumulation genetischer Veranderungen
beitragen [7, 19]. Die transformierte Zelle, die beim PECA von der Basalzellschicht
ausgeht, proliferiert und ersetzt so sukzessiv die gesunden Epithelzellen [20].

Der genaue Pathomechanismus des oralen und oropharyngealen PECA ist bis heute
nicht abschlieRend geklart. Der Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53 durch
kanzerogene Inhaltsstoffe des Tabakrauchs [7, 19], wie auch durch HPV -
insbesondere der Typen 16 und 18 - scheint dabei aber eine wichtige Rolle zu spielen.
Dem Einfluss einer Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53 bei HPV-Infektion auf
die Expression der viralen Onkoproteine E6 und E7 scheint hierbei eine besondere
Bedeutung zuzukommen, wobei p53 normalerweise wachstumshemmende
Eigenschaften besitzt, indem es regulierend in den Zellzyklus eingreift, damit die
Apoptose von Zellen oder die Reparatur von DNA eingeleitet werden kann [7, 10, 21].
Wird dieses funktionelle Charakteristikum inaktiviert, kbnnen sich die Tumorzellen

ungehindert teilen — es kommt zur Tumorprogression. Beide Virustypen aktivieren
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dariiber hinaus zellulare Kinasen, welche ebenfalls fur die Zellteilung und somit das
GroRRenwachstum des Tumors verantwortlich sind [12]. Schatzungsweise basieren
etwa 10% aller Mundhohlenkarzinome auf einer HPV-Infektion [22], welche nach
neuesten Erkenntnissen jedoch mit einer besseren Prognose im Vergleich zu HPV-
negativen vergesellschaftet sind, u.a. auch deshalb, weil sie besser auf Radio-
und/oder Chemotherapie anzusprechen scheinen [10, 21] (s.a. 2.4.3.: ,Strategien der
Tumorevasion und Besonderheiten HPV-positiver PECA*). Entsprechende innovative
Diagnostik, wie spezielle immunhistochemische Farbungen, ist hier Gegenstand

aktueller Forschung und Entwicklung.

2.3. Bedeutung der pathologischen Diagnostik beziglich der

Tumorklassifikation

2.3.1. Tumorklassifikation

Zur Klassifikation eines Tumors gehdren Aussagen zu Tumortyp, Lokalisation sowie
Dignitat und damit die Zuordnung zu einem Ausgangsgewebe ebenso wie die
Erfassung des Differenzierungs- und Ausbreitungsgrads der Neoplasie.
Voraussetzung fir jeden gewissenhaften und evidenten Therapieansatz stellt die
Zuverlassigkeit der Diagnosesicherung, insbesondere durch die histologische
Verifizierung dar, da hiervon entscheidend Kriterien beziglich Prognose sowie Art und
Ausmal’ einer Therapie abhangig sind [1].
Eines der bekanntesten Systeme zur Beurteilung maligner Tumorerkrankungen ist die
TNM-Klassifikation. Die drei Buchstaben stehen dabei fir die drei Hauptkategorien:

T: Tumorausdehnung

N: Lymphknotenbefall (lat. nodus)

M: Metastasierung
Fir jede dieser Kategorien wird nochmals eine Subklassifizierung vorgenommen, die
in Abhangigkeit von der ICD-10-Nummer konkretere Aussagen zur jeweiligen
TumorgroRe, der Anzahl befallener Lymphknoten sowie einer etwaigen
Fernmetastasierung erlaubt. Zudem wird bei der TNM-Klassifikation differenziert, ob
es sich um klinische (gekennzeichnet mit einem ,c“) oder pathologisch-verifizierte

Angaben (gekennzeichnet mit einem ,p“) handelt. Das TNM-Klassifizierungssystem
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wird in regelmanRigen Abstanden aktualisiert. Die Subkategorien fir die Lokalisationen
Mund, Zungenboden, Oropharynx und Hypopharynx wurden fur diese Arbeit gemaf
der TNM-Klassifikation aus dem Jahr 2017 festgelegt.

2.3.2. Tumor-Grading

Die Tumorgraduierung (engl.: Grading) ist die Beurteilung des Malignitatsgrades einer
Neoplasie, die anhand von histologischen und zytologischen Charakteristika der
Tumorzellen beurteilt wird. Zu den Kriterien gehdren Zellpolymorphie mit etwaigen
Kennzeichen einer Kernatypie - wie Anisonukleose, Kernhyperchromasie,
NukleolenvergroRerung oder Mitosezeichen - sowie der potentielle Verlust der
Polaritat von Zellen oder ihrer Entdifferenzierung [1]. Das Grading erganzt die TNM-
Klassifikation, da Uber den Differenzierungsgrad maligner Gewebe ebenfalls
prognostische Aussagen getroffen werden kénnen.

Eine regulare Einteilung des Differenzierungsgrades ist die Typisierung nach UICC
(frz.: Union Internationale Contre le Cancer). Diese unterteilt Tumorgewebe in die drei
Maturationsgrade G1-G3, wobei zwischen sehr gut differenziertem Gewebe, mit
starker Ahnlichkeit zum Ausgangsgewebe (i.e. G1), bis hin zu schlecht differenziertem
Gewebe (i.e. G3), welches sich durch immunhistochemische Farbungen einem
Ursprungsgewebe zuordnen lasst, unterschieden wird. Die Entdifferenzierung nimmt
also von G1 bis G3 zu, bis das Tumorgewebe schlie3lich anaplastisch und somit in

hohem Mal3e aggressiv und maligne ist.

2.3.3. Diagnosesicherung bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs

Oftmals erfolgt in Bezug auf Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches eine Diagnosestellung
erst nach subjektiver Beschwerde-Feststellung, wobei der Tumor dann schon meist
ein fortgeschrittenes Stadium hat [7, 23]. Zu den Beschwerden, die im Rahmen des
Karzinoms von Zunge und Mundboden haufig von Patienten angegeben werden,
gehdren u.a. Dysphagie und Schmerzen (oft mit brennendem Charakter),
Einschrankungen der Zungenbeweglichkeit, foetor ex ore oder Fremdkdrpergefuhl [7].
Die Diagnose wird zumeist - neben den klinischen Angaben - anhand einer Biopsie
des Tumorgewebes und - wenn vorhanden - anhand einer Lymphknotenbiopsie sowie
bildgebender Verfahren (CT, MRT und Sonographie) gemals AWMF-Leitlinie gestellt.

-8-



Einfihrung

Bei Malignomen des Oropharynx (Tonsille, Zungengrund) kommt es nicht selten zu
Beeintrachtigungen der Sprache, Otalgie, Schwellungen im Bereich des Halses oder
(meist einseitigen) Schluckbeschwerden [7]. Die Diagnosestellung erfolgt in Analogie
zu PECA des Mundbodens und der Zunge.

Beim Hypopharynxkarzinom treten klinische Symptome - wie bei allen anderen PECA
des Kopf-Hals-Bereiches - ebenfalls erst spat auf. Neben den 0.g. Symptomen kann
es zu Heiserkeit bei Befall der Aryknorpel kommen. Diagnostisch wird erganzend zu
den o0.g. Untersuchungen die Spiegeluntersuchung durchgefuhrt, die ggf. um eine
endoskopische Untersuchung ergénzt werden muss.

Aufgrund einer zeitlich schnelleren Lymphknotenmetastasierung im Vergleich zu
anderen Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs, wird das Hypopharynxkarzinom meist

etwas friher diagnostiziert. [3].

2.4. Tumorimmunologie

2.4.1. Abwehrmechanismen gegen transformierte Zellen

Die Tumorimmunologie ist eine Disziplin, die sich damit beschaftigt, welchen Einfluss
das Immunsystem des Menschen auf die Genese, den Progress und die Elimination
von Tumoren hat.

Die Zellen des menschlichen Organismus unterliegen taglich zahlreichen schadlichen
Einflussen. Im menschlichen Korper gibt es jedoch Kontrollinstanzen, die verhindern,
dass jeder schadliche Einfluss auch eine Mutation innerhalb des Genoms bedingt.
Diese Kontrollinstanzen finden sich als Bestandteil des Zellzyklus, dessen primare
Funktion darin besteht, einen koordinierten Ablauf der Zellteilung und -proliferation zu
gewabhrleisten, um letztlich die uniforme Bildung und Erneuerung funktionsfahiger
Gewebe sicherzustellen.

Innerhalb des Zellzyklus wird Uber die Restriktionspunkte gepruft, ob Schaden der
DNA vorliegen und ob diese reparabel sind oder der programmierte Zelltod i.S. einer
Apoptose eingeleitet werden muss. Genetisch veranderte Zellen werden somit daran
gehindert, sich durch Zellteilung zu vermehren.

Akkumulieren schadliche Einflisse oder liegen z.B. im Rahmen anderer Erkrankungen

bereits Schadigungen des Genoms vor, kann es trotz Zellzyklus-Kontrollen zu
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Mutationen kommen. Diese fuhren dann oftmals zu Veranderungen von
Tumorsuppressorgenen oder Protoonkogenen, die normalerweise regulierend in die
Proliferation von Zellen eingreifen; mit dem Ergebnis, dass sich die transformierte Zelle
ungehindert teilt.

Im Blut und in den lymphatischen Organen des Menschen findet sich eine sekundéare
Kontrolleinrichtung — die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems. Die adaptive
Immunantwort basiert auf einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen
stimulatorischen und inhibitorischen Signalen [24]. Tumorzellen sind auf ihrer
Oberflache - wie jede andere Zelle auch - mit Antigenen ausgestattet [25], die es dem
Immunsystem ermdglichen, zwischen koérperfremd und -eigen zu unterscheiden.
Antigen-prasentierende Zellen (APZ), z.B. Makrophagen, kénnen Uuber ganz
unterschiedliche Rezeptoren Antigene auf der Oberflache von Tumorzellen, die als
Liganden dienen, erkennen, phagozytieren und intrazellular fragmentieren [14].
Einzelne Fragmente der phagozytierten Tumorzellen werden dann mit Hilfe von MHC-
Molekilen und Antigen B7-Kostimulation den T-Lymphozyten im Blut durch Bindung
an den T-Zell-Rezeptor (TZR) und CD28-Kostimulation prasentiert. Sobald die
Antigenerkennung erfolgt, verstarkt das CD28-Signal das TZR-Signal zur Aktivierung
von T-Zellen [26]. Der so aktivierte T-Lymphozyt proliferiert daraufhin und differenziert
sich in T-Helferzellen (CD4-positiv) oder zytotoxische T-Zellen (CD8-positiv) mit
Effektorfunktion. Bei einem erneuten Kontakt mit demselben Antigen kommt es im
Falle einer CD4-Aktivierung zur Interleukinproduktion mit nachfolgender Aktivierung
von Plasmazellen bzw. Antikdrper-Klassensprung, wobei statt IgM vermehrt IgG bzw.
IgE sezerniert wird; oder im Falle einer CD8-Aktivierung zur Zytolyse. Letztere dient
der Erkennung und Elimination von entarteten oder infizierten Kérperzellen.

Die T-Zellaktivierung stellt demnach einen wichtigen Schnittpunkt der Immunkontrolle
dar, deren endgultiges Ausmafll und Qualitdt durch das sensible Gleichgewicht
co-stimulatorischer und -inhibitorischer Signale reguliert wird [26]. Erst die Co-
Stimulation Uber das CD28-Signal bedingt - wie bereits erlautert - die T-Zell-Expansion
und -Differenzierung naiver T-Zellen zu T-Effektorzellen [16]. Ist das co-stimulatorische
Signal nicht stark genug, verbleibt die T-Zelle in einem anergetischen Zustand mit
Induktion der T-Zelltoleranz [24]. Nach der initialen T-Zellaktivierung werden auch
co-inhibitorische Molekile aktiv, die derselben entgegenwirken [24] und so das

Ausmali der Immunaktivierung begrenzen. Die Balance zwischen aktivierenden und
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inhibitorischen Signalwegen ist letztlich entscheidend zur Aufrechterhaltung der
Selbsttoleranz und Gewebeprotektion, wenn das Immunsystem auf schéadliche
Veranderungen reagiert [26] und im Rahmen dessen selbst zytotoxische Stoffe
produziert und freisetzt. Mal3geblich fur das Gleichgewicht o.g. Signalwege sind
Mitglieder der B7-Familie [24] sowie das cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4
(CTLA-4), einem wichtigem Immunkontrollpunktrezeptor, welcher durch Bindung von
B7-Molekilen auf APZ generiert wird [24, 27]. In den letzten Jahren wurden funf neue
Mitglieder der B7-Familie identifiziert, welche die Proliferation und Reifung von T-
Zellen (das sogenannte priming) kontrollieren. Zu diesen gehoren: B7-H1
(syn. PD-L1: programmed death receptor-ligand 1), B7-DC (syn. PD-L2: programmed
death receptor ligand 2), B7-H2, B7-H3 und B7-H4 [24]. Alle diese B7-Mitglieder
besitzen immunsuppressive Eigenschaften und interferieren méglicherweise negativ
mit der co-stimulatorischen Immunantwort des Wirts, was im Kontext eines malignen
Prozesses zur Progression fuhren kann [24].

CTLA-4 gehort zu den am besten erforschten Immunkontrollpunktrezeptoren ebenso
wie PD-1. [26]. Der CTLA-4 Rezeptor nutzt - wie auch CD28 - Liganden der B7-Familie
auf der Oberflache von T-Zellen und fuhrt zu einer Begrenzung der T-Zellaktivierung,
indem er der Aktivitdt und somit einer T-Zell-Co-Stimulation von CD28 entgegenwirkt
[28], vgl. Abbildung 1 [29]. Die Folge ist eine Begrenzung der Immunantwort, durch
Expansionslimitierung eines ruhenden Pools an CD4+-T-Zellen und Erhéhung der
Diversitat des TZR-Repertoires [30].
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T-Zell- T-Zell- T-Zelle
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-Differenzierung, -Uberleben T-Zell-Proliferation,

-Differenzierung, -Uberleben

Abbildung 1: Wiederherstellung der T-Zellaktivierung durch CTLA-4-Blockade.

Nach Erkennung des MHC-Peptid-Komplexes durch den TZR wird das 2.Signal fur die T-Zellaktivierung durch
Bindung an CD80 oder 86 auf T-Zellen prasentiert. Diese Interaktion fiihrt zur Oberflachenexpression von CTLA-4,
welches eine hdhere Affinitat zu CD80/ 86 hat und das Aktivierungssignal unterbricht. AuRerdem fiihrt dieses Signal
durch CTLA-4 zu verminderten T-Zellfunktionen und inhibiert eine exzessive Ausbreitung aktivierter T-Zellen.
Monoklonale anti-CTLA-4-Antikérper binden an CTLA-4 und blockieren die Interaktion mit CD28, welches erneut
frei ist, um mit CD80/ 86 zu interagieren, die T-Zellaktivierung zu verlangern und T-Zell-vermittelte Immunitat gegen
Tumoren zu verstarken [29].

PD-1 ist ein immuninhibitorischer Rezeptor, der physiologisch von aktivierten T- und
B-Zellen sowie myeloischen Zellen und Makrophagen exprimiert wird [26, 31]. Im
Vergleich zu CTLA-4 reguliert PD-1 pradominant die Effektor-T-Zell-Aktivitat [26]. PD-1
interagiert dabei mit den Liganden PD-L1 und PD-L2, die nicht nur von APZ exprimiert
werden, sondern auch von Zellen nicht-lymphoider Gewebe, wie z.B. Herz, Lunge,
Plazenta oder Skelettmuskulatur [32], [28].

2.4.2. PD-1und seine Liganden - Aufbau und Funktion

Maf3gebend fur die Signalwege co-inhibitorischer Rezeptoren ist die Modifizierung von
Antigen-Rezeptorsignalen [33]. PD-1 ist durch seine negativ regulatorische Funktion
und Interaktion mit seinen Liganden, PD-L1 und PD-L2, wichtig fur die Induktion und
Aufrechterhaltung der T-Zell-Toleranz [32, 33]. Das Ausmald dieser inhibitorischen
Wirkung hangt von der Starke des T-Zell-Rezeptorsignals ab. Der hemmende Effekt
ist dabei offenbar deutlich ausgepragter, wenn die T-Zellrezeptorstimulation nicht zu
intensiv ist [33].

Der PD-1.PD-L1-Signalweg kann eine Signalkaskade zwischen APZ und T-
Lymphozyten limitieren, indem die Expression von Transkriptionsfaktoren, die mit
Effektorzellfunktionen assoziiert sind - z.B. GATA-3 - vermindert bzw. aufgehoben
werden [33]. Eine supprimierte Effektorzellfunktion resultiert letztlich in einer
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reduzierten Produktion von Zytokinen, wie Interleukin-2 (IL-2), Interferon-gamma (INF-
gamma) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha) sowie Oberflachenproteinen wie
Bcl-xL [33].

Dem Immunsystem gelingt es schlie3lich Gber Immunkontrollinstanzen wie dieser
einerseits UberschieRenden Entziindungsreaktionen vorzubeugen und andererseits
eine gezielte und limitierte Elimination schadlicher Einflisse zu gewahrleisten [26].
Diese Annahme wird u.a. dadurch gestitzt, dass bei Versuchen an Mausen ein Defizit
von PD-1 zu einem Zusammenbruch der peripheren Toleranz und Beglnstigung
verschiedener Autoimmunerkrankungen fihrte [32]. In diesem Zusammenhang spielt

der strukturelle Aufbau von PD-1 und PD-L1 eine zentrale Rolle.

2.4.2.1. Struktureller Aufbau von PD-1

PD-1 findet sich beim Menschen auf dem Chromosom 2 und ist durch das Pcdc-Gen
kodiert [32]. Es handelt sich um ein Protein, das der CD28-Familie zugehorig ist. Der
Rezeptor findet sich bei verschiedenen Immunzellen, nicht jedoch bei ruhenden T-
Zellen und kann induziert exprimiert werden [33]. Es handelt sich um ein
Typ I-Transmembranprotein, das 288 Aminosauren umfasst und den Rezeptoren der
Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet wird [33]. Dieses Oberflachenprotein setzt
sich zusammen aus einer extrazellularen Immunglobulin-ahnlichen variablen Doméne,
einem 20 Aminosauren umfassenden Stiel, einer Transmembran- und intrazellularen
Domaéane mit einem Immunrezeptortyrosin basierenden Switch-Motiv [32, 33].
Verantwortlich fur die Herunterregulation des Antigen-Rezeptorsignals, und somit das
Ausbleiben einer T-Zellaktivierung, sind zwei intrazellulare, phosphorylierte Tyrosine,
die durch Bindung an Phosphatasen eine direkte Dephosphorylierung von
Zwischenprodukten des PD-1-abhangigen Signalwegs bewirken [33]. Es gibt zwei
Phosphatasen, die an bestimmte Motive von PD-1 binden kdnnen; das sind SHP-1
und SHP-2. Es wird vermutet, dass SHP-2 als eine Art Briicke fur den Signaltransfer
zwischen PD-1 und dem TZR agiert und PD-1 seine inhibitorischen Effekte
wahrscheinlich nur durch direkte Interaktion mit SHP-2 vermitteln kann [33]. Dazu ist
es wichtig, dass die PD-1-Bindung an einen PD-Liganden, auf der Oberflache von
APZ, in enger topographischer Beziehung zum Antigen-Rezeptor erfolgt [33]. Diese
Hypothese wird ferner dadurch untermauert, dass die Vernetzung von PD-1 und dem
TZR die Menge an SHP-2 erhéht [33, 34].
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Abbildung 2: Bindung von PD-1 dampft das TZR-Signal, kann jedoch durch CD28-Costimulation
Uberwunden werden.

Die PD-1-Bindung auf der Zelloberflache fuhrt zu einer Phosphorylierung von zytoplasmatischen PD-1-Tyrosinen
und verstarkt die Verbindung zwischen SHP-2 und ITMS von PD-1. Die Rekrutierung von SHP-2 dephosphoryliert
die Signalkaskade tber PI3K und vermindert nachfolgende Effekte durch Akt. PD-1 vermindert dadurch letztlich die
Induktion von Zytokinen, wie INF-gamma und tberlebenswichtigen Proteinen fiir die Zellen, wie z.B. Bcl-xL. Wenn
das Signal durch CD28 zur selben Zeit wie PD-1 und die TZR-Bindung dargeboten wird, kénnen inhibitorische
Effekte Uberwunden und die Zytokinproduktion sowie das Zelliberleben gesteigert werden [33].

PD-1 und CTLA-4 &hneln sich im Hinblick auf ihre strukturellen Eigenschaften [32].
Beide verfugen uber eine eigene, variable Immunglobulin-Doméane mit einer jeweiligen
Ubereinstimmung von 23% [32] und konnen von den co-stimulatorischen Rezeptoren
B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) gebunden werden. Die Bindung von CD80 und CD86
stimuliert und unterstitzt T-Zellantworten, wohingegen Interaktionen zwischen B7-
Molekilen und CTLA-4 T-Zellantworten inhibiert werden [34].

Wie sich herausstellte, besteht eine strukturelle Verwandtschaft von PD-L1 und den
B7-Molekilen [32].
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Abbildung 3: Die wachsende Zahl von B7-Molekilen beeinflusst das TZR-Signal.

Die wachsende Zahl an B7-Molekilen beeinflusst das TZR-Signal. CD28 und CTLA-4 haben MYPPPY-Motive,
welche essenziell sind, um B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) zu binden. B7-1 und B7-2 bieten wichtige
costimulatorische Signale UGber eine Interaktion mit dem konstitutiv exprimierten CD28 und negative Signale tber
CTLA-4 (CD152), welches durch die T-Zellaktivierung induziert wird. ICOS (H4) zeigt keinerlei Bindungsvermdgen
zu B7 und scheint costimulatorische Effekte auf kirzlich aktivierte T-Zellen und Effektor-T-Zellen, die an ihren
Liganden ICOS-L (B7h, B7-H2) binden, zu vermitteln. B7-H3 wird konstitutiv auf INF-gamma-behandelten
dendritischen Zellen exprimiert und bindet an einen nicht identifizierten Rezeptor auf aktivierten, aber nicht
ruhenden T-Zellen. B7-H3 costimuliert die Proliferation von CD4+- und CD8+-T-Zellen. PD-L1 (B7-H1) reguliert
negativ die Proliferation und Zytokinproduktion auf T- und B-Zellen, welche PD-1 auf Aktivierung exprimieren. Ein
zweiter Rezeptor, welcher costimulatorische Signale von PD-L1 vermittelt, wurde postuliert, jedoch bislang noch
nicht identifiziert. Dieser interagiert woméglich bevorzugt mit PD-L2 (B7-DC). Uber B7x (B7-H4) wurde berichtet,
dass Interaktion mit BTLA stattfindet, welches von aktivierten T- und B-Zellen exprimiert wird. Dies fiihrt zu einer
Inhibierung der Lymphozytenaktivierung fiihrt. Im Gegensatz zu den hier gezeigten APZ zeigen die meisten
Tumoren einen Mangel an costimulatorischen B7-Molekillen und exprimieren in hohem MaRe PD-L1, entweder
konstitutiv oder getriggert durch INF-gamma. Diese Expressionsmuster verschieben die costimulatorische Balance
zwischen TZR und Inhibition tumorspezifischer T-Zellen wahrend der Interaktion mit den Tumorzellen [25].

2.4.2.2. Struktureller Aufbau und Vorkommen von PD-L1

PD-L1 ist ein 290 Aminosauren umfassendes Transmembranprotein, welches der B7-
Familie zugerechnet wird und das beim Menschen durch das Cd274-Gen auf dem
Chromosom 9 kodiert wird [32, 33]. B7-H1, wie PD-L1 auch genannt wird, besteht aus
einer variablen (IgV) und einer konstanten (IgC) Doméane im extrazellularen Bereich
und ist dem PD-L1 von Mausen damit strukturell sehr &hnlich [24, 35]. Eine
hydrophobe Transmembrandoméne folgt einer kurzen intrazellularen Region [32].
Strukturelle Ahnlichkeiten bestehen mit 21% Ubereinstimmung zu B7-1, mit 20% zu
B7-2 und mit 23% zum induzierbaren Co-Stimulator (ICOS) [32].

PD-L1, B7-1 und B7-2 werden von APZ co-exprimiert [32]. Daneben wird PD-L1 auch
von Interferon-produzierenden Monozyten, dendritischen Zellen und nicht
lymphatischen Geweben - wie z.B. Herz und Lunge - gebildet, wodurch es zu einer
Begrenzung der Immunantwort im Rahmen einer Entzindungsreaktion und

Vermeidung von Autoimmunitat kommt [32].
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In den letzten Jahren konnte ferner die Expression von PD-L1 auf verschiedenen
soliden Tumoren nachgewiesen werden. Zu diesen Tumoren gehdren beispielsweise
maligne Melanome, Kolonkarzinome, nicht-kleinzellige Lungenkarzinome sowie PECA
von Kopf und Hals [27, 31, 36-38]. Es wird angenommen, dass PD-L1 diesen Tumoren

eine Art Flucht vor der Kontrolle des Immunsystems erlaubt [28, 39].

2.4.2.3. Cluster of differentiation: Unterstitzer im Rahmen von
Immunantworten

Cluster of Differentiation (CD) sind immunphanotypische Zell-Oberflachenmerkmale.
Es handelt sich zumeist um membrangebundene Glykoproteine mit unterschiedlichen
Funktionen, nach denen sie biochemisch und funktionell unterteilt werden kénnen. CD-
Molekilen kommt eine entscheidende Rolle bei der intra- und interzellularen
Signalvermittlung insbesondere im Rahmen von Entzindungsprozessen sowie bei
einer Reihe von enzymatischen Reaktionen zu.

CD3 ist ein Proteinkomplex auf der Oberflache von Thymozyten sowie von ruhenden
und aktivierten T-Lymphozyten, der im Rahmen der Signaltransduktion bei der
Aktivierung von T-Zellen eine zentrale Rolle einnimmt, weshalb CD3 auch T-Zell-
Rezeptor genannt wird [40]. CD3 erscheint zuerst im Zytoplasma von Thymozyten und
wird im weiteren Verlauf des Lebens in die Zellmembran von medullaren Thymozyten
und T-Zellen integriert, wo es MHC-Molekiile, die Antigenfragmente prasentieren,
bindet [40]. Durch diese Ligation kommt es zur Aktivierung der T-Zellen. Von zentraler
Bedeutung ist CD3 beispielsweise bei der Diagnosestellung der akuten lymphatischen
Leukamie oder zur Differenzierung von nicht-T-Zell-lymphomatoiden Malignitaten
versus T-Zellen-Neoplasmen im Rahmen der Immunhistochemie [41, 42]. Wie eine
Metaanalyse von De Ruiter at al zeigte, scheinen PECA der Kopf-Hals-Region, die
einen hohen Anteil an CD3-positiven Lymphozyten vorweisen, mit einem besseren
klinischen Outcome assoziiert zu sein [43].

CD4 ist ein Co-Rezeptor, der unter Anwesenheit von CD3 an der Erkennung von
Antigenfragmenten Uber MHC-II-Molekuile beteiligt ist, indem es an die MHC-II-
Molekule bindet [44, 45]. Erst durch die Antigenerkennung werden letztlich weitere
Signalkaskaden zur Aktivierung von Immunzellen in Gang gesetzt. CD4 wird von

Thymozyten, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Langerhanszellen und T-
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Helferzellen exprimiert [44, 45]. Die Rolle von CD4-positiven T-Helferzellen ist bis
heute nicht abschlie3end geklart, da es sehr viele Subtypen CD4-positiver Zellen mit
ganz unterschiedlichen Funktionen gibt [43]. Eine dieser Funktionen ist z.B. die
Stimulierung CD8-positiver zytotoxischer Zellen zur Erzeugung einer antitumoralen
Immunantwort. Andererseits existieren regulatorische CD4-positive T-Zellen, die eine
effektive Immunabwehr gegen einen Tumor verhindern [43]. Fur PECA des Kopf-Hals-
Bereiches scheint CD4 auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten jedoch ein guter
prognostischer Marker fur den Therapieerfolg zu sein [43].

CD8 ist ein Co-Rezeptor, der von zytotoxischen T-Zellen sowie in geringem Mal3e von
naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) exprimiert wird [43]. Seine Funktion besteht in der
Bindung von MHC-I-Molekulen auf APZ [45, 46]. Durch Bindung dieser Molekile
erkennen CD8-positive Zellen fremde Antigene. Die zytotoxische T-Zelle wird bei
gleichzeitigem Vorliegen eines Co-Stimulators auf der APZ aktiviert und bewirkt im
Anschluss daran direkt die Elimination derselben [43, 45]. Von zentraler Bedeutung ist
dieser Prozess bei der Erkennung und Vernichtung von Tumorzellen oder
virusbefallenen Zellen [46], da Tumoren, die CD8-positive Lymphozyten im
Entztndungsinfiltrat bzw. der direkten Tumorumgebung enthielten, mit einer besseren
Prognose fur ganz verschiedene Tumoren assoziiert waren [43].

CD56 (syn. neural cell adhesion molecules, NCAM) ist ein Zelladhasionsmolekil an
der Membran von Neuronen [47, 48]. Hochst wahrscheinlich spielt CD56 eine wichtige
Rolle bei der Kommunikation und Interaktion von Nervenzellen und NK-Zellen [47, 49].
Eine Untergruppe aktivierter T-Lymphozyten exprimiert ebenfalls CD56 [49]. In einigen
Studien konnte gezeigt werden, dass NCAM-positive Tumoren - z.B. das Multiple
Myelom [48] oder das hepatozellulare Karzinom [50] - aggressiver zu sein scheinen
als NCAM-negative [49, 51]. Als Komponente einiger Entziindungsinfiltrate wird CD56
in der histologischen Diagnostik somit ebenfalls regelméfiig bestimmt.

CD68 ist ein stark glykosyliertes Glykoprotein auf der Oberflache von Monozyten,
Makrophagen und anderen Phagozyten. [52, 53]. Ublicherweise wird CD68 als ein
immunhistochemischer Marker zur Detektion von Makrophagen und Monozyten bei
der Analyse von Tumoren und entzindlichen Gewebeprozessen genutzt [53].
Tumoren beeinflussen das sie umgebende Mikromilieu und somit das
Entzindungsinfiltrat, welches sich bei langerem Fortbestehen eines Malignoms

verandern kann [53]. Initial proinflammatorische CD68-positive Makrophagen kdnnen
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dabei phanotypisch in einen antiinflammatorischen Status gebracht werden, und
werden dann auch als TAM (i.e. tumorassoziierte Makrophagen) bezeichnet, die die
Fahigkeit besitzen, die zytotoxische Aktivitdt von CD8-positiven Zellen in Tumoren zu
inhibieren [53]. Ferner scheint eine starkere Expression von CD68 von Zellen des
Tumorstromas fur gewdhnlich mit einem hoéheren Tumorstadium, schnellerer
Progression und Aggressivitat verbunden zu sein [53]. In einer Studie, welche die
Bedeutung von CD68 bei Gliomen untersuchte, konnte gezeigt werden, dass dieses
Molekul ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Suppression T-Zell-vermittelter Immunitat
zu spielen scheint. Dariiber hinaus scheint eine Assoziation zwischen CD68 mit
anderen Makrophagen-Oberflachenmarkern und Immunkontrollpunkten, darunter
auch PD-1, zu existieren [54]. In Kombination mit anderen immunhistochemischen
Markern stellt CD68 einen Pradiktor fiir das Uberleben von Patienten dar [53-57]; nicht
zuletzt gerade deshalb, weil Monozyten und Makrophagen die haufigsten
tumorinfiltrierenden Zellen sind und sich an der Generierung einer antitumoralen
Immunantwort beteiligen [11, 53, 56].

2.4.3. Strategien der Tumorevasion und Besonderheiten HPV-positiver
PECA

Die verschiedenen Arten von Immunzellen haben einen ganz unterschiedlichen
Einfluss auf die Tumorprogression und kdnnen mitunter mit dem Tumor harmonieren
[58]. Die Infiltration von Tumoren durch Zellen des Immunsystems ist auf3erst
heterogen und unterscheidet sich nicht nur im Hinblick auf die Lokalisation der
verschiedenen Tumoren, sondern auch in Bezug auf ihr jeweiliges Ausgangsgewebe
[58]. Immunzellen kdénnen sich im Zentrum eines Tumors, in dessen invasivem
Randbereich oder in assoziierten benachbarten Regionen, wie den Lymphknoten,
ansiedeln [58]. Die Dichte, Lokalisation und funktionelle Ausrichtung der Immunzellen
nehmen dabei Einfluss auf die Beschaffenheit des Immunsystems und somit auf die
Qualitat einer Immunantwort [58].

Eine starke Infiltration des Tumors durch Lymphozyten scheint mit einem besseren
klinischen Ergebnis assoziiert zu sein, wobei insbesondere eine starke Assoziation
zwischen hohen Dichten an CD3-positiven T-Zellen und zytotoxischen CD8-positiven
T-Zellen vorzuliegen scheint [58]. Nicht zuletzt hdngt die kdrpereigene Bekdmpfung

von entarteten Zellen durch das Immunsystems auch vom lokalen Anschluss an das
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Blut- und Lymphgefal3system ab [58]. VEGF (engl. vascular endothelial growth factor)
bewirkt als Hauptinduktor eine Neovaskularisation des Tumors und darlber hinaus
eine Ausreifungshemmung dendritischer Zellen, mit der Folge einer unterdrickten
Immunantwort [58]. Die Neovaskularisation steht auch im Zusammenhang mit einigen
Proteoglykanen auf der Oberflache von Tumorzellen. Durch Modifizierung bestimmter
Proteoglykane kann neoplastischen Zellen eine Art Maskierung vor der Kontrolle des
Immunsystems gelingen [59]. Wie in einer Studie bereits demonstriert werden konnte,
kénnen epitheliale Zellen der Mundhéhle und des Oropharynx die Transkription und
Translation praktisch aller bisher bekannten Oberflachen-Proteoglykane modifizieren.
Darunter SDC1, dessen Expression stark mit dem Differenzierungs- und somit dem
Malignitatsstatus von Tumoren korreliert [59]. Ein erhéhter Gehalt an SDC1 scheint ein
Indikator fur das Vorliegen von Fernmetastasen zu sein und das Vorkommen von
SDC2 - ein weiteres Proteoglykan - korreliert offenbar mit der Bildung von
Lymphknotenmetastasen und dem Gesamtuberleben [59].

Mehrere Studien postulieren, dass dem Mikromilieu eines Tumors eine aktive Rolle bei
der Progression von Neoplasien zukommt, wobei in diesem Kontext insbesondere
Myofibroblasten von besonderer Bedeutung zu sein scheinen, da diese mit einem
aggressiveren, neoplastischen Verhalten assoziiert sind [60]. Myofibroblasten wurden
auch im Stroma von PECA des Kopf-Hals-Bereiches detektiert [60]. Dies verwundert
in Anbetracht der Aggressivitat dieser Tumoren wenig. Myofibroblasten scheinen bei
dieser Art von Tumor signifikant mit der Rate an Lymphknotenmetastasen und letztlich
der finalen Verlaufsprognose in Assoziation zu stehen; vermutlich auch aufgrund einer
gesteigerten Sekretion von Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren [60].
Zytokine wie IL-2, IFN-gamma oder TNF-alpha sind von zentraler Bedeutung fur die
Bekadmpfung schadlicher Einflisse und Entartung von Zellen, da sie nicht nur zur
Chemotaxis und Leukozytendiapedese, sondern auch zur direkten Lyse von Zellen
oder Mikroben fihren kénnen. Interessanterweise fallt die IFN-gamma und IL-10-
Sekretion in Gegenwart von PD-L1 erheblich ab [31, 32], was moglicherweise den
inhibitorischen Effekt der PD-1:PD-L1-Signalskaskade durch eine Herunterregulation

der Immunantwort widerspiegelt [31].
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2.4.3.1. Tumorevasion uber den PD-1:PD-L1-Signalweg

Es ist inzwischen bekannt, dass Tumoren ihren Phanotyp durch Expression
verschiedener Molekile verédndern kdnnen [25, 26]. Dazu gehoéren beispielsweise
CTLA-4-Liganden und PD-L1 [25]. Es wurde beobachtet, dass die Transfektion von
PD-L1 in PD-L1-negative humane Melanomzellen zu einem verminderten Prozentsatz
an apoptotischen Zellen fuhrte und demnach mehr maligne Zellen Utberlebten [25].
Eine starke Expression von PD-L1 in humanen Tumoren fihrte daher zu der Annahme,
dass der PD-1:PD-L1-Signalweg die Flucht vor tumorspezifischen T-Zellen
ermdglichen kénnte. Der Mechanismus scheint dabei derselbe zu sein wie im Rahmen
des co-inhibitorischen Signals wahrend der T-Zellaktivierung. Vereinfacht
ausgedruckt, gibt der Tumor vor, Teil des Immunsystems zu sein, indem durch
Expression von tumoralem PD-L1 und Bindung an PD-1 auf T-Zellen eine Aktivierung
derselben und somit die Eliminierung neoplastischer Zellen ausbleibt [25]. Gesundes
Gewebe zeigt nur eine minimale Oberflachenexpression von PD-L1, wohingegen viele
Tumoren einen hohen PD-L1-Expressionsstatus aufweisen. Hierbei scheint die
Expression durch Wirkung von INF-gamma positiv beeinflusst zu werden [25] und
sogar ein Hauptinduktor fur die PD-L1-Expression zu sein [30]. Wie fur PECA von Kopf
und Hals als auch fur andere solide Tumoren gezeigt werden konnte, aktivieren v.a.
T-Helferzellen, die den Tumor infiltrieren, eine INF-gamma-vermittelte Signalkaskade

sowie die induzierte Expression von PD-L1 auf Zellen der Tumorumgebung [36].

2.4.3.2. Besonderheiten HPV-positiver PECA des Kopf-Hals Bereichs

Bei der Genese von PECA des Kopf-Hals-Bereiches kommt der Infektion mit humanen
Papillomaviren (HPV) eine besondere Rolle zu. HPV stellen eine Gruppe von DNA-
Viren dar, die der Familie der Papillomaviridae zugeordnet werden und von denen
mehr als 100 verschiedene Typen bekannt sind. Sie infizieren Epithelzellen von Haut
und Schleimhduten und koénnen in den infizierten Zellen zu tumorartigen
Veranderungen fuhren. Die Interaktion von PD-1 mit seinem Liganden PD-L1 scheint
bei diesen Tumoren an der Erzeugung einer immunprivilegierten Stelle der
Virusinfektion sowie einer adaptiven Immunresistenz beteiligt zu sein [61]; ihr
Expressionsstatus ist deutlich erhéht gegeniber virusfreien Lasionen [62]. Es wird

angenommen, dass HPV-Infektionen fur mehr als 80% der oropharyngealen

-20 -



Einfihrung

Neoplasien in den USA verantwortlich sind [61]. Hierbei unterscheiden sich HPV-
positive deutlich von HPV-negativen Tumoren. Drei wesentliche Charakteristika

kénnen in diesem Zusammenhang hervorgehoben werden:

1. Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren sind im Durchschnitt jinger als solche
mit HPV-negativen.

2. Bei den meisten HPV-positiven Patienten mit einem PECA des Kopfes und
Halses lasst sich kein 0UbermaRiger oder chronischer Alkohol- oder
Tabakkonsum in der Vergangenheit eruieren.

3. Patienten, mit HPV-positiven Tumoren zeigen fir gewohnlich ein besseres
klinisches Outcome [36, 61, 63].

Der PD-1:PD-L1-Signalweg scheint fur die Persistenz einer HPV-Infektion und deren
Resistenz gegentber immunologischen Einflissen von erheblicher Relevanz zu sein
[61]. Virusmanifestation und PD-L1-Expression finden sich in diesem Zusammenhang
bevorzugt in tieferen Gewebsschichten [61, 62]. Onkogene HPV exprimieren virale
Antigene, die zwar ihrerseits eine deutliche Immunreaktion ausldsen koénnen,
andererseits aber eine Umgehung der Immunreaktion des Korpers zu beginstigen
scheinen, was mdglicherweise wiederum mit der Tiefe der Virusinfiltration
bzw. -manifestation in Zusammenhang steht [61]. Es wird angenommen, dass eine
tiefere Virusinfiltration bessere Mdglichkeiten schafft, um die Effektorfunktionen von
virusspezifischen T-Zellen herunter zu regulieren [61]. Darliber hinaus scheint PD-L1
die Umwandlung von naiven T-Zellen sowie T-Helferzellen in regulatorische T-Zellen
zu beglnstigen, was eine Aktivitaitszunahme sowie einen anhaltenden,
supprimierenden Effekt zur Folge hat [62]. Regulatorische T-Zellen, zu deren
Funktionen die Unterdrickung von Effektor-T-Zellen und Hemmung der
immunvermittelten Zerstérung gehoren, lieBen sich vermehrt in Mikromilieus von
PECA des Kopf-Hals-Bereiches nachweisen [62]. In diesen Tumoren exprimierten
regulatorische T-Zellen, die sich in direkter Nahe zum Tumor befanden, PD-1 und
CTLA-4 in einem starkeren Ausmald gegentuber denselben Zellen im peripheren Blut
und scheinen dariber hinaus deutlich suppressiver zu wirken [35, 62].
Zusammengenommen reprasentiert die selektive Expression von PD-L1 in der Tiefe

von Lymphgeweben - wie z.B. Tonsillarkrypten - somit mdglicherweise eine
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immunprivilegierte Lokalisation, in welcher Effektorfunktionen virusspezifischer T-
Zellen herunterreguliert sind; was die Umgehung des Immunsystems zum Zeitpunkt
einer HPV-Infektion und folglich eine Virus-induzierte maligne Transformation
erleichtert [61].

PD-L1 wird nicht nur von Primarien exprimiert, sondern auch von Metastasen und
Rezidiven [62]. PD-1 wurde hingegen sowohl bei HPV-positiven als auch HPV-
negativen Patienten auf Effektor-T-Zellen detektiert (v.a. CD8-positive Lymphozyten);
wobei der PD-1-Expressionsstatus wiederum bei HPV-assoziierten Tumoren deutlich
ausgepragter war als bei HPV-negativen [61, 62]. Dartuber hinaus konnte bereits
nachgewiesen werden, dass hohere Expressionsraten von CD8-infiltrierenden
Lymphozyten signifikant assoziiert waren mit einem schlechteren Gesamtuberleben
und hoéheren Raten an Lokalrezidiven bei HPV-negativen Tumoren im Kopf-Hals-
Bereich, wohingegen es sich bei HPV-positiven Lasionen genau umgekehrt verhielt
[62]. Interessanterweise wird PD-L1 nicht uniform in HPV-assoziierten Kopf-
Halstumoren exprimiert. Es findet sich topographisch bei Tumorzellen und CD68-
tumorassoziierten Makrophagen. [61]- Daher wird angenommen, dass PD-L1- und
CD68-positive tumorassoziierte Makrophagen ggf. eine Art immunprotektive Barriere
um Tumorzellnester schaffen, die an der Grenze zwischen Tumorperipherie und
angrenzender Entziindungsreaktion des Stromas gefunden werden kénnen [61].
Zusammengefasst bieten Interaktionen zwischen PD-L1 und PD-1 verschiedenen
Tumoren - und insbesondere dem PECA von Kopf und Hals - einen wirksamen Schutz
vor Apoptose [38] und liefern diesem somit einen &uflerst wirksamen
Verteidigungsmechanismus zur Selbsterhaltung [30, 62]. Trotz der Infiltration des
Tumors durch Effektorzellen des Immunsystems ist das Tumorwachstum selten unter
Kontrolle [25]. Die Blockade dieses Signalweges kdnnte somit ein vielsprechendes Ziel

sein, um aggressive Oraltumoren kunftig erfolgreicher zu behandeln.

2.4.4. Therapeutische Manipulation des Immunsystems

Bei PECA des Kopf-Hals-Bereiches handelt es sich um Tumorerkrankungen, die
insbesondere im rezidivierten oder metastasierten Zustand eine aul3erst schlechte
Prognose aufweisen; nicht zuletzt aufgrund unzureichender bzw. fehlender
Behandlungsmdglichkeiten [25, 64]. Die bisherige Erstlinientherapie bei

metastasierten oder rezidivierten Tumoren dieser Art umfasst die Anwendung einer
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chemotherapeutischen Kombinationstherapie aus Cetuximab, Platin und 5-
Fluorouracil [36, 64]. Abgesehen davon, dass die Anwendung dieser
Medikamentenkombination in aller Regel keinen kurativen Therapieansatz darstellt,
weisen  insbesondere  Zytostatika ein  nicht zu  vernachlassigendes
Nebenwirkungsprofil und starke toxische Belastungen fur den erkrankten Kérper auf,
so dass hier effektivere und zugleich besser vertragliche Behandlungsstrategien
wiunschenswert sind [64]. Neuere Therapieansatze zielen deshalb darauf ab, das
Immunsystem so zu modulieren, dass es maligne Zellen selektiv erkennt und eliminiert
[25].

2.4.4.1. Pembrolizumab — ein Checkpoint-Inhibitor

Wie bereits geschildert, kbnnen PD-L1 exprimierende Tumoren die T-Zellaktivitat
herabsetzen und somit eine adaquate Immunantwort unterdricken [64].
Pembrolizumab ist ein hochaffiner, humanisierter 1gG4-monoklonaler Antikdrper
gegen PD-1, fur den in verschiedenen klinischen Studien die Wirksamkeit bei
Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren gezeigt werden konnte und der zur
Behandlung von nicht resezierbaren oder metastasierten Melanomen bereits
zugelassen ist [64, 65]. Als sogenannter Checkpoint-Inhibitor wirkt es durch eine
Unterbrechung der PD-1:PD-L1-Signalkaskade; das inhibitorische Signal zur
Suppression der T-Zellaktivitat bleibt hierdurch aus und fuhrt in der Folge dazu, dass
T-Lymphozyten, unter Austibung aller ihrer natirlichen Funktionen, wieder in die
antitumorale Immunabwehr involviert werden [30, 36]. Genauer gesagt, bewirkt
Pembrolizumab die Blockade des PD-1-Rezeptors, so dass die Bindungsstelle fiur PD-
L1 besetzt ist und keine Signaltransduktion hiertiber erfolgt [36, 62]. Durch eine
dadurch bedingte Wiederherstellung der T-Zellaktivierung kann das Tumorwachstum
inhibiert werden [36]. Die Effektivitat von Pembrolizumab bei Patienten mit PECA der
Kopf-Hals-Region konnte in ersten Studien bereits nachgewiesen werden [36, 65]. Bei
61% der behandelten Patienten liel3 sich eine Reduktion der Lasionsausgangsgrofie
nachweisen, was nicht ohne positiven Effekt auf das progressionsfreie bzw.
Gesamtiuberleben blieb [36, 65]. FiUr einige Patienten konnte sogar eine initiale
Auflésung von Primarius und Fernmetastasen nachgewiesen werden [64].

Von entscheidender Bedeutung fur das Ansprechen auf Pembrolizumab scheint das

PD-L1-Expressionsniveau auf Immunzellen zu sein, wohingegen offenbar keine
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Signifikanz zum PD-L1-Status auf Tumorzellen besteht [36]. Ferner scheint auch der
HPV-Status einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Wirksamkeit von
Pembrolizumab zu haben, da HPV-positive PECA eine starkere Tumorinflammation
sowie PD-L1-Expression aufwiesen [64] und ein hoheres Ansprechen auf
Pembrolizumab zeigten [36].

HPV-positive PECA stellen Neoplasien dar, die haufig einen relativ hohen Anteil an
tumorinfiltrierenden Lymphozyten aufweisen, was ein Erklarungsansatz fur den
potenten Effekt von Pembrolizumab bei diesen Malignomen sein kdnnte [64]. Bei einer
konsequenten Ansprechrate von 14% und somit Reduktion der Tumorausgangsgrofde
durch diesen Checkpointinhibitor unter den HPV-negativen Patienten, konnten selbige
ggf. dennoch von einer Behandlung mit diesem Immuntherapeutikum profitieren [36].
Es konnte nachgewiesen werden, dass Pembrolizumab nicht nur eine sehr gute
Wirksamkeit hinsichtlich der Behandlung von PECA im Bereich von Kopf und Hals
besitzt, sondern insgesamt auch sehr gut von den behandelten Patienten vertragen
wurde, die das Medikament in einer Dosierung von 10 mg/kg Kérpergewicht alle zwei
Wochen erhielten [36]. Insgesamt zeigten 63% der Studien-Teilnehmer
Nebenwirkungen irgendeiner Auspragung [64]; am haufigsten waren dabei Fatigue,
Pruritus, Nausea, Appetitlosigkeit, Hypothyreose und Exantheme [36, 64]. Nur wenige
Patienten zeigten schwerwiegendere Nebenwirkungen, wie Pneumonie, Diabetes
mellitus, Dekubitus oder Colitis [36]. Demnach handelte es sich in den meisten Fallen
um milde unerwiinschte Arzneimittelwirkungen [36]. Die Sicherheit des Medikaments
konnte nicht zuletzt dadurch bewiesen werden, dass behandlungsbedingt kein Patient
verstarb [36]. Verglichen mit konventionellen Therapien, die mitunter ein hdheres
Toxizitatspotential aufweisen und insbesondere auch in Bezug auf den PD-L1-Status
von Tumoren, konnte Pembrolizumab in Zukunft vielleicht die bessere
Behandlungsoption bei PECA von Kopf und Hals sein [64].

In diesem Zusammenhang stellt sich ferner die Frage, ob PD-1 oder PD-L1 kinftig als
pradiktive oder prognostische Marker flr die Behandlung mit Immuntherapeutika
eingesetzt werden kdnnten [65], um eine grol3ere Antitumor-Aktivitat vorhersagen und

nutzen zu kénnen [64].
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2.5. Fragestellung

Der PD-L1-Expressions-Status von Tumorgewebe stellt eine nicht unerhebliche Rolle
fur das Ansprechen auf bestimmte Immuntherapeutika, wie Pembrolizumab, dar. Eine
groRere Antitumoraktivitdt von Immuntherapeutika konnte fir Tumoren mit einer
héheren PD-L1-Expression gezeigt werden, was sich in diversen Studien sowohl durch
ein verbessertes progressionsfreies Uberleben als auch einem verbesserten
Gesamtuberleben zeigte.

Die diesbezlgliche Studienlage zu PECA des Kopf-Hals-Bereiches ist aktuell jedoch

noch dinn.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb:

1. Die Pravalenz PD-L1 positiver Kopf-Hals-Tumoren von Patienten mit PECA zu
analysieren und die dazugehorige Immunantwort von PD-1-positiven
Lymphozyten zu charakterisieren.

2. Den PD-L1-Status der untersuchten PECA in Assoziation zu den
Uberlebensdaten der Patienten zu setzen und die Auswirkungen auf klinische

Parameter zu eruieren.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Tabelle 1: Arbeitsgerate

Gerat Technische Daten Hersteller/Lieferant
Dampfgarer Braun 3216 Braun GmbH, Kronberg, D
Farbeautomat fiir die IHC | Dako Cytomation Autostainer | Dako D GmbH, Hamburg, D
plus
Gewebeentwasserungs- Sakura Tissue-Tek VIP 5 Sakura Finetek Germany GmbH,
automat Staufen, D
Kapseldrucker Leica IPC Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D
Kuhlplatte Medite TKF 22 Medite GmbH, Burgdorf, D
Laborwaage Sartorius LC 4200 Sartorius AG, Gottingen, D
Magnetriihrer Heidolph MR 3001 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D
Objekttragerstrecktisch Medite OTS 40 Medite GmbH, Burgdorf, D
Paraffineinbettsystem Medite TES 99 Medite GmbH, Burgdorf, D
pH-Meter WTW Series InoLab® WTW Wissenschaftlich-Technische
pH 720 Werkstatten GmbH, Weilheim, D
Pipetten Eppendorf Reference® 0,5- Eppendorf Vertrieb GmbH, Wesseling-
10ul und 100-1000pl Berzdorf, D
Rotationsmikrotom Hyrax M55 Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, D
Ruttler Heidolph Unimax 2010 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D
Wéarme- und Heraeus Function Line UT 6 Thermo-Fisher Scientific GmbH,
Trockenschrank Dreieich, D
Tissue Microarray Pathology Devices Pathology Device in Westminster,
TMArray™ Vertrieb durch Formafix, GBR
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Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Hersteller

Aluminiumsulfat

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Aqua dest.

Medizintechnik, Universitatsmedizin Mainz, D

Dinatriumhydrogenphosphat

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Entellan

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Ethanol absolut

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, D

Ethanol 96%

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, D

EnVision™ FLEX/HRP

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX/Mouse
(LINKER)

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Antibody
Diluent

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX DAB +
Chromgen

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Hematoxylin

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Peroxidase-
Blocking-Reagenz

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Substrate
Buffer

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Traget Retrieval
Solution, High pH, pH 9 (50-fach
konzentriert)

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Target Retrieval
Solution, Low pH, pH 6,1 (50-
fach konzentriert)

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

EnVision™ FLEX Wash Buffer
(20-fach konzentriert)

Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK

Eosin VWR International GmbH, Darmstadt, D
Essigsaure VWR International GmbH, Darmstadt, D
Ethylenglycol VWR International GmbH, Darmstadt, D

Formaldehyd-Ldsung 37%

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Isopropanolol

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Kaliumhydrogenphosphat

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Natriumsulfat

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Paraffin Kabe Labortechnik GmbH, Nimbrecht-Elsenroth, D
Salzséure VWR International GmbH, Darmstadt, D
Xylol SAV Liquid Productio GmbH, Flintsbach am Inn, D
Zitronensaure VWR International GmbH, Darmstadt, D

- 27 -




Material und Methoden

Tabelle 3: Losungen

Lésung/ Reagenz Zusammensetzung

Formalin 4% Phosphatpuffer* 2000 ml
Aqua dest. 6600 ml
37%ige Formaldehyd-Ldsung 1400 ml

Phosphatpuffer Dinatriumhydrogenphosphat 67,59
Kaliumdihydrogenphosphat 4509
Aqua dest. 5000 ml
pH 6,8 — 7,0 eingestellt mit 1M HCI

Hamalaun nach Gill Ethylenglycol 250 ml
Aluminiumsulfat 429
Hamatoxylin 49
Zitronensaure 1,39
Natriumjodat 0,69
Aqua dest. ad 1000 ml

Eosin Eosin 119
Aqua dest. ad 1000 ml
Essigsaure 96% pro 100 ml Lésung 1 Tropfen

Tabelle 4: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Material Technische Daten Hersteller/ Lieferant
Deckglaser 24 x 50 mm Knittel Glass GmbH, Braunschweig, D
Edelstahlgie3formen 10 x 10 x 5 mm Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, D
Einbettkassetten Kabe Labortechnik GmbH, Nimbrecht-Elsenroth, D
Magnetrihrstabchen Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D
Messzylinder 250 ml VWR International, Darmstadt, D
Mikrotomklingen Feather® PFM Medical AG, Kdln, D

Mikrotomklingen S35
Objekttrager SuperFrost® Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D
Pinsel Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH & Co. KG,

Hannover, D

Pinzette, beheizbar Heidelberger Pinzette | Vogel GmbH & Co. KG, Giel3en, D
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Tabelle 5: Software

Software

Hersteller/ Lieferant

HALO®

Indica Labs, Albuquerque, New Mexico, USA

Microsoft Office

Microsoft D GmbH,
Unterschleil3heim, D

PathoPro

ifms GmbH, Saarbriicken, D

Prism 9

GraphPad Sofware, San Diego, USA

SPSS Statistics 23 V5

IBM D GmbH, Ehningen, D

Tumordatenbank (TuBa)

Hals-, Nasen- Ohrenklinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz, D, programmiert von
Maximilian Deichelbohrer
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3.2. Methoden

3.2.1. Patientenrecherche

Zu den in der klinischen Praxis auftretenden Tumoren von Kopf und Hals, welche von
erheblicher Relevanz sind, gehoren unter anderem Karzinome des Naso-, Hypo- und
Oropharynx, bei denen es sich zumeist um PECA handelt. Aufgrund dieser Abundanz
wurde mittels einer Datenbank nach Patienten gesucht, bei denen in der Zeit von 2005
bis 2009 ein PECA einer der aufgefihrten Lokalisationen (siehe Probenauswahl)
histologisch nachgewiesen wurde. Andere Kriterien, wie z.B. eine Altersspanne oder
das Geschlecht, wurden vorab nicht definiert. Nachdem die entsprechenden Falle tber
die Datenbank selektiert und nach mikroskopischer Sichtung verifiziert waren, wurden
die klinischen Angaben zu den Patienten erganzt (s.u.). Hierfir wurde die
Tumordatenbank (TuBa), die im Rahmen einer Kooperation zwischen dem Institut fur
Allgemeine Pathologie und der Hals-, Nasen- und Ohrenklinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz erstellt wurde, genutzt.

Primare Zielsetzung der Tumordatenbank ist es, retrospektive und prospektive
klinische und histopathologische Kopf-Hals-Tumordaten fir statistische Auswertungen
zusammenzufihren. Die praktische Kooperation zwischen beiden Instituten
hinsichtlich dieser Dissertation bestand darin, dass der Fachbereich HNO die Eingabe
klinischer Daten mithilfe der Patientenakten in die TuBa vornahm und das
pathologische Institut die histologischen Daten fir ihre Falle erganzte.

Zu den klinisch erfassten und fur die Auswertung relevanten Daten gehérten:

das Datum der Diagnose, das Geburtsdatum des Patienten, das Geschlecht, die
Diagnose, die Tumorlokalisation, die Tumorart, die Therapieform, der Zeitpunkt des
Todes bzw. das Datum des letzten Kontakts (zur HNO-KIinik), das TNM-Stadium, das
Grading, der R-Status sowie der Alkohol- und Tabakkonsum.

Histopathologische Daten, die fir diese Arbeit erhoben wurden, betrafen den PD-1-,
PD-L1, CD3-, CD4-, CD8-, CD56- und CD68-Status.
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3.2.2. Probenauswahl

Das Ausgangsmaterial umfasste 88 Gewebeproben von PECA des Kopf-Hals-
Bereiches aus dem Institut flr Pathologie der Universitatsmedizin Mainz.

Die Patienten wurden computergestutzt tber das Programm PathoPro fur die Jahre
2005 - 2009 ermittelt. Die Software inkludiert unterschiedliche Funktionen und
Teilprogramme, welche u.a. die Organisation, Probenannahme, Befunderstellung und
Archivierung ermdglichen. Die integrierte Suchfunktion des Programms ermdglicht den
Zugriff auf Pathologiebefunde der Universitdtsmedizin Mainz. Die Suchanfrage
umfasste die Kombination ,PECA® und ,ICD-10 Nummer®. Durch die so fokussierte
Form der Suchanfrage ergab sich eine Fallzahl von 174 Patienten, von denen - nach
mikroskopischer Kontrolle und Sichtung der Schnitte hinsichtlich der Eignung
bezuglich Schnittgrol3e, Tumorgrol3e, Invasivitdt und Stromaanteil aus dem Material
von 88 Patienten - ein Tissue Microarray (TMA) erstellt wurde.

3.2.3. Gewebevorbereitung

Bei den Gewebeblécken handelte es sich um histologisches Material, das vom Institut
fur allgemeine Pathologie der Universitatsmedizin Mainz routinemalR(ig bearbeitet
wurde; d.h. das Gewebe wurde standardisiert fixiert, zugeschnitten, zu Paraffinblécken

aufgearbeitet, geschnitten und histochemisch bzw. immunhistochemisch gefarbt.

3.2.4. Herstellung von Tissue Microarrays (TMA)

Da die konventionelle IHC sehr arbeits-, zeit- und z.T. kostenintensiv ist, bietet es sich
an, bei einem grof3en Umfang an Gewebeproben und Patientenkollektiven ein Tissue
Microarray anzufertigen [66]. Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, das die
schnelle Sichtbarmachung von Zielstrukturen auf molekularer Ebene ermdglicht [67].
Ein TMA besteht dabei aus verschiedenen Gewebeproben, die ganz variabel
zusammengesetzt und zeitgleich ausgewertet werden kénnen [66-68]. Der Vorteil des
TMA besteht zum einen in dem geringen Kosten- und Zeitaufwand, da etliche
Gewebeproben in nur einem Paraffinblock untergebracht werden; zum anderen
ermoglicht es die vereinfachte, schnellere Beurteilung und Interpretation einer grof3en
Anzahl von Gewebeproben [66, 68, 69].
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3.2.4.1. Auswahl der Spenderblocke

Fur die Herstellung von TMA wurde Tumorgewebe aus den zuvor ausgewahlten
Paraffinblocken (i.e. Spenderblécke) ausgestanzt und anschlie3end in einen leeren
Paraffinblock Ubertragen, der als Empfangerblock fiir alle Stanzen diente und nach
Fertigstellung somit Gewebeausschnitte von allen 88 inkludierten Patienten enthielt.
Da die spatere Gewebestanze einen sehr kleinen Durchmesser von gerade einmal 1
mm hatte, sollte der TMA so beschaffen sein, dass moglichst viel Tumorgewebe und
wenig Stroma und Nekrose enthalten war.

Die Uber die Software ermittelten 174 Patientenfalle wurden bzgl. dieser Kriterien auf
ihre TMA-Eignung hin untersucht; die ausgewéhlten 88 Falle erwiesen sich hierbei als
geeignet. An einem mit Hamatoxylin/ Eosin geféarbten Schnitt, der in der Vergangenheit
vom pathologischen Institut erstellt und archiviert worden war, wurde das fiur die
Stanzen am besten geeignete Tumorareal mikroskopisch detektiert und auf dem

verwendeten Objekttrager markiert.

3.2.4.2. Herstellen des Empfangerblocks

Fur die Uberfihrung der Tumorgewebe-Stanzen aus dem Spender- in den
Empfangerblock war es erforderlich, den Durchmesser der Stanzen vorab zu wahlen
und die Positionen im noch leeren Paraffinblock entsprechend vorzustanzen. Bereits
vor dem Stanzen musste ein Schema erstellt werden, das die Anordnung der
Gewebeproben festlegte und dartber hinaus auch den Einbau von Kontrollgewebe
berticksichtigte [70]. AnschlieBend wurden die zuvor gekennzeichneten
Gewebeareale aus den Spenderblocken ausgestanzt und in den Empfangerblock
Ubertragen. Nachdem der Array alle gewlinschten Tumorausschnitte enthielt, wurde
er fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Erwarmung des Paraffins fuhrte hierbei zu
einer Glattung der Oberflache und ermdglichte so die bessere Anhaftung der

Gewebeproben im Empfangerblock.

3.2.5. Erstellung von Paraffinschnitten

Nach vorangegangener Kuhlung und Lagerung wurden die Paraffinblécke in das
Rotationsmikrotom eingespannt und 2 um dicke Schnitte angefertigt, die dann tber
eine Wasserrutsche in ein Wasserbad glitten, wo sich die Schnitte streckten.
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Anschlielend wurde der Schnitt mit Hilfe eines befeuchteten Pinsels manuell
aufgenommen und auf einen Objekttrager Uberfuhrt. Zur Beseitigung moglicher
Lufteinschlisse und zur definitiven Streckung wurden die Objekttrager anschlie3end
auf einen warmen Objekttragerstrecktisch gelegt. Als Ergebnis dieses Prozesses
lagen letztlich die noch ungefarbten, paraffinfixierten Schnittpraparate vor. In
Vorbereitung auf die sich anschlieRenden Farbungen und fur eine bessere Anhaftung

wurde den Schnitten Uber Nacht bei 37°C die Feuchtigkeit entzogen.

3.2.6. Das Farben der Schnittpraparate

Die Immunhistochemie (IHC) stellt fir die moderne histopathologische Diagnostik und
Forschung ein wichtiges Werkzeug dar. Durch dieses Verfahren wird es mdglich,
bestimmte Oberflachenmerkmale von Zellen und Geweben - sogenannte Antigene -
mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern unverkennbar nachzuweisen. Die verwendeten
Antikdrper sind zu diesem Zweck besonders markiert und kénnen nach Bindung und
Bildung von Antigen-Antikérper-Komplexen visualisiert werden; dazu bedient man sich
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe, radioaktiver Isotope oder - wie in dieser Arbeit -
enzymatischer Reaktionen, die letztlich einen Farbumschlag katalysieren. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Detektion der Antigen-Antikdrper-Komplexe unter
Nutzung des Enzyms Meerrettich-Peroxidase, das im Flex Envision™ Kit enthalten ist
und fur den Dako Cytomation Autostainer eingesetzt wird. Das Kit weist priméare Maus-
und Kaninchen-Antikoérper nach und stellt die Reaktion mittels EnVision™ FLEX DAB+
Chromogen nach. Die immunhistochemische Farbung erfolgte im Autostainer unter

Verwendung verschiedener Antikdrper (vgl. Tabelle 6Tabelle 6: Antikorper).

Tabelle 6: Antikorper

Antikorper Hersteller {//eerrvgszgﬁzeg
anti-PD1 antibody ab52587 Abcam 1:100

anti-PD-L1 antibody ab213524 Abcam 1:250

anti-CD3 flex polyclonal rabbit REF IR503 Dako Ready-to-Use
anti-CD4 clone 4B12 flex monoclonal mouse REF IR649 Dako Ready-to-Use
anti-CD8 clone C8/144B flex monoclonal mouse REF IR623 Dako Ready-to-Use
anti-CD56 clone 123C3 flex monoclonal mouse REF IR628 Dako Ready-to-Use
anti-CD68 clone PG-M1 flex monoclonal mouse REF IR613 Dako Ready-to-Use

-33-



Material und Methoden

Der Vorgang war - bis auf die verwendeten Antikérper und der damit verbundenen
Epitopdemaskierung - fur alle immunhistochemischen Farbungen analog. Im
Autostainer waren die Farbeprotokolle fur die einzelnen Antikérper sowie die
empfohlenen Inkubationszeiten und Protokolle fur die Visualisierungssysteme bereits

vorprogrammiert.

Im Folgenden sei das Prinzip des Autostainer-Farbeprozesses am Beispiel des anti-
PD-L1-Antikorpers erlautert:
Fir die IHC mussten die Schnittpraparate zunachst entparaffiniert und rehydriert
werden; dazu wurden sie fir insgesamt 30 Minuten in den Warme- und
Trockenschrank bei 60°C gestellt, damit das Paraffin ablaufen konnte. Die Préaparate
wurden jeweils dreimalig fur 5 Minuten in Xylol gebadet, um das restliche Paraffin aus
dem Gewebe zu eliminieren. Fur den Prozess des Rehydrierens folgten Bader in
absteigender Alkoholreihe: zwei Bader fur jeweils 5 Minuten in 200% und 96% Ethanol
und unmittelbar danach jeweils ein Bad fur 5 Minuten in 70% und 50% Ethanol.
Abschliel3end wurden die Schnitte fir 3 Minuten mit Wasser gesplilt. Die Zeit zwischen
den einzelnen Badern wurde zum Erhitzen des Puffers im Dampfgarer genutzt. Dazu
wurde der EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution Buffer (pH 6,1, (vgl. Tabelle 2)),
der fur PD-L1 zum Einsatz kam, auf 94°C erwarmt. Es folgte die Inkubation mit
EnVision™ FLEX Peroxidase Blocking Reagent fur 5 Minuten, um die endogene
Peroxidase zu blockieren und dadurch eine indifferente Hintergrundfarbung zu
reduzieren. Eine als positiv fir die verwendete Farbung bekannte Kontrollprobe wurde
fur die Bestéatigung aller Reagenzien bei jedem Farbedurchlauf mitgefuhrt. Zum
Zwecke der Epitopdemaskierung wurden die Schnitte anschliel3end in den erhitzten
Puffer 0Oberfihrt und dort fir 35 Minuten inkubiert. Zur Reduktion der
Oberflachenspannung und letztlich besseren Penetrierbarkeit der Antikdrper wurden
die Objekttrager - nach vorangegangenem Abkuhlen unter flieRend Wasser - einmalig
fur 5 Minuten in EnVision™ FLEX Wasch-Buffer (vgl. Tabelle 2) gespult. Im Gegensatz
zu den verwendeten CD-Antikdrpern, die gebrauchsfertig waren, musste fur die
Antikorper gegen PD1 und PD-L1 eine Verdinnung hergestellt werden. Der anti-
PD-L1-Antikérper wurde in einer Verdiinnung von 1:250 (vgl. Tabelle 6) pipettiert und
30 min inkubiert. Um eine Austrocknung zu verhindern wurde nochmalig mit
EnVision™ FLEX Wasch-Buffer gespdlt, anschlieRend der EnVision™ FLEX+ Mouse
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(LINKER) pipettiert und fur 15 Minuten inkubiert. Es folgte eine nochmalige Spulung
mit dem EnVision™ FLEX Wasch-Buffer. Als néchstes wurde das EnVision™
FLEX/ HRP - das gekoppelte Molekile enthalt, die sich gegen die PD-L1 Antikdrper
richten - aufgetragen, fir 20 Minuten inkubiert und erneut zweimalig mit Waschpuffer
gespult. Im Anschluss daran wurde zweimal EnVision™ FLEX DAB + Chromogen (1ml
Substrat und 1 Tropfen Chromogen) mit einer Inkubationszeit von je 5 Minuten
aufgetragen, wodurch die enzymatisch katalysierte Antigen-Antikérper-Reaktion durch
einen Farbumschlag (hier von farblos nach braun) am Ort des Zielantigens sichtbar
gemacht werden konnte. Durch Verwendung der LINKER-Substanz konnten die

Signale der primaren Mausantikdrper um das Vier- bis Funffache verstarkt werden.

Gegenfarbung mit Hamatoxylin

Im letzten Schritt erfolgte die Durchfiihrung einer Hamatoxylin-Farbung zur besseren
Darstellbarkeit der Zellkerne. Hierzu wurde EnVision™ FLEX Hematoxylin verwendet
(vgl. Tabelle 2). Durch Erh6hung des pH-Wertes durch Spilung mit Leitungswasser
kommt es im Anschluss zur einem Farbumschlag nach blau-violett. Durch wiederholte
Spulungen mit Alkoholen in aufsteigender Konzentration wird Wasser aus dem
Gewebeschnitt verdrangt und so fur eine anschlieende Konservierung vorbereitet.
Nach Klarung des Gewebeschnitts mit Xylol erfolgte die Eindeckung der Schnitte mit
Entellan auf Objekttragern. Diese wurden mittels Deckglasern verschlossen und

konserviert.

3.2.7. Digitale Bildanalyse der Farbeergebnisse

Zur digitalen Bearbeitung und Auswertung der histologischen Farbungen wurde die
Software HALO® genutzt. Der Vorteil gegentber dem konventionellen Vorgehen - bei
dem ein Pathologe alle Merkmals-positiven Zellen selbst auszéhlen muss - ist die
schnellere und quantitativ objektive Analyse. Zur einheitlichen Anwendung auf die 88
hier durchgefihrten TMA, musste zunéchst ein Analysealgorithmus erstellt werden.
Hierzu wurde vorab eine TMA-Segmentierung mit der Software durchgefiihrt; d.h. es
musste ein Raster erstellt werden, das fur jede der 88 TMA-Stanzen eine definitive
Position (i.e. Core) festlegte und somit die Zuordnung eines Schnittes und der

zugehorigen Farbungen zu seiner jeweiligen Fallnummer erlaubte.
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Um die Wahrscheinlichkeit fir den wahren Wert zu erhéhen, wurde bei der spateren
Auswertung ein arithmetisches Mittel aus der prozentualen Zellzahl zweier
Gewebeschnitte eines Biopsats gebildet. Dazu wurde zu jedem TMA ein Spiegelblock
erstellt, d.h. es wurden zwei TMAs angefertigt mit jeweils den gleichen Fallen in
gleicher Anordnung, nur dass die Cores aus zwei unterschiedlichen Stellen des
Tumors entnommen wurden. Von jedem TMA wurde anschliel3end ein Schnitt fur
jeden Antikdrper und jeweils ein Schnitt fur die HE-Farbung angefertigt und gefarbt,
sodass letztlich 14 TMA-Schnitte gefarbt und mittels Software segmentiert, analysiert
und ausgewertet wurden.

Zur Analyse nach erfolgter Segmentierung wurden zunéchst drei einheitliche Classifier
in Form verschiedener Farbabstufungen definiert, die letztlich eine Unterscheidung
differenter Gewebeareale (z.B. positiv oder negativ in Bezug auf das Merkmal CD3)

ermoglichten (vgl. Abbildung 4).

Abbildung 4: Classifier und Real-time-tuning.

CD3 nativ: mikroskopisches Nativbild. CD3 Classifier: Classifier Tumor: rot; Classifier Stroma: grin;
Classifier Artefakt/ Objekttragerhintergrund: gelb. Real-time-tuning: Visualisierungsfunktion, die
merkmalspositive und -negative Zellen anzeigt und eine Verifizierung erlaubt, ob das angelegte Setting
Anzahl, GréRe und zu untersuchendes Merkmal ausreichend gut erkennt (blau: merkmalspositiv, rot:
merkmalsnegativ).

Sodann wurden die Analysealgorithmen durch das Anlegen sogenannter Settings
erweitert. Hierzu wurde zunachst der Farbbereich fir Merkmals-negative
(i.e. Hamalaun-positive Zellen) und -positive Zellen (DAB-positive Zellkerne) der
immunhistochemischen Farbungen definiert. Die Programmfunktion Setting erlaubte
es dartber hinaus, Feineinstellungen zu Zellgrenzen, Zellradius, Kernfarbung,
optischer Dichte oder Zellkerngréf3e vorzunehmen.
Uber die intergierte Visualisierungsfunktion Realtime-tuning innerhalb des Settings
lieR sich die Einstellung Uberprifen und justieren. Durch Abgleich mit der Nativ-
Darstellung der Cores konnte ferner Uberpruft werden, ob positive oder negative Zellen
in Bezug auf das zu untersuchende Merkmal (z.B. CD3) ausreichend erkannt wurden.
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Mit Fertigstellung eines Settings, das auch den entsprechenden Classifier fir eine
Farbung bericksichtigte, war die Definition des Analysealgorithmus abgeschlossen.
Der anhand einiger weniger Cores (in Abhangigkeit von der Farbung und Heterogenitat
des Tumors waren das in der Regel zwischen 5-8) erstellte Algorithmus konnte nun ftr
die Analyse eines gesamten TMA und somit fur alle 88 Positionen gestartet werden.
Die absolute Zellzahl sowie der prozentuale Anteil an PD-L1 positiven Zellen wurde in
jedem TMA-Core automatisch errechnet. Die Einstellung des Algorithmus war dabei
so gewahlt, dass die Zahlung nur fur PD-L1-positive Zellen innerhalb des Tumorareals
erfolgte. Fur die Ubrigen immunhistochemischen Farbungen wurden die absolute
Zellzahl sowie der prozentuale Anteil Merkmals-positiver Lymphozyten fur eine

intratumorale und eine stromale Lokalisation errechnet.

3.2.8. Bestimmung von Cut-off-Levels

Jedes TMA wurde mittels 0.g. Antikorperfarbung auf seinen PD-L1-Expressionsstatus
hin untersucht. Der tumor proportion score (TPS) war definiert als der prozentuale
Anteil an Tumorzellen mit kompletter oder partieller membrandser Anfarbbarkeit jeder
Intensitat [71, 72]. Fir die sich anschlie3ende Analyse des Expressionsstatus wurden
Cut-off-Levels definiert, nach denen eine Unterteilung in drei Kategorien mdglich war.
Als PD-L1-negativ wurden dabei alle Farbeergebnisse definiert, die ein PD-L1-
Expressionsniveau von bis zu einem 1% aufwiesen. Alle TMA, die mehr als 1% und
weniger als 50% an PD-L1 positiven Tumorzellen aufwiesen, wurden definiert als
Proben mit maRigem PD-L1-Expressionsstatus. Fir alle Gewebeproben mit einem
prozentualen Anteil von mehr als 50% wurde ein hoher PD-L1-Status definiert.

Fur die statistische Auswertung wurden zunéachst die arithmetischen Mittel der fur die
jeweilige Farbung positiven Zellen fir jeden einzelnen Core gebildet. Danach erfolgte
eine Kategorisierung nach o.g. Prinzip. Abschlieend wurde der PD-L1-Status den

klinischen und histologischen Parametern gegentibergestelit.

3.2.9. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mithilfe der Software SPSS Statistics
vorgenommen. Stetige Variablen wurden durch Mittelwert +/- Standardabweichung

beschrieben. Zudem wurden Boxplots erstellt und dariiber hinaus eine einfaktorielle
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Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt, die einen Mittelwertvergleich zwischen den
drei PD-L1-Kategorien erlaubte. Der Zusammenhang zwischen binaren Merkmalen
und dem PD-L1-Status wurde anhand von Kreuztabellen (grafisch dargestellt durch
Balkendiagramme) untersucht, die mit dem Chi-Quadrat-Test ausgewertet wurden.
Zur besseren Darstellung, ob signifikante Unterschiede zwischen den Merkmalen
bestehen, wurde auf3erdem Cramers V Maldzahl berechnet. Cramers V Mal3zahl
nimmt einen Wert zwischen 0 und 1 an. Liegt Cramers V sehr dicht an Eins besteht
ein starker Zusammenhang zwischen den Variablen; liegt Cramers V dichter an Null
besteht ein schwacher bzw. kein Zusammenhang.

Die statistische Auswertung der Uberlebensdaten erfolgte durch Kaplan-Meyer-
Analysen. Subgruppen wurden hier durch den Log-Rank-Test miteinander verglichen.
Die gesamte statistische Auswertung ist rein explorativ und erfolgt somit ohne eine
multiple Testkorrektur, d.h. ohne Kontrolle der FWER (familywise error rate). Ein p-
Wert kleiner/ gleich 0,05 in einem Test wird daher nur als statistisch relevant, nicht

jedoch als signifikant bezeichnet.

Boxplots und Varianzanalyse

Fur die graphische Darstellung der stetigen Merkmale wurden Boxplots gewahlt; einer
fur jede PD-L1-Kategorie. Die Boxplots sind wie folgt zu werten: Innerhalb der Box
befinden sich 50% der berechneten Werte fur die jeweilige Kategorie. Die Box wird
durch das erste (25% der Werte sind kleiner) und dritte Quartil (75% der Werte sind
kleiner) begrenzt. Der Interquartilsabstand wird durch die Lange der Box beschrieben
und stellt ein Mal3 fur die Streuung dar. Das zweite Quartil kennzeichnet jeweils den
Median. Die Minimum- und Maximumwerte sind die Limitationen der Whisker, welche
Werte kennzeichnen, die aul3erhalb der Box liegen. Die Lange des Whiskers ist dabei
jedoch maximal auf das 1,5-fache des Interquartilabstandes begrenzt. Werte
aulRerhalb dieses Bereichs werden als Ausreil3er bezeichnet. Der Vergleich von
Median und Mittelwert erlaubt Aussagen Uber die Streuung der erhobenen Werte und
lasst Ruckschliisse zu einer Normalverteilung zu. Die vorliegenden Ergebnisse
beziehen sich auf einen Stichprobenumfang von kleiner 100, sodass die Formulierung
“‘Normalverteilung” nur deskriptiver Natur sein kann. Das Niveau der
Konfidenzintervalle der Mittelwerte wurde fiir alle Berechnungen bei 95% festgesetzt.

Fur alle stetigen Variablen wurde dartber hinaus eine einfaktorielle Varianzanalyse
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durchgefuhrt, die einen Mittelwertvergleich zwischen den drei Kategorien negativ,
mafig und hoch erlaubte und mithilfe derer getestet wurde, ob sich ein signifikanter
Unterschied fir die stetige abhangige Variable zwischen den drei PD-L1-

Expressionsgruppen ergab.
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4. Ergebnisse

4.1. Gesamtkollektiv

Das uber die Datenbank ermittelte Kollektiv aus Patienten mit einem PECA von Kopf
oder Hals umfasste zunachst 174 Patienten. Nach mikroskopischer Sichtung und
Prufung der vorhandenen Gewebeproben fur die Eignung zur Herstellung eines TMA
verblieben insgesamt 88. Von diesen 88 Fallen konnten fiir insgesamt vier Patienten
keine klinischen Parameter aus der Datenbank erhoben werden. Die definitive
Probenanzahl, aus denen das TMA angefertigt wurde, betrug somit 84. Von den 84
Patientenproben konnte fir insgesamt 79 ein PD-L1-Expressionsstatus erhoben
werden. Funf der 84 Falle schieden aufgrund von Problemen bei der
Schnittanfertigung am Mikrotom oder im Rahmen des Farbeprozesses aus. Zudem
war es nicht mdglich, fur alle histologischen und Klinischen Parameter einen
kompletten Datensatz zu erheben. Eine statistische Analyse konnte nur fur die Falle
vorgenommen werden, in denen das jeweils zu betrachtende Merkmal bzw. die
entsprechende Variable zuvor erfasst worden war. Die Fallzahl schwankt aus diesem
Grund flr die jeweiligen Analysen zwischen 38 und 79 inkludierten Fallen. Tabelle 7

ist zu entnehmen, wie viele Félle letztlich pro Analyse ausgewertet wurden.

Tabelle 7: Fallzahlen pro Analyse

Merkmal Fallzahl (n) Merkmal Fallzahl (n)
PD-1-Positivitat 77 Tumorart 79
CD3- Positivitat 75 Tumorstatus 74
CD4- Positivitat 76 Lymphknotenbefall 68
CD8- Positivitat 75 Fernmetastasierung 50
CD56- Positivitat 76 Grading 74
CD68- Positivitat 79 Therapieform 74
Alter 79 R-Status 79
Geschlecht 79 Tumorfreiheit 48
Alkoholkonsum 48 Gesamtuberleben 79
Rauchen 59 Rezidivfreie Zeit 38
Tumorlokalisation 79
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4.2. Qualitative Analyse der Farbeergebnisse

Wie flr immunhistochemische Farbungen charakteristisch, zeigte sich an den
erwarteten Lokalisationen des Zielantigens, d.h. entweder im Zytoplasma oder in der
Zellmembran der untersuchten Gewebe, eine kontrastreiche Braunfarbung. Die durch
die Hamatoxylin-Gegenfarbung kontrastierten Zellkerne prasentierten sich
erwartungsgemal blau. Die positiv mitgefuhrte Kontrollprobe wies ebenfalls eine
erwartungsgemal deutliche Braunfarbung auf. Fur die mitgefiihrte Negativkontrolle
ergab sich fur die immunhistochemischen Farbungen keine Anfarbbarkeit. Die
jeweiligen Anfarbungen konnten somit als spezifisch fur die entsprechenden
Zielantigene gewertet werden.

Abbildung 5a zeigt beispielhaft histologische Gewebeschnitte je einer
immunhistochemischen Farbung mit PD-L1-negativem, -maRigem und hohem
Expressionsstatus. Ferner findet sich in

Abbildung 5b je ein Beispiel der immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis

von CD-3, -4, -8, -56 und -68 sowie fiir den verwendeten Antikérper gegen PD-1.

(b)

negativ mittel hoch
PD-L1-Expressionsstatus

Abbildung 5: Beispielhafte immunhistochemische Farbungen zur Visualisierung der
Zielantigene. (a) PD-L1-Expressionsstatus (negativ, mafig, hoch). (b) Positivitat der Gewebeschnitte
in Bezug auf CD3, CD4, CD8, CD56, CD68 und PD-1.
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Assoziationen mit PD-L1

Zur Untersuchung des Einflusses des PD-L1-Expressionsstatus auf das
Entzindungsinfiltrat wurde die Positivitat der Gewebeproben von CD3, CD4, CD8,
CD56 und CD68 sowie die Positivitat des PD-1-Rezeptors untersucht. Jede einzelne

dieser Komponenten wurde dem PD-L1-Expressionsstatus gegenibergestellt.

4.2.1. Assoziation von PD-L1 und PD-1-Positivitat

Um die Immunantwort von PD-1-positiven Lymphozyten zu untersuchen, konnte fur
insgesamt 77 Gewebeproben der prozentuale Anteil PD-1-positiver Zellen erhoben
und dem PD-L1-Expressionsstatus der Tumorzellen gegenubergestellt werden. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. Von den insgesamt 77 Gewebeproben
zeigten vier keine PD-L1-Expression, 62 einen mafligen, 11 einen hohen PD-L1-
Expressionsstatus. Die Abbildung demonstriert, dass mit steigendem PD-L1-
Expressionsniveau auch der prozentuale Anteil an PD-1-positiven Zellen innerhalb der
Gewebeprobe zunimmt. Der Interquartilenabstand des Boxplots der Gruppe mit
mafiger PD-L1-Expression zeigt auf, dass die Werte relativ dicht beieinander liegen,
wobei vier Werte nicht von der Box erfasst wurden, darunter findet sich ein als ,,extrem*
eingestufter Wert bei ca. 34%. Fur die Gruppe mit hohem PD-L1-Expressionsstatus
verteilte sich die PD-1-Positivitdt etwas breiter; es wurden jedoch alle Werte vom
Boxplot erfasst. In der Kategorie mit mafRiger PD-L1-Expression wies die Halfte der
untersuchten Gewebeproben einen prozentualen Anteil an PD-1-positiven Zellen
zwischen 3% und knapp 7% auf. In der Kategorie mit hohem PD-L1-Expressionsstatus

lag die Halfte der Werte zwischen 2% und 9%.
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Abbildung 6: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und PD-1-Positivitat der Gewebeproben.

Quantifizierung der PD1-Positivitat [% der Gewebeflache] in Bezug auf den PD-L1-Expressionsstatus
(negativ, maRig, hoch). (n=77; °: Wert > 1,5fache Standardabweichung; *: Wert > 3fache Standard-
abweichung)

Das 95%-Konfidenzintervall der Mittelwerte (s. Appendix) ist fur jede Kategorie relativ
eng und schlie3t den jeweiligen Mittelwert ein. Mit Ausnahme der Gruppe mit
negativem PD-L1-Expressionsstatus zeigt sich ferner eine relativ gleichbleibende
Standardabweichung (5-6%). Zur Signifikanztestung hinsichtlich bestehender
Unterschiede zwischen den PD-L1-Expressions-Gruppen wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse durchgefuhrt. Abbildung 7 demonstriert - wie auch schon die Boxplots
- die Tendenz, dass mit steigendem PD-L1-Expressionsniveau auch der prozentuale
Anteil an PD-1-positiven Zellen innerhalb der Gewebeproben zunimmt, wenngleich
diese Daten als statistisch nicht signifikant zu werten sind (p: 0,24) und sich kein

linearer Zusammenhang zeigt.
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Abbildung 7: Assoziation der Mittelwertunterschiede [%] von PD-1-Positivitat und PD-L1-
Expressionsstatus (negativ, magig, hoch). (n=77; p: 0,24)

4.2.2. Assoziation von PD-L1 und CD3-Positivitat

CDa3 ist mal3geblich an der Aktivierung von T-Lymphozyten beteiligt, sodass dessen
Vorkommen in antitumoralen Entziindungsinfiltraten anzunehmen ist. Aus diesem
Grund sollte untersucht werden, ob sich der Anteil CD3-positiver Zellen in
Abhéangigkeit der Expression von PD-L-1 verandert.

Das Kollektiv, das zu diesem Zweck untersucht werden konnte, umfasste 75 Félle, von
denen vier PD-L1 nicht exprimierten, 61 einen mafigen und zehn einen hohen
PD-L1-Expressionsstatus aufwiesen.

Wie Abbildung 8 zu entnehmen ist, erhfht sich mit steigendem PD-L1-
Expressionsniveau auch der prozentuale Anteil an CD3-positiven Zellen innerhalb der
Gewebeproben. Die Boxplots weisen - bis auf den fir PD-L1 ,negativ - einen relativ
breiten Interquartilsabstand auf, was bedeutet, dass sich die Werte fir CD3-Positivitat
relativ stark verteilen. Fur die Kategorie PD-L1 ,magRig® wies die Halfte der
untersuchten Gewebeproben immerhin einen prozentualen Anteil an CD3-positiven
Zellen zwischen knapp 20% und 42% auf. In der Kategorie PD-L1 ,hoch® lag die Hélfte
der Werte sogar zwischen 20,5% und 59,5%. Alle Werte wurden ferner durch die
Boxplots erfasst; Extremwerte ergaben sich nicht. Das Konfidenzintervall der
Mittelwerte fur PD-L1 ,negativ“ ist relativ schmal (s. Appendix); das von PD-L1 ,maRig*
und PD-L1 ,hoch” relativ breit. Das bedeutet, dass die prozentualen Anteile von

CD3-Positivitat hier starker variieren.
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Abbildung 8: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und CD3-Positivitat der
Gewebeproben.

Quantifizierung der CD3-Positivitat [% der Gewebeflache] in Bezug auf den PD-L1-Expressionsstatus
(negativ, méRig, hoch). (n=75)

Abbildung 9 zur Assoziation der Mittelwertunterschiede von PD-L1-Expressionsstatus
und CD3-Positivitat der Gewebeproben untermauert die Beobachtung, dass mit
steigendem PD-L1-Expressionsstatus auch der prozentuale Anteil von CD3-positiven

Zellen zunimmt. Das Ergebnis ist als statistisch relevant zu werten (p: 0,01).

CD3-Positivitit
[Mittelwert in %]
N
o
Q

neéativ mélﬂig hc')ch
PD-L1-Expressionsstatus

Abbildung 9: Assoziation der Mittelwertunterschiede [%] von CD3-Positivitdt und PD-L1-
Expressionsstatus (negativ, magig, hoch). (n=75; p: 0,01)
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4.2.3. Assoziation von PD-L1 und CD4-Positivitat

In aller Regel enthalten Entziindungsinfiltrate CD4-positive Zellen, da diese von T-
Helferzellen, Monozyten und Makrophagen charakteristischerweise exprimiert
werden. Zur Assoziation eines moglichen Einflusses des PD-L1-Expressionsstatus mit
dem Vorhandensein CD4-positiver Zellen wurden beide Parameter einander
gegenubergestellt.

Abbildung 10 macht deutlich, dass insgesamt 76 Gewebeproben bzgl. dieser
Merkmale untersucht werden konnten. Vier der 76 Félle wiesen einen negativen, 62
einen mafigen und zehn einen hohen PD-L1-Expressionsstatus auf. Wie die
Abbildung im Anhang zeigt, liegt das 95%-Konfidenzintervall der Mittelwerte fur die
Gewebeproben mit negativem PD-L1-Expressionsniveau bei Werten zwischen 0%
und 13,1%.; fur die Kategorie PD-L1 ,mafig“ bei Werten zwischen 6,1% und 11,9%
und fur die Kategorie PD-L1 ,hoch® bei Werten zwischen 2,8% und 14,6%. Die obere
Grenze fur das Konfidenzintervall der Mittelwerte ist somit fir alle drei Kategorien
relativ ahnlich, die untere Grenze zeigt hingegen starkere Schwankungen. Ferner

wurden bei der Kategorie PD-L1 ,mafig“ neun Werte nicht vom Boxplot erfasst.

60,0

40,0

L 0 & &

neglativ méBig hc;ch

00 0O @ *» »

CD4-Positivitit
[% der Gewebeflache]

o
o)

PD-L1-Expressionsstatus

Abbildung 10: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und CD4-Positivitat der
Gewebeproben.

Quantifizierung der CD4-Positivitat [% der Gewebeflache] in Bezug auf den PD-L1-Expressionsstatus
(negativ, maRig, hoch). (n=76; °: Wert > 1,5fache Standardabweichung; *: Wert > 3fache Standard-
abweichung)

Die einfaktorielle Varianzanalyse (vgl. Abbildung 11) zum Vergleich der Mittelwerte

lasst keinen definitiven Trend dahingehend erkennen, ob das PD-L1-
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Expressionsniveau mit dem Vorhandensein CD4-positiver Zellen korreliert, da die
Kurve zur Darstellung der Mittelwertunterschiede fir die Gruppen PD-L1 ,negativ® und
PD-L1 ,maRig“ ansteigt, fur PD-L1 ,hoch“ jedoch wieder abféllt, wenngleich der
prozentuale Anteil von CD4-postitiven Zellen verglichen mit PD-L1 ,negativ* héher ist.

Die Werte sind als statistisch nicht signifikant zu werten (p: 0,66).

CD4-Positivitat
[Mittelwert in %]
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Abbildung 11: Assoziation der Mittelwertunterschiede [%] von CDA4-Positivitdt und PD-L1-
Expressionsstatus (nhegativ, méagig, hoch). (n=76; p: 0,66)

4.2.4. Assoziation von PD-L1 und CD8-Positivitat

CD8-positive, zytotoxische T-Zellen sind im Rahmen vieler inflammatorischer
Prozesse aktiv, weshalb ihr Vorkommen in Assoziation zum PD-L1-Expressionsstatus
untersucht werden sollte. Das Kollektiv fir diese Betrachtung umfasste 75
Gewebeproben, von denen vier einen ,negativen®, 61 einen ,méafligen” und zehn einen
,hohen“ PD-L1-Expressionsstatus aufwiesen.

Der kleinste Datenwert fir CD8-Positivitat in der Gruppe PD-L1 ,negativ” lag bei 1,0%,
der groR3te bei 18,5%. In der Gruppe PD-L1 ,mafiig“ lag der kleinste Wert bei 2,0%,
der grof3te bei 63,8% und fur PD-L1 ,hoch® lagen diese Werte bei 12,7% bzw. 58,4%.
Fur die Kategorie PD-L1 ,mafRig“ wies die Halfte der Gewebeproben einen
prozentualen Anteil CD8-positiver Zellen am  Entzindungsinfiltrat von
schatzungsweise 7-30% auf und fur PD-L1 ,hoch® eine Schwankungsbreite von
ungefahr 17-30%. Das 95%-Konfidenzintervall der Mittelwerte ist klein, die ermittelten

Werte liegen relativ dicht beieinander.
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Abbildung 12: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und CD8-Positivitat der
Gewebeproben.

Quantifizierung der CD8-Positivitéat [% der Gewebeflache] in Bezug auf den PD-L1-Expressionsstatus
(negativ, maRig, hoch). (n=75; °: Wert > 1,5facher Standardabweichung.)

Durch Mittelwertvergleich mittels einfaktorieller Varianzanalyse (vgl. Abbildung 13)
lasst sich die Tendenz erkennen, dass PD-L1-Expressionniveau und CD8-Positivitat
korrelieren; eine statistische Relevanz ergab sich in diesem Zusammenhang jedoch
nicht (p: 0,10).

CD8-Positivitat
[Mittelwert in %]

nedativ méIB.ig holch
PD-L1-Expressionsstatus

Abbildung 13: Assoziation der Mittelwertunterschiede [%] von CD8-Positivitdt und PD-L1-
Expressionsstatus (negativ, magig, hoch). (n=75; p: 0,10)

-48 -



Ergebnisse

4.2.5. Assoziation von PD-L1 und CD56-Positivitat

Wie bereits erwahnt, sind natirliche Killerzellen und eine Untergruppe aktivierter
T-Zellen in der Lage, CD56 zu exprimieren und an diversen Inflammationsprozessen
beteiligt. Aus diesem Grund sollte beurteilt werden, ob CD56-exprimierende Zellen
ebenfalls im tumorbegleitenden Entziindungsinfiltrat von PECA vorkommen und sich
der prozentuale Anteil in Abhangigkeit vom PD-L1-Expressionsniveau verandert.

Im Hinblick auf diese beiden Parameter konnte ein Kollektiv von 76 Fallen analysiert
werden. Vier Gewebeproben exprimierten dabei PD-L1 nicht, 63 mal3ig und neun in
hohem Ausmali. Das entsprechende Konfidenzintervall der Mittelwerte zeigt fur alle
drei Gruppen eine geringe Breite. Abbildung 14 demonstriert, dass CD56-Positivitat in
allen PD-L1-Kategorien einen relativ geringen prozentualen Anteil am
Entztndungsinfiltrat ausmacht. Die untere Whiskergrenze fur PD-L1 ,negativ® lag bei
etwa 0,6%, die obere bei 7,0%. In der Gruppe PD-L1 ,m&Rig“ lag die untere Grenze
bei 0,0% und die obere Grenze bei 65,8%. Fur PD-L1 ,hoch® lag das Boxplot-Minimum
bei 0,0% und das Maximum bei 2,8%. In der Gruppe PD-L1 ,maRig“ zeigte sich ein
extremer Ausreil3er bei 65,8%, was zu einer starken Asymmetrie des Boxplots fuhrt.
Der Median betragt fur die Kategorien PD-L1 ,mafig“ und PD-L1 ,hoch® etwa 1% und

befindet sich damit relativ dicht am jeweiligen Mittelwert.
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Abbildung 14: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und CD56-Positivitat der
Gewebeproben.

Quantifizierung der CD56-Positivitat [% der Gewebeflache] in Bezug auf den PD-L1-Expressionsstatus
(negativ, maRig, hoch). (n=76; °: Wert > 1,5facher Standardabweichung; *: Wert > 3facher Standard-
abweichung)
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Aus dem Mittelwertvergleich lasst sich entnehmen, dass mit steigender
PD-L1-Expression der prozentuale Anteil an CD56-positiven Zellen im
tumorbegleitenden Entziindungsinfiltrat abnimmt. Diese Tendenz ist Abbildung 15 zu

entnehmen, jedoch als statistisch nicht relevant zu werten (p: 0,82).
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Abbildung 15: Assoziation der Mittelwertunterschiede [%] von CD56-Positivitdt und PD-L1-
Expressionsstatus (negativ, magig, hoch). (n=76; p: 0,82)

4.2.6. Assoziation von PD-L1 und CD68-Positivitat

CD68 wird u.a. von Monozyten, Makrophagen und Mastzellen exprimiert, fir die ein
Vorkommen in Entzindungsinfiltraten und insbesondere auch im inflammatorischen
Mikromilieu von Tumoren bekannt ist. Es sollte daher untersucht werden, ob die CD68-
Positivitat in Abhangigkeit vom PD-L1-Expressionsstatus variiert. Diesbezuglich ergab
sich fur die Untergrenze des Boxplots in Kategorie PD-L1 ,negativ* eine Spannweite
von 7,1% bis 14.6%, fur PD-L1 ,mafRig“ Werte zwischen 2,7% und 49,9%. Fur PD-L1
,hoch“ war der Boxplot zwischen 5,0% und 57,3% definiert. Wie Abbildung 16 zu
entnehmen ist, liegen alle berechneten Werte fiir den prozentualen Anteil an CD68-
positiven Zellen innerhalb der Quartile. Diese zeigen - bis auf die des Boxplots von
PD-L1 ,negativ® - jedoch eine relativ grol3e Spannweite. Der Grafik ist ferner zu
entnehmen, dass 50% der Gewebeproben bei PD-L1-méalfig einen prozentualen Anteil
mit Werten zwischen 11%-31% an CD68-exprimierenden Zellen aufwies und dieser
Anteil unter den Gewebeproben mit hohem PD-L1-Status sogar noch hdéher lag

(schatzungsweise zwischen 17-40%). Die Konfidenzintervalle der Mittelwerte sind
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relativ klein, sodass anzunehmen ist, dass 95% der erhobenen CD68-Prozentwerte

relativ dicht beieinander liegen.
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Abbildung 16: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und CD68-Positivitat der
Gewebeproben.

Quantifizierung der CD68-Positivitat [% der Gewebeflache] in Bezug auf den PD-L1-Expressionsstatus
(negativ, méRig, hoch). (n=79)

Aus Abbildung 17 ist zu ersehen, dass mit zunehmender Expression an PD-L1 auch

der prozentuale Anteil CD68-positiver Zellen linear und relevant steigt (p: 0,02).
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Abbildung 17: Assoziation der Mittelwertunterschiede [%] von CD68-Positivitat und PD-L1-
Expressionsstatus (negativ, magig, hoch). (n=79; p: 0,02)
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4.3. Assoziation von PD-L1 und klinischen Parametern

Der erhobene PD-L1-Expressionsstatus fur jede Gewebeprobe wurde nicht nur

histologischen, sondern auch klinischen Parametern gegentbergestellt.

4.3.1. Assoziation von PD-L1 und Alter

Fur die Untersuchung eines moglichen Einflusses des Alters auf das PD-L1-
Expressionsniveau konnten 79 Gewebeproben ausgewertet werden. Das
Durchschnittsalter zum Diagnosezeitpunkt der Patienten betrug 62,2 Jahre. Der
jungste Patient, der in die Stichprobe eingeschlossen wurde, war zum
Diagnosezeitpunkt 35 Jahre, der alteste 86 Jahre alt. Von den 79 untersuchten
Gewebeproben wies der Grol3teil (n=64) einen mafdigen PD-L1-Expressionsstatus auf.
Von den restlichen 15 Patienten ergab sich fur vier Gewebeproben ein negativer und
fur 11 ein hoher PD-L1-Expressionsstatus. Sowohl der jlingste als auch der alteste
Patient waren in die Kategorie PD-L1-Expressionsstatus ,maRig“ inkludiert.

Um herauszufinden, ob sich die Mittelwerte fur das Alter zum Diagnosezeitpunkt
zwischen den drei Gruppen unterscheiden, wurde wiederum eine Varianzanalyse
durchgefiihrt. Abbildung 18 zeigt, dass Patienten mit einem hohen PD-L1-Status
tendenziell junger waren, wobei die Ergebnisse jedoch als statistisch nicht relevant zu

werten sind (p: 0,75).

65,0

Alter zum
Diagnosezeitpunkt [Jahre]

negativ mafig hoch
PD-L1-Expressionsstatus
Abbildung 18: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Alter zum Diagnosezeitpunkt
[Jahre]. (n=79; p: 0,75)
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4.3.2. Assoziation von PD-L1 und Geschlecht

Vom Gesamtkollektiv konnten 79 Falle im Hinblick auf eine Assoziation von
Geschlecht und PD-L1-Expressionsniveau analysiert werden (vgl. Abbildung 19). Der
Uberwiegende Anteil der Patienten mit einem PECA im Kopf-Hals-Bereich waren
Manner (n=59). Davon wiesen 6,8% einen negativen, 79,8% einen maligen und
10,1% einen hohen PD-L1-Expressionsstatus auf. Von insgesamt 20 Frauen in der
Stichprobe hatten 85,0% ein maRig ausgepragtes und 15,0% ein hohes PD-L1-
Expressionsniveau. Cramers V Mal3zahl liegt bei 0,13; ein relevanter Zusammenhang

zwischen Geschlecht und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 19: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Geschlecht.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, mafig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem Geschlecht (mannlich, weiblich). (b) Kreuztabelle mit den Absolutwerten der
subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, mafig, hoch) im Zusammenhang
mit dem Geschlecht (méannlich, weiblich). (n=79)

4.3.3. Assoziation von PD-L1 und Alkoholkonsum

Alkoholkonsum gilt als einer der Hauptrisikofaktoren fur die Pathogenese von PECA.
Aus diesem Grund wurde anhand der zur Verfugung stehenden Daten der
Alkoholkonsum dem PD-L1-Expressionsstatus gegenibergestellt. Fur 31 Patienten
lagen keine Daten zum Alkoholkonsum vor; fir die Ubrigen 48 Patienten konnte eine
Einteilung des Alkoholkonsums in ,nein® ,ja, magig“ bzw. ,ja, hoch“ vorgenommen

werden. Unter den insgesamt 8 Patienten mit fehlendem Alkoholkonsum hatte
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niemand einen negativen PD-L1-Expressionsstatus. Fir 75,0% der Patienten in dieser
Kategorie zeigte sich ein mafiges, fur 15% ein hohes PD-L1-Expressionsniveau. Von
den insgesamt 23 Patienten, die mafiig Alkohol konsumierten, hatte keiner einen
negativen, 82,6% einen mafigen und die Ubrigen 17,4% einen hohen PD-L1-
Expressionsstatus. Unter den 17 Patienten mit hohem Alkoholkonsum lief3 sich fur
11,8% ein negativer bzw. hoher PD-L1-Expressionsstatus nachweisen. Die
Uberwiegende Mehrheit der Patienten in dieser Kategorie (76,5%) wies ein maRiges
PD-L1-Expressionslevel auf. Cramers V Maldzahl betragt 0,17; ein relevanter

Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und PD-L1 besteht nicht.
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Abbildung 20: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Alkoholkonsum.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem Alkoholkonsum (nein; ja, maRig; ja, hoch). (b) Kreuztabelle mit den Absolutwerten der
subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, mafig, hoch) im Zusammenhang
mit dem Alkoholkonsum (nein; ja, maRig; ja, hoch). (n=48)

4.3.4. Assoziation von PD-L1 und Tabakkonsum

Wie aus der Literatur bekannt, ist Rauchen ein wesentlicher Faktor fur die Entstehung
von PECA im Kopf-Hals-Bereich. Fir 59 von insgesamt 79 Patienten konnte anhand

der Datenlage eine Aussage zum Tabakkonsum erhoben werden.
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Abbildung 21 demonstriert, dass von diesen 59 Patienten 84,7% einen regelmafiigen
Nikotinkonsum angaben; lediglich 15,3% waren Nichtraucher.

Nur 3,4% aller eingeschlossenen Patienten wiesen ein negatives PD-L1-
Expressionsniveau auf, hiervon waren alle Raucher. 81,4% aller eingeschlossenen
Gewebeproben zeigten einen maRigen PD-L1-Expressionsstatus, wovon anteilig
71,2% der Gruppe ,Raucher® und nur 10,2% der Gruppe ,Nichtraucher® zugeordnet
werden konnten. In Analogie hierzu konnte in 15,3% der untersuchten und hier
eingeschlossenen Félle ein hoher PD-L1-Expressionsstatus in den entsprechenden
Gewebeproben nachgewiesen werden, wovon anteilig 10,2% auf Raucher und 5,1%
auf Nichtraucher entfielen. Cramers V Mal3zahl betragt 0,22. Rauchen beeinflusst die
PD-L1-Expression demnach nicht.
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Abbildung 21: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Tabakkonsum.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, mafig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem Tabakkonsum (nein, ja). (b) Kreuztabelle mit den Absolutwerten der subgruppenspezifischen
Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, maRig, hoch) im Zusammenhang mit dem Tabakkonsum
(nein, ja). (N=59)

4.3.5. Assoziation von PD-L1 und Tumorlokalisation

Zur Diskriminierung etwaiger Unterschiede des PD-L1-Expressionsstatus in
Abhéngigkeit der  Tumorlokalisation wurden diese beiden  Parameter
gegenilbergestellt.

Abbildung 22 ist zu entnehmen, dass von insgesamt 79 Gewebeproben Uber die Hélfte

(58,2%) aus dem Bereich des Oropharynx stammten. Knapp 30% des untersuchten
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Tumorgewebes stammte von der Zunge oder dem Mundboden. Lediglich 12,7% der
Patienten hatten einen Tumor im Bereich des Hypopharynx. 5,1% aller Gewebeproben
zeigten keine PD-L1-Expression, wovon alle Exzidate aus dem Oropharynx stammten.
45,6% der Exzidate mit maRiger PD-L1-Expression konnten Proben aus dem
Oropharynx zugeordnet werden, 25,3% entfielen auf Zunge bzw. Mundboden und
10,1% entsprachen Biopsaten aus dem Hypopharynx. Dies entspricht
zusammengenommen 81,0% aller ausgewerteten Proben. 13,9% aller untersuchten
Gewebe wiesen einen hohen PD-L1-Expressionsstatus auf, 7,6% entfielen auf
Exzidate aus dem Oropharynx, 3,8% auf Zunge bzw. Mundboden und 2,5% auf
Proben aus dem Hypopharynx. Cramers V Maldzahl betragt 0,12. Ein relevanter

Zusammenhang zwischen Tumorlokalisation und PD-L1 besteht nicht.
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Abbildung 22: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Tumorlokalisation.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit der Tumorlokalisation (Oropharynx, Zunge/ Mundboden, Hypopharynx). (b) Kreuztabelle mit den
Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, maRig, hoch) im
Zusammenhang mit der Tumorlokalisation (Oropharynx, Zunge/ Mundboden, Hypopharynx). (n=79)
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4.3.6. Assoziation von PD-L1 und Tumorart

Viele Tumoren besitzen die Fahigkeit, sich an das Immunsystem zu adaptieren. Die
Art des Tumors kann fir die Entwicklung von Resistenzmechanismen eine wichtige
Rolle spielen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, in welcher
Auspragung und mit welcher Haufigkeit die verschiedenen PECA-Varianten PD-L1
exprimieren. Unterschieden wurde zwischen Primarius, Zweitumor,
Lymphknotenmetastase und dem Auftreten eines Lokalrezidivs.

Abbildung 23 zeigt auf, dass sich unter 79 ausgewerteten Fallen 58 Primarien,
14 Zweitumoren, drei Lymphknotenmetastasen und vier regiondre Rezidive befanden.
Von den 58 Primartumoren zeigten 6,9% einen negativen, 77,6% einen mafigen und
15,5% einen hohen PD-L1-Expressionsstatus. Von den 14 Zweitumoren exprimierten
92,9% PD-L1 in maRigem und 7,1% in hohem Ausmal3. In der Kategorie der
Lymphknotenmetastasen exprimierten 66,7% PD-L1 in maRiger und 33,3% in hoher
Auspragung. Von den untersuchten Lokalrezidiven zeigten 100% eine maRige PD-L1-
Expression. Cramers V Malzahl betragt 0,11. Ein relevanter Zusammenhang

zwischen Tumorart und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 23: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Tumorart.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit der Tumorart (Primarius, Zweittumor, Lymphknotenmetastase, Lokalrezidiv). (b) Kreuztabelle mit
den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, maRig,
hoch) im Zusammenhang mit der Tumorart (Primarius, Zweittumor, Lymphknotenmetastase,
Lokalrezidiv). (n=79)

4.3.7. Assoziation von PD-L1 und TNM-Stadium

Zur Analyse, ob Tumoren zu jeder Zeit, d.h. unabhangig von ihrer GroRe, PD-L1
exprimieren oder ob die Grol3e des Tumors Einfluss auf die Expression von PD-L1 hat
- unter der Annahme, dass ein gro3erer Tumor mehr PD-L1 exprimieren muss als ein
vergleichsweise kleinerer, um sich effektiv vor dem Immunsystem schiitzen zu kénnen
- wurden fUr insgesamt 74 Patienten, bei denen das TNM-Stadium bekannt war, diese
beiden Parameter gegenubergestellt (vgl. Abbildung 24).

Bezuglich des T-Stadiums waren von 74 Patienten 27 einem T1-, 28 einem T2-, elf
einem T3- und acht einem T4-Stadium zuzuordnen. Unabhangig von der Tumorgréi3e

zeigte sich bei 81,1% ein mafiges PD-L1-Expressionsniveau der Tumorproben, 14,9%
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wiesen einen hohen, 4,1% einen negativen PD-L1-Expressionsstatus auf. Von den 3
Gewebeproben mit negativem PD-L1-Expressionsstatus wiesen 2 ein T2- und eine ein
T3-Stadium auf; auf die Kategorie T1 bzw. T4 entfielen hier keine Tumoren. Unter den
60 Proben mit maRiger PD-L1-Expression wiesen 27 (36,5%) ein T1- und 28 (27,8%)
ein T2-Stadium auf. Jeweils sieben (9,5%) der Tumorproben waren als T3- bzw. T4-
Stadium kategorisiert. Von den 11 Proben mit hohem PD-L1-Expressionsstatus waren
vier (5,4%) dem T1-Stadium, jeweils drei (4,1%) dem T2- bzw. T3-Stadium und
lediglich eine (1,4%) dem T4-Stadium zuzuordnen. Zusammengefasst zeigte sich fur
den Grol3teil der untersuchten Gewebeproben also ein T1- bis T2-Stadium bei maRiger
PD-L1-Expression. Cramers V Mal3zahl betragt 0,11; ein relevanter Zusammenhang

zwischen T-Stadium und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 24: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Tumorstatus.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem Tumorstatus (T1-T4: zunehmendes Ausmald der Tumorausdehnung, siehe Text). (b)
Kreuztabelle mit den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression
(negativ, maRig, hoch) im Zusammenhang mit dem Tumorstatus (T1-T4). (n=74)
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Als nachstes wurde der Lymphknotenbefall (N-Status) betrachtet (vgl. Abbildung 25).
Dabei wurde nur erhoben, ob Lymphknotenmetastasen vorhanden waren (N1) oder
nicht (NO). Es wurde keine Aussage dazu getroffen, wie viele Lymphknoten befallen
waren oder in welcher Region die Lymphknotenmetastasen lokalisiert waren. Fur
insgesamt sechs von 74 ausgewerteten Fallen blieb der Befall von Lymphknoten
unbekannt. Von den 68 eingeschlossenen Patienten waren fur 73,5%
Lymphknotenmetastasen beschrieben; 26,5% der inkludierten Patienten wiesen
keinen Lymphknotenbefall auf. Unter den 50 Patienten mit Lymphknotenmetastasen
zeigten 82,0% einen PD-L1-Expressionsstatus mafiger Ausprdgung. 14% der
Patienten hatten einen hohen PD-L1-Expressionsstatus, lediglich 4% einen negativen.
Von 18 Patienten ohne Absiedelung von Tumorzellen in Lymphknoten zeigten
wiederum 88,9% ein maRiges PD-L1-Expressionslevel, jeweils 5,6% ein negatives
bzw. hohes Ausmald der PD-L1-Expression. Cramers V Maldzahl betragt 0,12; ein
relevanter Zusammenhang zwischen Lymphknotenmetastasierung und PD-L1 besteht

demnach nicht.
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Abbildung 25: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Lymphknotenbefall.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem Lymphknotenbefall (NO: kein Lymphknotenbefall, N1: Lymphknotenbefall). (b) Kreuztabelle mit
den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, mafig,
hoch) im Zusammenhang mit dem Lymphknotenstatus (NO, N1). (n=68)
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Im Folgenden wurde der PD-L1-Expressionsstatus mit Angaben zu einer etwaigen
Fernmetastasierung korreliert. Fir 24 der untersuchten Falle waren in der Datenbank
keine Angaben zur Fernmetastasierung erfasst. Wie Abbildung 26 zu entnehmen ist,
wies der Grol3teil der Gbrigen 50 inkludierten Félle keine Fernmetastasierung (MO) auf.
Von den 45 Patienten mit fehlender Fernmetastasierung lie3 sich bei 82,2% ein
mafiiger, bei 4,4% ein negativer und fur 13,3% ein hoher PD-L1-Expressionsstatus
bezogen auf den Ausgangstumor feststellen. Unter den finf Patienten mit bekannter
Fernmetastasierung (M1) wiesen alle ein maRiges PD-L1-Expressionsniveau auf.
Cramers V Malzahl betragt 0,15. Ein relevanter Zusammenhang zwischen
Fernmetastasierung und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 26: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Fernmetastasierung.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit der Fernmetastasierung (MO: keine Fernmetastasierung, M1: Fernmetastasierung). (b) Kreuztabelle
mit den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, mafig,
hoch) im Zusammenhang mit der Fernmetastasierung (MO, M1). (n=50)
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4.3.8. Assoziation von PD-L1 und Grading

Das Grading beschreibt den Grad der Differenzierung eines Tumors, wobei drei
Grading-Stufen unterschieden werden. Das G1-Stadium beschreibt einen Tumor, der
noch sehr viel Ahnlichkeit zu seinem Ursprungsgewebe besitzt. Das G3-Stadium
kennzeichnet Tumoren, die sich nahezu voéllig entdifferenziert und jegliche Kontrolle
Uber ein geordnetes Wachstum verloren haben. Dieser Differenzierungsgrad ist
dementsprechend aggressiv.

Fir die vorliegende Arbeit konnten insgesamt 74 Falle hinsichtlich PD-L1-
Expressionsstatus und Grading korreliert werden. Abbildung 27 ist zu entnehmen,
dass 52 der Patienten im Hinblick auf ihren Ausgangstumor ein G2-Stadium
aufwiesen. Von diesen ergab sich bei 5,8% ein negativer, bei 82,7% ein maRiger und
bei 11,5% ein hoher PD-L1-Expressionsstatus. Bei 20 der Patienten wurde ein G3-
Stadium diagnostiziert, wovon 5% einen negativen, 20% einen mafligen und 70%
einen hohen PD-L1-Expressionsstatus aufwiesen. Lediglich 2 der Tumoren waren als
G1 Klassifiziert; beide wiesen jeweils einen negativen PD-L1-Expressionsstatus auf.
Cramers V Mal3zahl betragt 0,11. Ein relevanter Zusammenhang zwischen Grading
und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 27: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Grading.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, mafig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem Grading (G1-G3: zunehmender Grad der Entdifferenzierung, siehe Text). (b) Kreuztabelle mit
den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, mafig,
hoch) im Zusammenhang mit dem Grading (G1-G3). (n=74)

4.3.9. Assoziation von PD-L1 und Therapieform

In den meisten Fallen werden PECA von Kopf und Hals durch eine
Kombinationstherapie behandelt, da eine alleinige Therapie haufig nicht kurativ bzw.
nicht ausreichend wirksam ist. Es sollte deshalb untersucht werden, ob es eine
Assoziation zwischen der PD-L1-Expression und der durchgefuhrten Therapieform
gab. Fur die vorliegende Arbeit konnten insgesamt 76 Félle ausgewertet werden.

Abbildung 28 zeigt sechs Therapieoptionen, die in der Zeit von 2005 bis 2009 zur
Anwendung kamen und die, trotz Neuerungen durch die Immuntherapie, auch heute
noch aktuell sind. Von den insgesamt 76 Patienten erhielten 15 eine Dreifach-
Kombination aus Operation, Radiotherapie und Chemotherapie; 16 wurden durch eine
duale Kombination mittels Operation und Radiotherapie behandelt; 20 der Patienten
wurden ausschlief3lich operiert; weitere 16 wurden mittels einer Zweifachkombination

als Radio-Chemotherapie behandelt, lediglich sechs erhielten ausschliel3lich eine
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Chemotherapie und nur drei wurden durch die Kombination Operation und
Chemotherapie behandelt. Von den 15 Gewebeproben der Patienten, die eine
Behandlung in Form von Operation, Radio- und Chemotherapie erhielten, zeigten 14
einen mafigen PD-L1-Expressionsstatus und nur eine wies einen hohen
Expressionsstatus auf. Eine ahnliche Verteilung lie3 sich auch bei den 16
Gewebeproben der Patienten feststellen, denen eine Kombinationstherapie aus
Operation und Bestrahlung zu Teil geworden war. 13 dieser 16 Proben hatten einen
mafigen, zwei einen hohen und eine einen negativen PD-L1-Expressionsstatus. Von
den 20 Patienten, die alleinig operiert worden waren, wiesen 16 Gewebeproben ein
malfliges, vier ein hohes und eine ein negatives PD-L1-Expressionsniveau auf. Von
den 16 Patienten, die eine Radio-Chemotherapie erhalten hatten, ergab sich fir 13 der
zugehdrigen Gewebeproben ein maRiges PD-L1-Expressionsmuster, fur zwei ein
hohes und nur fur eine Gewebeprobe ein negativer PD-L1-Expressionsstatus. Fir die
Patienten, die ausschlief3lich eine Chemotherapie erhalten hatten, ergab sich fir vier
Proben ein maRiger PD-L1-Expressionsstatus und fur jeweils eine Probe mit negativer
bzw. hoher PD-L1-Expression. Zwei von drei Patienten, die mittels Operation und
Chemotherapie behandelt worden waren, zeigten in den histologischen Schnitten
einen maRigen PD-L1-Expressionsstatus; der dritte exprimierte PD-L1 nicht.
Cramers V Malizahl betragt 0,14. Ein relevanter Zusammenhang zwischen

Therapieform und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 28: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Therapieform.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit der Therapieform (OP: Operation, RT: Radiotherapie, ChT: Chemotherapie). (b) Kreuztabelle mit
den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, maRig,
hoch) im Zusammenhang mit der Therapieform (OP: Operation, RT: Radiotherapie, ChT:
Chemotherapie). (n=74)

4.3.10. Assoziation von PD-L1 und R-Status

Der R-Status beschreibt das Verbleiben von Tumorzellen (R: residual, lat.:
zurtickbleiben) nach erfolgter Therapie. Konnten alle Tumorzellen eliminiert werden,
wird dies als eine RO-Situation beschrieben. War die vollstdndige Entfernung des
Tumors nicht erfolgreich und bleibt ein mikroskopisches Residuum zuriick, wird dies
als R1-Status definiert. Kann keine Aussage uber einen Residualtumor getroffen

werden, wird dies als Rx-Status charakterisiert.
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Im Hinblick auf den R-Status in Abhangigkeit des PD-L1-Expressionsstatus konnten
56 von 79 Gewebeproben analysiert werden (vgl. Abbildung 29). Fir 42 von 56 der
Proben ergab sich ein RO-Status, fur 14 Proben ein R1-Status. Der Giberwiegende Teil
(83,3%) der Patienten mit einem RO-Status wies in den Gewebeproben ein mafiges
PD-L1-Expressionsniveau auf; 14,3% exprimierten PD-L1 in hohem Mal3e. Lediglich
2,4% dieses Kollektivs zeigte keine PD-L1-Expression. Unter den 14 Fallen mit einem
R1-Status zeigten 7,1% einen negativen PD-L1-Expressionsstatus; 78,6%
exprimierten PD-L1 in maRiger und 14,3% in hoher Auspragung. Cramers V Mal3zahl
betragt 0,11. Ein relevanter Zusammenhang zwischen R-Status und PD-L1 besteht
demnach nicht.
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Abbildung 29: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und R-Status.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit dem R-Status (RO: Resektion in toto, R1: Residualtumor, Rx: Resektionsstatus nicht beurteilbar).
(b) Kreuztabelle mit den Absolutwerten der subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression
(negativ, mafig, hoch) im Zusammenhang mit dem R-Status (RO, R1, Rx). (n=56)

4.3.11. Assoziation von PD-L1 und Tumorfreiheit

Im Falle einer R1-Situation werden Tumoren fur gewohnlich nachreseziert um eine
RO-Situation anzustreben. Ist dies nicht erfolgsversprechend, wird der Versuch
unternommen, die Therapie weiter zu eskalieren, z.B. mittels adjuvanter oder
neoadjuvanter Chemotherapie. Ziel ist es, den Patienten vollstdndig von seinem
Tumor zu befreien. Verbleibende Tumorzellen kdnnten andernfalls erneut proliferieren

und so Rezidive, Metastasen oder Zweittumoren bilden. Das zu diesem Zweck
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hinsichtlich einer Assoziation mit dem PD-L1-Expressionsstatus untersuchte Kollektiv

umfasste 48 Patienten, da fur 31 der insgesamt 79 Falle hierzu keine Daten vorlagen.

Von den 48 ausgewerteten Fallen wurden 20 kurativ behandelt, 28 waren nicht

tumorfrei. Wie Abbildung 30 zu entnehmen ist, zeigten 95% des tumorfreien Kollektivs

einen PD-L1-Expressionsstatus mafliger Auspragung; die ubrigen 5% zeigten ein

hohes PD-L1-Expressionsniveau. Das nicht-tumorfreie Kollektiv umfasste 10,7% mit

Nachweis eines negativen, 71,4% eines mafiigen und 17,9% eines hohen PD-L1-

Expressionsstatus. Cramers V Mal3zahl betragt 0,31. Ein relevanter Zusammenhang

zwischen Tumorfreiheit und PD-L1 besteht demnach nicht.
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Abbildung 30: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Tumorfreiheit.

(a) Subgruppenspezifischer PD-L1-Expressionsstatus (negativ, magig, hoch) in % im Zusammenhang
mit der Tumorfreiheit (tumorfrei, nicht tumorfrei). (b) Kreuztabelle mit den Absolutwerten der
subgruppenspezifischen Verteilung der PD-L1-Expression (negativ, mafig, hoch) im Zusammenhang
mit der Tumorfreiheit (tumorfrei, nicht tumorfrei). (n=48)
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4.3.12. Assoziation von PD-L1 und Gesamtiuberleben

Um zu untersuchen, ob der PD-L1-Expressionsstatus das Gesamtiberleben von
Patienten mit PECA der Kopf-Hals-Region beeinflusst, wurde das PD-L1-
Expressionsniveau in Assoziation zu den Uberlebensdaten der Patienten gesetzt. Fur
die Berechnung wurde dabei der Zeitraum des Uberlebens ab dem Diagnosezeitpunkt
definiert; d.h. unbericksichtigt blieb das Hinzutreten anderer Morbiditdten oder das
Auftreten eines Rezidivs, Zweittumors oder einer Metastasierung. Abbildung 31
veranschaulicht die Uberlebenszeit der Patienten in Monaten in Abhangigkeit des
PD-L1-Expressionsstatus der korrespondierenden Gewebeproben. Insgesamt
konnten die Uberlebensdaten fiir 79 Patientenfalle ausgewertet werden. Von diesen
konnten vier der Kategorie PD-L1-Expressionsstatus ,negativ‘, 64 der Kategorie
,manig“ und zehn der Kategorie ,hoch” zugeordnet werden. Die Kreuze innerhalb der
einzelnen Kurven stellen Zensierungen dar, wobei es sich um Ereignisse handelt (z.B.
Weiterbehandlung in einem anderen Klinikum, Wegzug), die dazu flhrten, dass
Patienten fur eine weitere Betrachtung ausschieden. Unter den Féllen, deren
Gewebeproben der Kategorie negative PD-L1-Expression zuzuordnen waren, traten
zwei solcher Ereignisse auf; bei den Fallen mit mafiger PD-L1-Expression konnten 27
Ereignisse und in der Kategorie mit hoher PD-L1-Expression sieben Ereignisse
registriert werden. Wie den Kurven zu entnehmen ist, zeigte sich fir das betrachtete
Gesamtkollektiv ein schlechteres Uberleben fiir Patienten mit hohem PD-L1-
Expressionsstatus gegeniber denjenigen mit mafiger PD-L1-Expression. Von den
insgesamt vier Patienten mit negativem PD-L1-Expressionsstatus verstarb einer kurz
nach der Diagnosestellung. Der Patient mit der langsten Uberlebenszeit bei negativem
PD-L1-Expressionsstatus Uberlebte nach Diagnosestellung noch etwa 30 Monate. In
dem Kollektiv mit einem malfigen PD-L1-Expressionsstatus verstarb der friheste
ebenfalls kurz nach Diagnosestellung, der am langsten tberlebende Patient etwa 130
Monate nach Feststellung der Diagnose. Von den zehn Patienten mit hohem PD-L1-
Expressionsstatus verstarb einer ca. 30 Tage nach Diagnosedatum. Der Patient, der
bei hoher PD-L1-Expression am langsten tberlebte, verstarb ca. 100 Monate nach
Diagnosestellung. Die Kurve fir diejenigen mit negativem PD-L1-Expressionsstatus
suggeriert zwar ebenfalls schlechtere Uberlebenschancen, jedoch tiberschneiden sich
die Kurven von Patienten mit einem negativen und denen eines maldigen PD-L1-

Expressionsstatus. Die Uberschneidung der Kurven kommt durch das sehr kleine
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Kollektiv mit ,PD-L1 negativ® zustande. Wie aus Abbildung 31 ersichtlich, ist diese
Assoziation als statistisch relevant zu werten (p=0,05), wonach ein héherer PD-L1-

Expressionsstatus mit einer geringeren Uberlebenszeit korrespondiert.
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Abbildung 31: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Gesamtiberleben.

PD-L1-Expressionsstatus [% der Gewebeflache] in Bezug auf die Uberlebenszeit [Monate]. PD-L1-
Expressionsstatus negativ (blaue Kurve), mafig (griine Kurve), hoch (gelbe Kurve), negativ zensiert
(blaues Kreuz), maRig zensiert (grines Kreuz), hoch zensiert (gelbes Kreuz). (n=78, p: 0,05)

4.3.13. Assoziation von PD-L1 und rezidivfreier Zeit

Fir die Beurteilung des Einflusses einer verstarkten PD-L1-Expression auf die
rezidivfreie Zeit von Patienten mit PECA des Kopf- und Halsbereiches wurde diese der
Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs gegenibergestellt. Fur die Berechnung wurde
dabei der Zeitraum vom Diagnosezeitpunkt bis zum Auftreten eines Rezidivs definiert.
Abbildung 32 sind die Zeiten in Monaten bis zum Auftreten eines Rezidivs zu
entnehmen. Die Farbe der Kurven ist analog zu denen fur das Gesamtuiberleben (vgl.
Abbildung 31). Die Kreuze innerhalb der Kurven fehlen hier, da keine Zensierung
erfolgte und demnach kein Patient von einer weiteren Beobachtung ausgeschlossen
wurde. Insgesamt entwickelten 38 Patienten des Gesamtkollektivs ein Rezidiv. Von
diesen ergab sich fur lediglich zwei Patienten ein negativer, fr 32 ein mafiger und fur
vier ein hoher PD-L1-Expressionsstatus. Es zeigte sich ferner, dass sich die
Konfidenzintervalle der Mediane fur die drei Kategorien unterscheiden und relativ in

ihrer Spannweite variieren, wenngleich das Kollektiv PD-L1 ,negativ‘ und PD-L1
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,hoch® in dieser Assoziation weniger stark auseinanderliegen als bei Betrachtung in
Hinblick auf das Gesamtuberleben. Bei zwei Patienten mit negativem PD-L1-
Expressionsstatus trat bei einem Patienten ein Rezidiv nach ca. funf und bei einem
anderen nach ca. 8 Monaten auf. Unter den 32 Patienten mit maRigem PD-L1-
Expressionsstatus trat das friheste Rezidiv nach ca. einem Monat auf; der Patient, der
am langsten ohne Rezidiv lebte, blieb ca. 145 Monate tumorfrei. Hinsichtlich der
insgesamt vier Patienten mit einem hohen PD-L1-Expressionsstatus ergab sich das
friheste Rezidiv nach ca. vier Monaten und die langste rezidivireie Zeit in dieser
Kategorie betrug ca. 22 Monate. Die mediane Zeit bis zum Auftreten eines Progresses
betrug in der Kategorie PD-L1 ,mafRig“ schatzungsweise 21 Monate und fir PD-L1
,hoch“ schatzungsweise zehn Monate. Diese Ergebnisse sind als statistisch relevant

Zu werten.
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Abbildung 32: Assoziation von PD-L1-Expressionsstatus und Zeit bis zum Auftreten eines
Rezidivs.

Kumulatives Uberleben [%)] in Bezug auf die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs [Monate]. PD-L1-
Expressionsstatus negativ (blaue Kurve), mafiig (griine Kurve), hoch (gelbe Kurve. (n=38, p: 0,02)
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5. Diskussion

Der PD-1:PD-L1-Signalweg ist ein wichtiger Checkpoint unseres Immunsystems, der
einerseits der Herstellung einer Balance zwischen aktivierenden und inhibitorischen
Signalen dient und somit daran beteiligt ist, eine zu schwache oder Uberschiel3ende
Immunantwort zu verhindern, andererseits Tumoren dienlich ist, um sich vor dem
Immunsystem zu maskieren.

Der Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren - wie beispielsweise Pembrolizumab - hat sich
innerhalb kirzester Zeit zu einer wichtigen onkologischen Therapieoption entwickelt,
bei der jedoch winschenswert ware, dass eine personalisierte Diagnostik i.S.
pradiktiver oder prognostischer Marker erfolgt, um die Zahl unnétig Behandelter zu
reduzieren und den grof3tmaglichen Benefit fur Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit
fur ein Therapieansprechen zu erzielen [37]. Die Wirksamkeit einer Therapie mit einem
Checkpoint-Inhibitor wie Pembrolizumab beruht auf der Expression von PD-L1 im
Mikromilieu von Tumoren, was dazu fuhrt, dass PD-1-positive T-Zellen deaktiviert
werden und somit die Fahigkeit zum Tumorangriff verlieren [73]. Durch Blockade von
PD-1 mittels monoklonaler Antikdrper kann PD-L1 nicht mehr an PD-1 binden und die
T-Zelle bleibt aktiv an der Bekdmpfung des Tumors beteiligt.

Als Voraussetzung fur einen Therapieerfolg mit PD-1-Antikorpern wie Pembrolizumab
gilt die Pravalenz PD-L1-positiver Tumoren und der dazugehdrigen Immunresponse
PD-1-positiver Lymphozyten, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind. Hypothese
dieser Arbeit war es, dass PECA der Kopf-Hals-Region PD-L1 exprimieren und dass
dies den Verlauf der Erkrankung bzw. klinische Parameter, die Aggressivitat des
Tumors sowie die Uberlebenszeit negativ beeinflusst. Wenngleich es einige Studien
gibt, welche die Pravalenz von PD-L1 untersuchen, so ist die Literatur mit Blick auf
eine Assoziation zu klinisch-pathologischen Parametern in Bezug auf PECA des Hals-
Kopf-Bereiches bisher jedoch noch rar und z.T. uneinheitlich. Die Erfassung der PD-
L1-Expression durch verschiedene Tests erschwert dariber hinaus die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse klinischer Studien [37]. Es konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass sowohl das Gesamtiuberleben als auch die rezidivfreie Zeit fur
Patienten mit PECA der Kopf-Hals-Region negativ durch die PD-L1-Expression

beeinflusst wird.
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Die Kaplan-Meier-Kurven fur die PD-L1-Kategorien ,maRig“ und ,hoch“ demonstrieren,
dass die Wahrscheinlichkeit fir Patienten mit hohem PD-L1 Status innerhalb des hier
beobachteten Zeitraums noch zu leben geringer ist als bei Patienten mit méaRigem PD-
L1 Status. Abbildung 31 zeigt auf, dass nach 50 Monaten noch etwa 60% der Patienten
mit einem maRigen PD-L1-Expressionslevel leben, wohingegen es von den Patienten
mit einem hohen PD-L1-Expressionsniveau nur etwa 35% sind. Die
Uberlebensfunktion von PD-L1-negativ kann an dieser Stelle nicht sinnvoll interpretiert
werden, da die Stichprobe zum Vergleich mit den beiden anderen
Uberlebensfunktionen viel zu klein ist. Dies gilt in @hnlicher Weise auch fur die
Kategorie PD-L1-hoch, wenngleich diese Kategorie eine hthere Fallzahl beinhaltet.
Mit Blick auf den doch sehr deutlichen Unterschied der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten zwischen PD-L1-maRig und -hoch in der hier
vorliegenden Arbeit, ware es jedoch sehr unwahrscheinlich, dass sich selbst bei
deutlicher Erhohung der Fallzahl fur PD-L1-hoch eben dieser Unterschied komplett
aufhebe. Abbildung 31 lasst sich ferner entnehmen, dass in allen 3 PD-L1-Kategorien
die gro3te beobachtete Zeit tatsachlich auch eine Ereigniszeit - namlich der Tod - war.
Dies erscheint auf den ersten Blick etwas ungewdhnlich, ist mit Blick auf das zumeist
hohe Alter zum Diagnosezeitpunkt jedoch erklarbar. Es ist also gut denkbar, dass ein
Patient, bei dem die Diagnose beispielsweise im Alter von 70 Jahren gestellt wurde,
10 Jahre spater verstorben ist, unabhangig davon, ob dies an der Tumorerkrankung
oder einer anderen Todesursache lag.

Die Ergebnisse fur die Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit decken sich u.a. mit drei
Metaanalysen fur das nicht kleinzellige Lungenkarzinom (NSCLC) sowie der Keynote-
001-Studie und Studien zum malignen Melanom [37, 74]. Bei den genannten
Tumorentitdten handelt es sich um recht aggressive Malignome, die haufig erst in
einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden, und fir deren Aggressivitat
PD-L1 inzwischen als mitverantwortlich gilt [37, 74]. Die in der Literatur beschriebene
PD-L1-Positivitdt zeigt nicht nur fir Tumoren derselben Entitat, sondern auch fir
Tumoren unterschiedlichen Gewebeursprungs deutliche Schwankungen [37]. Das
Problem bei der Erhebung des PD-L1-Expressionsstatus sind dabei zum einen
Unterschiede bei der Methodik (z.B. konventionelle IHC, TMA oder quantitative

Immunfluoreszenz), eine Prazisionslicke bzgl. einer Definition fir PD-L1-positiv sowie
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die Komplexitat des Immunsystems und die Prasenz von Immunzellen im und um den
Tumor herum [37].

Fur die Erhebung des PD-L1-Status wurden fur die vorliegende Arbeit TMA angefertigt,
die immunhistochemisch gefarbt wurden. Fur die Anfertigung eines TMA sollten
Gewebeareale mit mdglichst viel Tumorgewebe aber wenig Nekrose und Stroma
ausgewahlt werden. Das Problem bei TMA ist jedoch, dass PECA der Kopf-Hals-
Region sehr heterogen sind und das TMA lediglich einen sehr kleinen Anteil der
gesamten Tumorbelastung des Koérpers darstellt, wodurch die entnommene Probe
evtl. nicht reprasentativ fur den PD-L1-Status des gesamten Tumorgewebes ist. Wie
Hofman et al. an einem Beispiel illustrierten, kann der Anteil PD-L1-positiver
Tumorzellen in verschiedenen Biopsaten ein und desselben Tumors durchaus
zwischen <1% und >50% liegen [37, 75].

Methodische Unterschiede, die die z.T. grol3e Spannbreite des PD-L1-Status fir
Tumoren verschiedener Studien ebenfalls erklaren konnten, sind uneinheitliche
Ausgabeparameter bei der Analyse, wie z.B. ,Anzahl positiver Zellen®, ,prozentualer
Anteil positiver Zellen“ oder ,positive Zellen pro Flache*.

Fir die statistische Auswertung dieser Arbeit wurde vor dem Hintergrund einer
besseren Vergleichbarkeit und starken Heterogenitat von PECA - z.T. auch wegen
GroRRenunterschieden der Gewebeproben - der prozentuale Anteil positiver Zellen fur
die jeweilige Farbung erhoben und im Sinne einer Plausibilitdtsprifung mit der
absoluten Zahl an positiven Zellen verglichen.

Die o0.g. Problematik der fehlenden Uniformitat von Scoring-Systemen zur Erfassung
des PD-L1-Status zeigte sich auch in dieser Arbeit. Fur die Erfassung des PD-L1-
Status werden sehr haufig der sog. Tumor proportion score (TPS) oder der combined
positive Score (CPS) verwendet. TPS sind definiert als der prozentuale Anteil an
Tumorzellen mit einer kompletten oder partiellen membrandsen Anfarbbarkeit
irgendeiner Intensitat. [71] Der TPS bewertet im Gegensatz zum CPS ausschlief3lich
die Membranfarbungen in Tumorzellen und wird vorrangig bei NSCLC, Melanomen
und Karzinomen der Kopf-Hals-Region eingesetzt, wohingegen der CPS auch oder
ausschlief3lich PD-L1-Farbungen in bestimmten Immunzellen bericksichtigt [76]. Die
Festlegung von Cut-off-Werten flur den TPS ist in der bisherigen Literatur nicht
eindeutig definiert und variiert dariber hinaus in Abh&ngigkeit vom eingesetzten PD-

L1-Antikorper fir die IHC [71]. Die Spannweite von Cut-off-Werten anderer Autoren

-73-



Diskussion

zur Charakterisierung der PD-L1-Positivitat ist grof3 und beinhaltet je nach Studie eine
variable Abstufung. Gelaufig ist durchaus eine Graduierung der Cut-offs bei 1%, 5%,
10%, 25% und 50% [71]. Fur die vorliegende Arbeit wurden zwei Cut-offs gewabhilt;
einer bei 1%, der andere bei 50% Positivitat. Fiir die Betrachtung der Uberlebensdaten
wére die Festlegung mehrerer Kategorien bzgl. des TPS bei der verhaltnismaliig
geringen Anzahl an Proben moglicherweise aufgrund einer fehlenden Vergleichbarkeit
weniger transparent gewesen. Vielleicht hatte sich bei einer groReren Anzahl an Cut-
offs aber auch eine starkere Tendenz erkennen lassen, ab welchem prozentualen PD-
L1-Anteil des Tumors eine signifikant starkere Mortalitat zu verzeichnen ist. Fir den
Einsatz von Biologicals wie Pembrolizumab scheint dies jedoch irrelevant zu sein. Die
meisten Studien, die PD-L1 mit Uberlebensdaten korrelierten, untersuchten nicht den
direkten Effekt von PD-L1 auf die Uberlebenszeit oder die progressionsfreie Zeit,
sondern die Wirkung eines Checkpoint-Inhibitors bei vorbekanntem PD-L1-Status auf
die Uberlebensdaten. Die Frage nach der Uberlebenszeit ist also weniger vom
Ausmald eines positiven PD-L1-Status als vielmehr von der gewahlten Therapie
abhangig. Dies wiederum erfordert eine Standardisierung von Testverfahren zur
Erfassung des PD-L1-Status unter Beriicksichtigung der angewandten Cut-off-Werte.
Dolled-Filhart et al. kamen zu dem Schluss, dass die einfachste Methode zur
Erfassung der PD-L1-Positivitat fur die klinische Praxis, die zu sein scheint, die
Tumoren als positiv fur PD-L1 wertet, wenn diese eine Anfarbbarkeit von = 50%
aufweisen [37]. Dafir spricht, dass ein hohes PD-L1-Expressionsniveau ein besseres
Therapieansprechen auf Immuntherapeutika verspricht [71, 77, 78]. In der Literatur
finden sich jedoch auch Angaben dafiir, dass einige Tumoren mit einem TPS <50%
auf Pembrolizumab reagierten, andere mit einem TPS =50% dies aber nicht taten [37].
Mehrere Studien belegen zudem, dass sogar bei einigen Patienten mit einem
negativen PD-L1-Status ein signifikantes Ansprechen auf Checkpoint-Inhibitoren
beobachtet werden konnte [71, 79]. Ein Grund hierfir konnte ebenfalls die
Heterogenitdt von PECA des Kopf-Hals-Bereichs oder aber auch die Bildung von
Epitopen sein [80].

Ein anderes Problem, das sich bei der Betrachtung der Uberlebensdaten von
Patienten mit Tumoren irgendeiner Auspragung von PD-L1 ergibt, ist die komplexe
Wirkweise des Immunsystems sowie die tatsachliche Prasenz von Immunzellen im

Tumormikromilieu. Es stellt sich die Frage, inwieweit der PD-1:PD-L1-Signalweg
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alleine Einfluss auf die Tumorbiologie und damit auf die Uberlebenszeiten der
Patienten hat oder inwieweit andere Komponenten und Signalkaskaden des
Immunsystems im Zusammenwirken hierauf Einfluss nehmen [71]. Um diesbezugliche
Indizien zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht nur der PD-L1-Status
erhoben, sondern auch das tumorbegleitende Entziindungsinfiltrat anhand von
Oberflachenmarkern fir CD3, CD4, CD8, CD56, CD68 und PD-1 charakterisiert. Wie
sich fur diese Arbeit herausstellte, korreliert die PD1-Positivitat mit der PD-L1-
Expression. Dieses Ergebnis wurde hier als nicht signifikant gewertet, spiegelt jedoch
klar einen erkennbaren Zusammenhang wider (vgl. Abbildung 6 und Abbildung 7). In
einer Studie von Malaspina et al. konnte eine erhdhte Expression von PD-1 auf Zellen
des peripheren Blutes von Patienten mit PECA von Mundhdhle und Oropharynx
nachgewiesen werden. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass in den besagten
Lasionen eine Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor stattfindet, die sich
Prognose-limitierend bzw. mortalitatserhdhend auswirkt [31]. Ein grofR3er oder
aggressiver PD-L1-exprimierender Tumor benétigt vermutlich mehr PD-1-positive
Lymphozyten in seiner direkten Umgebung zur Erzeugung eines ausreichend starken
inhibitorischen Signals i.S. einer Immunsysteminaktivierung im Vergleich zu einem
kleinen bzw. weniger aggressiven Tumor. Der Grund fir eine fehlende Signifikanz
beziglich des Zusammenhangs von PD-L1-Positivitat und PD-1-Expressionsstatus
konnte in der Heterogenitat der verschiedenen PECA begrindet liegen. Diese
Heterogenitat konnte letztlich auch ursachlich dafir sein, dass in den hier
ausgewerteten Daten eine fehlende Normalverteilung und eine dadurch bedingte
Rechtsschiefe vorliegt.

Ein anderer histologischer Parameter, fur den sich klar eine positive Assoziation mit
PD-L1 ergab, ist der Oberflachenmarker CD3. Die Hauptpopulation der
Leukozyteninfiltrate in Oralkarzinomen stellen CD3-positive Zellen dar [31]. Der PD-
1.PD-L1-Signalweg fuhrt, wie mehrere Studien zeigen konnten, zu einer
Herunterregulation einer CD3/ CD28-stimulierten Antwort, was in Folge eine starke
TZR-vermittelte Proliferationshemmung von T-Zellen bedingt [32]. Das Resultat der
PD-1:PD-L1-Interaktion ist dabei von der Starke des CD3/ CD28-Signals abhéangig
[32]. Wie sich fir diese Arbeit zeigte, erhoht sich mit steigendem PD-L1-
Expressionsniveau auch der prozentuale Anteil an CD3-positiven Zellen. Diese

Ergebnisse decken sich mit anderen Studienergebnissen. So konnte etwa bei
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Melanompatienten mit metastasiertem Sentinel-Lymphknoten gezeigt werden, dass
eine tumorale PD-L1-Expression signifikant mit der Anwesenheit von intratumoralen
CD3-Lymphozyten korreliert ist [79]. Wie Kakavand et al. dariiber hinaus zeigen
konnten, scheint eine hohere Dichte an tumorinfiltrierenden CD3-positiven
Lymphozyten offenbar nicht nur mit einem verbesserten rezidivfreien Uberleben,
sondern auch Gesamtuberleben assoziiert zu sein [79]. Der Effekt einer hoheren CD3-
Dichte auf Uberlebensdaten wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht.
CDa3 ist als ein Proteinkomplex auf der Oberflache von T-Zellen mal3geblich an der
Aktivierung von Lymphozyten beteiligt. T-Zellen kdnnen korrespondierende Liganden
fur PD-1 - insbesondere nach der TZR-Stimulation und sogar in Abwesenheit der
CD28-Costimulation - exprimieren [25], was ein Erklarungsansatz fir die positive
Assoziation von PD-L1-Expression und CD3-Positivitat sein konnte. Die Anwesenheit
von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) im Mikromilieu des Tumors ist nicht nur mit
einer besseren Prognose, sondern auch mit einem besseren Therapieansprechen bei
unterschiedlichen Tumorentitdten assoziiert [43]. Es existieren verschiedene
Lymphozyten-Untergruppen, die z.T. verschiedene oder sogar entgegengesetzte
Funktionen in der direkten Tumorumgebung erfullen. Ein Beispiel hierfir sind CD4-
positive Immunzellen, deren Rolle im Rahmen der Tumorabwehr bis heute nicht
abschlieBend geklart ist. Die zahlreichen CD4-Subtypen erfillen teils inhibitorische,
teils stimulatorische Funktionen [43, 44, 81]. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden konnte, korreliert die CDA4-Positivitat nicht mit dem Ausmal} der PD-L1-
Expression, denn fir alle drei PD-L1-Kategorien ergaben sich vergleichbare Werte der
CD4-Positivitat (vgl. Abbildung 10 und Abbildung 11). Dies kdnnte durch die vielfaltigen
Funktionen CD4-positiver Immunzellen begriindet sein. Ferner erlaubt die hier
angewandte Methode der IHC letztlich nur Aussagen dartber, ob eine Zelle CD4-
positiv ist oder nicht; eine Diskriminierung der in der Gewebeprobe enthaltenen CD4-
Subtypen gelingt jedoch nicht. Somit lassen sich keine Ruckschlisse auf den
Stellenwert von CD4 (i.e. stimulierend oder inhibierend) in der
PD1:PD-L1-Signalkaskade von PECA des Kopf-Hals-Bereiches ziehen. In einer
Studie von Lyford-Pike et al. konnte demonstriert werden, dass sowohl fur CD4- als
auch fur CD8-Positivitat eine positive Assoziation zur PD-L1-Expression besteht [61].
Auch in der vorliegenden Arbeit korreliert das Ausmald der PD-L1-Expression mit dem

Nachweis CD8-positiver Zellen. Wenngleich die Ergebnisse als statistisch
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nicht-signifikant gewertet wurden, so ergibt sich durch Mittelwertvergleich
(vgl. Abbildung 12 und Abbildung 13) doch eine deutliche Tendenz, dass der Anteil
CD8-positiver Zellen mit steigendem PD-L1-Expressionstatus steigt. Dieses Ergebnis
deckt sich mit dem von Lyford-Pike et al., wo gleiche oder aber sogar hohere CD8-
Spiegel auf tumorinfiltrierenden T-Zellen gegenuber CD4-positiven Zellen
nachgewiesen werden konnten [61]. Eine weitere Studie von Brown et al. konnte
zeigen, dass PD-Liganden die CD8-vermittelte T-Zellaktivierung effektiver inhibieren
als die der CD4-T-Zellen und dass insbesondere PD-L1 die CD8-vermittelte Lyse
inhibiert [30]. Diese Effekte untermauern einmal mehr, dass PD-L1
hdchstwahrscheinlich  von Tumoren zur Deeskalation einer antitumoralen
Immunantwort genutzt wird [30, 38, 82]. Schlussfolgernd ist es ebenfalls denkbar, dass
hohere Konzentrationen von Immunzellen mit diesen Oberflichenmarkern erforderlich
sind und in das peritumorale Milieu rekrutiert werden, um einer vollstandigen Inhibition
der Immunantwort durch PD-L1 entgegenzuwirken.

Bei der Untersuchung von Oralkarzinomen durch Malaspina et al. korrelierte die
tumorale Expression von PD-L1 direkt mit einer schlechteren Prognose und indirekt
proportional mit dem Vorhandensein CD8-positiver, tumorinfiltrierender T-Zellen [31,
43]. Auch in einer Metaanalyse von de Ruiter et al. konnte gezeigt werden, dass
sowohl HPV-negative als auch HPV-positive Patienten offenbar von einer hohen
Anzahl an CD8-positiven tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten profitieren, da sich eine
deutliche Assoziation beziiglich eines positiven klinischen Verlaufs bei Patienten mit
einem PECA des Kopf-Hals-Bereiches zeigte [43, 57].

Eine weitere Feststellung dieser Arbeit ist die signifikant positive Assoziation von
CD68-Positivitat und PD-L1-Expressionsstatus. Dieses Ergebnis deckt sich wiederum
mit den Erkenntnissen von Lyford-Pike et al., die Uber eine Co-Lokalisation von CD68
und PD-L1 im Mikromilieu von HPV-assoziierten PECA des Kopf-Hals-Bereiches
berichten [61]. Auch in Studien zum hepatozellularen Karzinom (HCC) konnten
Makrophageninfiltrationen positiv mit der PD-L1-Expression korreliert werden, woraus
geschlussfolgert wurde, dass das Makrophagen-beinhaltende Mikromilieu des Tumors
eine verstarkte PD-L1-Expression evoziert und Uber die PD-1:PD-L1-Kaskade eine
adaptive Resistenz bewirkt [83, 84]. In der vorliegenden Arbeit konnte die tumorale
PD-L1-Expression sowohl mit einer langeren Gesamtuberlebenszeit (p: 0,05) als auch

mit einer hoheren rezidivireien Zeit (p: 0,02) assoziiert werden. Andere Autoren
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konnten einen negativen Effekt hoher CD68-Spiegel auf Uberlebensdaten bei
Patienten mit einem PECA des Kopf-Hals-Bereiches nachweisen [11, 53, 57], was —
wie oben beschrieben — durch hohe PD-L1-Expression erklarbar ware, zumindest
jedoch nicht im Widerspruch zu den Erkenntnissen dieser Arbeit steht. Die positive
Assoziation von CD68 und PD-L1 ist sehr wahrscheinlich Ausdruck eines
synergistischen Effekts, der sich offenbar nicht nur fir HCC zeigt. Die alleinige
Induktion von PD-L1 auf der Tumoroberflache durch tumorassoziierte Makrophagen
erscheint unwahrscheinlich, da in der Arbeit von Lyford-Pike et al. ebenfalls PD-
L1-negative Tumoren z.T. einen hohen Anteil an tumorinfiltrierenden Lymphozyten
aufwiesen [61].

Der Anteil an CD56-positiven Zellen am tumorbegleitenden Entziindungsinfiltrat von
den hier untersuchten Tumoren ist sehr gering, sodass angenommen werden kann,
dass CD56 bei PD-L1-positiven PECA eher eine untergeordnete Rolle spielt,
wenngleich sich mit steigender PD-L1-Expression eine Abnahme des prozentualen
Anteils von CD56-exprimierenden Zellen zeigt. Moglicherweise spiegelt dies einen
Effekt von PD-L1 auf T-Zellen wider, da bei ausbleibender T-Zell-Aktivierung kein oder
zumindest weniger CD56 exprimiert wird. Die geringe Stichprobengréf3e erlaubt
diesbeziiglich jedoch nur Vermutungen; da die statistische Testung der vorliegenden
Ergebnisse keine Relevanz ergibt.

Das Durchschnittsalter zum Diagnosezeitpunkt von Patienten mit einem PECA des
Kopf-Hals-Bereiches betrug fur das hier untersuchte Kollektiv 62,2 Jahre, was sich mit
Literaturangaben deckt, wonach ein PECA des Kopf-Hals-Bereiches bevorzugt im
héheren Lebensalter auftritt; im Mittel zwischen der 6. und 7. Lebensdekade [4, 13, 23,
63]. Von den insgesamt 79 Gewebeproben wiesen 75 einen mafigen oder sogar
hohen PD-L1-Expressionsstatus auf, was die Rolle von PD-L1 in der Pathogenese von
PECA unterstreicht. Von diesem gepoolten Kollektiv war der jingste Patient 35 Jahre
und der alteste 72 Jahre alt, was in der vorliegenden Arbeit eine grof3e Spannweite
des Parameters Alter verdeutlicht. Wenngleich sich aufgrund der Kkleinen
Stichprobenzahl im Kollektiv PD-L1-negativ (n=4) und aufgrund der grof3en
Spannweite im Kollektiv PD-L1-mé&Rig und -hoch kein signifikanter Unterschied ergab,
so ist dies dennoch ein Indiz dafir, dass ein moglicher Zusammenhang zwischen
PD-L1-Positivitdt und Alter besteht. Jingere Patienten zeigen tendenziell einen

hoheren PD-L1-Expressionsstatus. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass PECA bei
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jungeren Patienten haufig HPV-assoziiert sind und HPV-positive PECA wiederum
verstarkt PD-L1 exprimieren, da eine verstarkte PD-L1-Expression das betroffene
Gewebe fur eine HPV-Infektion privilegiert [10, 61]. Ob eine HPV-Infektion jedoch
direkten Einfluss auf das Expressionsniveau von PD-L1 hat, kann aktuell nicht
abschlieRend beantwortet werden [36]. Unterschiede zwischen HPV-positiven und -
negativen PECA von Kopf und Hals erklaren sich moglicherweise auch dadurch, dass
die Expression des Rezeptors PD-1 auf Effektor-T-Zellen sowohl ein Indiz fur die
Asthenie der Zelle selbst als auch fur eine stérkere Sensibilitat derselben gegeniber
PD-L1-vermittelten Apoptose-Signalen sein kann [38, 62]. Nicht zuletzt sind die
prognostischen Auswirkungen dieses Tumortyps aul3ert heterogen, da die Expression
von PD-1 und seinen Liganden je nach Tumorlokalisation und -umgebung stark variiert
[39, 62], wenngleich PD-L1 bei PECA der Kopf-Hals-Region unabhangig vom HPV-
Status Uberexprimiert wird [36].

Der tberwiegende Teil (fast drei Viertel) der hier eingeschossenen Patienten mit einem
PECA des Kopf-Hals-Bereiches war mannlich, was sich mit Angaben aus der Literatur
deckt [13, 18]. Sehr wahrscheinlich ist dies zum einen damit zu begriinden, dass
Méanner im Durchschnitt haufiger und eher hoherprozentigen Alkohol konsumieren und
zum anderen der Anteil rauchender Manner hoher ist als der von Frauen [85, 86].
Ferner legen Studien nahe, dass HPV-Infektionen haufiger Manner als Frauen
betreffen [87] und somit das Risiko fir die Entwicklung eines HPV-positiven PECA bei
Mannern steigt. Eine Aussage daruber, ob das Geschlecht per se das Ausmal’ der
PD-L1-Expression beeinflusst, lasst sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch
nicht ableiten.

Alkoholkonsum als einer der Risikofaktoren fir die Pathogenese von PECA wurde in
der vorliegenden Arbeit ebenfalls dem Expressionsstatus von PD-L1
gegenubergestellt. Die retrospektiv ausgewerteten Daten zum Alkoholkonsum
umfassten nach Angaben aus der Datenbank TuBa — sofern Gberhaupt vorhanden —
die Kategorien ,kein Alkoholkonsum®, ,maRiger Alkoholkonsum“ und ,hoher
Alkoholkonsum®. Die genaue Menge oder Art des regelmaRig zugefuhrten Alkohols
konnte nicht genauer spezifiziert werden, da die Daten unter klinischen Aspekten und
nicht unter Voraussetzungen fur ein Studiendesign erhoben worden waren; eine
genauere Klassifizierung im Nachgang war ebenfalls nicht mdglich. Fur 31 Patienten

lagen keine Daten zum Alkoholkonsum vor; fiir die Gbrigen 48 Patienten waren Daten
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erfasst. Von den 40 Personen, die Alkohol tranken wiesen 6 einen hohen und 32 einen
mafigen PD-L1-Expressionsstatus auf. Von den 8 Personen, die Uberhaupt keinen
Alkohol konsumierten, zeigten alle 8 ein mindestens mafkiges PD-L1-
Expressionsniveau. Von 17 Patienten, die einen hohen Alkoholkonsum hatten, wiesen
je 2 einen negativen bzw. hohen PD-L1-Expressionsstatus auf; der tberwiegende Teil
zeigte ein mafiges PD-L1-Expressionsniveau. Wie seit langem bekannt ist, sind PECA
zwar Uberwiegend mit einem langjahrigen bzw. hohen Alkoholkonsum assoziiert,
dennoch zeigt sich nach aktueller Studienlage, dass immer mehr PECA - unabhangig
vom Alkohol- und/ oder Tabakkonsum - auf der Grundlage einer HPV-Infektion
entstehen [7, 12, 13, 61, 88]. Fur die meisten HPV-positiven PECA lasst sich kein
Ubermafiger oder chronischer Alkoholkonsum eruieren [61]. Dies verdeutlicht, dass
zwar eine Assoziation von PECA und Alkohol besteht, nicht jedoch von PD-L1-
positiven PECA und Alkohol, da in die Gruppe der PD-L1-positiven PECA sowohl die
Alkohol-assoziierten als auch die HPV-assoziierten Plattenepithelneoplasien fallen.

Tabakkonsum gilt als ein weiterer Hauptrisikofaktor fir die Entstehung von PECA im
Kopf-Hals-Bereich. In der vorliegenden Arbeit konnte eine positive Assoziation
zwischen Tabakkonsum und PD-L1-Positivitdt nachgewiesen werden. Die zugrunde
gelegten Angaben zum Rauchverhalten, die in der Datenbank TuBa erfasst worden
waren, unterschieden jedoch lediglich zwischen ,Rauchern® und ,Nichtrauchern®. Eine
genauere Diskriminierung, die eine quantitative Aussage zum Zigaretten- bzw.
Tabakkonsum erlaubt hatte, war in der Datenbank TuBa nicht einheitlich erfasst
worden, weshalb sich die Auswertung bezulglich des Merkmals ,Tabakkonsum® auf die
Kategorien ,Raucher” und ,Nichtraucher” beschrankte. Angaben hierzu fanden sich in
59 von insgesamt 79 erfassten Fallen. Fur 50 dieser Patienten war ein regelmaRiger
aktiver Tabakkonsum bekannt. Fur den weitaus gréf3eren Teil davon (48 Félle) konnte
ein maRiger oder sogar hoher PD-L1-Expressionsstatus nachgewiesen werden. Von
dem weitaus kleineren Kollektiv der Nichtraucher, wiesen alle 9 Gewebeproben eine
maRige oder hohe PD-L1-Expression auf. Wenngleich auch in dem Kollektiv der
Nichtraucher in allen Tumorproben eine PD-L1-Expression nachgewiesen werden
konnte, scheint ein Zusammenhang zwischen Tabakkonsum und PD-L1-Expression
wahrscheinlich. Ein Erklarungsansatz hierfir ist, dass Rauchen moglicherweise durch
lokale Veranderungen des Mikromilieus als Trigger fur die PD-L1-Expression wirkt, wie

auch bereits von anderen Autoren postuliert. Wie in einer Studie von Rizvi et al. gezeigt
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werden konnte, induziert Rauchen eine erhOhte Mutationslast in Tumoren, was
immunologische Epitope hervorbringen kann, die der Bekampfung von Tumoren
dienlich sein kénnen. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass vermehrt PD-L1 vom
Tumor exprimiert werden muss, damit dieser sich ausreichend vor der Zerstérung
durch zytotoxische T-Zellen schitzen kann [80]. Dieser Umstand kann durch
Verwendung entsprechender Immuntherapeutika ausgenutzt werden; mit der
Konsequenz eines besseren Ansprechens auf Immuntherapien bei Rauchern [89]. Der
Grund, dass diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit nicht hinreichend belegt
werden konnte, liegt zum einen an dem kleinen Kollektiv der erfassten Nichtraucher,
zum anderen sicher auch an der fehlenden Diskriminierung bezuglich der Quantitat
sowie des Zeitraums eines stattgehabten Tabakkonsums.

Unabhangig von der Tumorlokalisation wiesen 75 von 79 Patienten (das entspricht
94,9% des Gesamtkollektivs) einen mafRigen oder hohen PD-L1-Status auf; lediglich
vier Gewebeproben wiesen einen negativen Expressionsstatus auf. Diese Tatsache
konnte darin begrindet sein, dass sowohl die Infektion mit HPV als auch der
Tabakkonsum unabhangige PD-L1-Induktoren sind und bereits auf aerogenem Weg
allen hier untersuchten Tumorlokalisationen im Kopf-Hals-Bereich zuganglich sind.
Bei dem hier untersuchten Kollektiv waren die meisten Tumoren im Bereich des
Oropharynx lokalisiert; die wenigsten Tumoren fanden sich im Hypopharynx. Der
prozentuale Anteil an PD-L1-exprimierenden Zellen war dariiber hinaus am hdchsten
fur Tumoren des Oropharynx und am geringsten fir Tumoren des Hypopharynx.
Hinsichtlich einer positiven Assoziation zwischen Tabakkonsum und PD-L1-Positivitat
ist es denkbar, dass der Oropharynx intensiver als die anderen untersuchten
Lokalisationen mit volatilen Noxen in Kontakt kommt und die PD-L1-Expression damit
verstarkt. Die Ergebnisse bzw. Haufigkeitsverteilungen decken sich mit denen von
Muller et al. [90], wenngleich sich nach statistischer Testung der hier erhobenen Daten
keine statistische Relevanz ergibt.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten malignen Biopsaten (aus Primartumoren)
exprimierte der weitaus gréfl3ere Teil PD-L1. Von 58 untersuchten Primé&rtumoren
zeigten 54 einen mafigen oder hohen PD-L1-Expressionsstatus. Von den drei
erfassten Lymphknotenmetastasen sowie von den untersuchten Lokalrezidiven
wiesen alle einen malRigen oder hohen Expressionsstatus auf. In Kontrast dazu

zeigten 13 von 14 Zweittumoren lediglich eine negative PD-L1-Expression. Die hier
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erhobenen Ergebnisse untermauern eine starke Assoziation zwischen PECA des
Kopf-Hals-Bereiches und dem Ausmal3 der PD-L1-Expression.

Die TNM-Klassifikation zum Staging maligner Tumoren unterteilt nach Schweregraden
hinsichtlich der Ausdehnung (i.e. Gré3e und Infiltrationstiefe) des Primartumors (T),
des Lymphknotenbefalls (N) und etwaiger Metastasen (M).

Bezlglich der Ausdehnung des Primartumors konnten zum Diagnosezeitpunkt 74,3%
aller eingeschlossenen Falle (55 von 74) als T1 oder T2 klassifiziert werden; die
Ubrigen 25,7% (19 von 74 Proben) wurden zum Diagnosezeitpunkt als T3 oder T4
diagnostiziert. Von den 55 Proben die als T1 oder T2 klassifiziert wurden, wiesen
96,3% (53 von 55 Proben) einen maligen oder hohen PD-L1-Expressionsstatus auf.
Von den 19 Proben, die als T3 oder T4 klassifiziert wurden, zeigten ebenfalls 94,7 %
einen maRkigen oder gar hohen PD-L1-Expressionsstatus, sodass hier kein
signifikanter Unterschied in der PD-L1-Expression in Assoziation mit der Ausdehnung
des Primartumors geschlussfolgert werden kann.

Von 68 Fallen, fur die Angaben zur Lymphknotenmetastasierung vorlagen, zeigten
50 Lymphknotenmetastasen, was einem prozentualen Anteil von 73,5% entspricht.
Von diesen 50 Fallen wiederum wiesen 90% einen mafigen oder hohen PD-L1-Status
auf. Dieser Anteil lasst zunachst einen Zusammenhang zwischen Ausmald der
PD-L1-Expression und der Lymphknotenmetastasierung vermuten; jedoch wiesen von
den Ubrigen 18 Fallen ohne Lymphknotenmetastasierung ebenfalls 17 Gewebeproben
einen mafigen oder hohen PD-L1-Expressionsstatus auf, was einem Anteil von 94,4%
entspricht. In 3 Féllen aller 68 eingeschlossenen Falle wurde ein negativer
PD-L1-Expressionsstatus erhoben. Immerhin war flur 2zwei hiervon eine
Lymphknotenmetastasierung dokumentiert. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass
eine  hohe  PD-L1-Expression nicht zwingend mit einer hoheren
Lymphknotenmetastasierung assoziiert ist. Allerdings lasst sich dies aufgrund der
geringen Stichprobengroél3e in der Kohorte mit fehlender Lymphknotenmetastasierung
nicht stichhaltig belegen; eine groRere Zahl inkludierter Falle musste zur Verifizierung
dieser Annahme ausgewertet werden. Auch hinsichtlich einer Fernmetastasierung
waren nicht fur alle Patienten entsprechende Angaben in der Datenbank TuBa erfasst.
Von 50 inkludierten Fallen waren 90% (i.e. 45 Patienten) zum Erfassungszeitraum frei
von Fernmetastasen. Hiervon wiesen 82,2% ein mafRiges, 13,3% ein hohes und

lediglich 4,4% ein negatives PD-L1-Expressionsniveau auf. Von den 5 Patienten, fur
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die eine positive Angabe zur Fernmetastasierung erfasst war, zeigten alle ein mafiges
PD-L1-Expressionsniveau in der zugehdrigen Biopsie des Primarius. Diese Daten
lassen vermuten, dass eine hohe PD-L1-Expression nicht mit einer hdheren
Fernmetastasierung assoziiert ist, jedoch ist auch in diesem Fall die geringe
Stichprobengro3e der erfassten Falle mit Fernmetastasierung als mogliche
Fehlerquelle anzufiuihren. Gleichwohl decken sich die hier erhobenen Ergebnisse und
die daraus abgeleiteten Schlussfolgerungen mit denen anderer Autoren [90]. PECA
des Kopf-Hals-Bereiches metastasieren bevorzugt auf lymphogenem und erst sehr
spat auf hamatogenem Weg. Eine hamatogene Metastasierung ist demnach zeitlich
gesehen eher wahrscheinlich fur Tumoren gréReren Ausmafes bzw. fur Tumoren
eines hoheren Tumorstadiums. Der Fakt, dass die meisten der hier untersuchten
Tumoren als ein Tl-oder T2-Stadium eingestuft wurden und tendenziell mehr
lymphogen als hamatogen streuen, untermauert diese Annahme. Ferner ist
anzumerken, dass die TNM-Klassifikation der UICC vor dem Hintergrund einer
Beurteilung der Tumoraggressivitat und der klinischen Prognose als alleiniges
Kriterium nur eingeschrankt herangezogen werden kann, da es sich hierbei nicht um
eine histopathologische Charakterisierung des Tumors handelt. Die TNM-
Klassifikation bringt das Problem mit sich, dass lediglich die anatomische Ausdehnung
des Tumors erfasst wird. Wie in anderen Studien gezeigt werden konnte, beeinflusst
aber gerade die molekulare Beschaffenheit von PECA der Kopf- und Halsregion — so
schlussfolgernd auch das Expressionsniveau von PD-L1 — die Prognose [7].

Das Grading beurteilt den Differenzierungsgrad von Tumorgewebe und erlaubt unter
Hinzuziehung der TNM-Klassifikation Entscheidungshilfe zu Therapiemdglichkeiten
und Prognose einer Tumorerkrankung. Wie Abbildung 27 zu entnehmen ist, nimmt der
relative Anteil der hochsten Stufe der PD-L1-Expression mit dem Grad der
Entdifferenzierung zu und erreicht sein Maximum innerhalb der Gradingstufe G3
(G1: 0%; G2: 11,5%; G3: 25,0%). Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass eine
zunehmende PD-L1-Expression mit einer Entdifferenzierung von Tumoren
vergesellschaftet ist. Im Kontrast hierzu konnte in einer Arbeit von Miller et al. jedoch
keine Assoziation zwischen dem Ausmalfd der PD-L1-Expression und dem Grad der
Entdifferenzierung festgestellt werden [90]. Denkbar ist, dass auch in dieser
Gegenuberstellung der beiden Parameter der Stichprobenumfang innerhalb der

Grading-Stufen zu gering war und so zu einem statistischen Fehler zweiter Art fihrt.
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Diskussion

Unterschiedliche Therapieregime konnen den Verlauf von Tumorerkrankungen
wesentlich beeinflussen; daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob eine
Assoziation zwischen der PD-L1-Expression und der durchgefiihrten Therapieform
bestand. Da keiner der 74 Patienten, fur die die Therapie bekannt war, eine
neoadjuvante Therapie erhielt, l&sst sich keine Aussage dazu treffen, ob diese die
Auspragung des PD-L1-Expressionsniveaus beeinflusst. Nichtsdestotrotz wére es
denkbar, dass das PD-L1-Expressionslevel aufgrund einer bestimmten biologischen
Eigenart und deren klinischer Konsequenz signifikant bestimmte Therapieformen nach
sich zieht. Wie Abbildung 28 zeigt, kann aufgrund der hier vorliegenden Daten jedoch
kein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der PD-L1-Expression und einer der 0.g.
Therapieregime angenommen werden.

Die R-Klassifikation ist ein Indikator fUr einen etwaig bestehenden Residualtumor nach
Resektion. Unter der Annahme, dass aggressivere Tumoren schlechter resezierbar
sind als solche mit geringerer Entdifferenzierung, wurde der R-Status mit der PD-L1-
Expression korreliert. Hierbei ergab sich ein ahnliches Verteilungsmuster der PD-L1-
Expression innerhalb der Gruppen RO, R1 und Rx, sodass sich diesbezlglich keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des R-Status nachweisen lie3en. Hinzu kommt,
dass sowohl in der RO- als auch in der R1-Kohorte jeweils nur eine Probe und in der
Rx-Kohorte lediglich 2 Falle mit negativer PD-L1-Expression erfasst waren; sodass
auch hier der Stichprobenumfang - zumindest der Kohorte ,PD-L1 negativ“ deutlich
grol3er sein musste, um etwaige Unterschiede zwischen den Kohorten aufzuzeigen.
Dieses gilt in gleicher Weise auch fur den Parameter Tumorfreiheit.

Da es sich bei dieser Arbeit um eine retrospektive Analyse handelt, lieRen sich
bestimmte Parameter, wie z.B. die Festlegung von Cut-off-Levels zur genaueren
Charakterisierung des Alkohol- oder Tabakkonsums, im Nachhinein nicht weiter
modifizieren. Die in der TuBa hinterlegten Daten stammten letztlich aus den jeweiligen
Patientenakten, deren Vollstandigkeit gerade mit Blick auf die Therapieform oder z.B.
den genauen Alkohol- und Tabakkonsum offenbleiben musste. Ebenso sind
beispielsweise Fehler bei der Ubertragung in die Datenbank nicht ganzlich
auszuschliel3en, da die klinischen Daten von nur einer Person in die TuBa und somit
ohne Zweitkontrolle GUbernommen wurden. Zwei weitere wichtige Aspekte bei der
Beurteilung der erhobenen Ergebnisse sind die Anfertigung der Schnittpraparate und

deren immunhistochemische Farbungen. Wie Studien nahelegen, scheint die Wahl der
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Antikorper fur die IHC eine nicht unerhebliche Rolle fur die spatere Auswertung zu
spielen, da die Anfarbung je nach verwendetem Antikorper variieren kann [91].
DarlUber hinaus erfordert die Arbeit am Mikrotom einige Erfahrung, um gleichméaRige
dinne Schnitte zu erzeugen und kann aus diesem Grund zu qualitativen
Beeintrachtigungen fir die spatere Auswertung fuhren. Die Qualitat des Schnitts ist
des Weiteren auch von der primaren Sichtung des Gewebes abhangig, da sich hierbei
entscheidet, welche Gewebeareale zur nachfolgenden TMA-Anfertigung markiert
werden. Diese Markierung erfolgt jedoch manuell am Mikroskop. Die Schwierigkeit
besteht durch die z.T. hohe (bis zur 40-fachen) Vergroéf3erung und dem Einzeichnen
auf dem Objekttrager bei einer insgesamt relativ kleinen Objekttragerflache. Vor
diesem Hintergrund wurden bei den doch sehr heterogenen PECA nekrotische oder
stromareiche Areale teilweise miterfasst, dies u.a. auch dadurch bedingt, dass die
Erzeugung der Schnitte am Mikrotom fortlaufend an einem Gewebeblock erfolgte.

Die angewandte HALO®-Software hat gegeniiber dem konventionellen Vorgehen am
Mikroskop den Vorteil einer objektiven und reproduzierbaren Bildanalyse. Innerhalb
des Programms miussen jedoch mehrere Feineinstellungen vorgenommen werden,;
was sich in Bezug auf die sehr heterogenen PECA der Kopf-Hals-Region z.T. als
schwierig herausstellte. Dennoch zeigte sich in den stichprobenartigen Kontrollen (z.B.
Uber Abgleich von Gewebeschnitt und erstellten Classifiern) eine hohe
Ubereinstimmung. Ein  Qualitatsverlust durch  Verwendung der digitalen
Bildanalysesoftware konnte nicht beobachtet werden. Die Objekttrager-Scans waren
vollstandig; die Farbunterschiede authentisch.

Wie diese Arbeit zeigt, exprimiert die Uberwiegende Mehrzahl von PECA des Kopf-
Hals-Bereiches PD-L1 in irgendeiner Weise. Angesichts der Tatsache, dass die
Gruppe mit negativer PD-L1-Expression anteilsmafiig sehr klein ausfiel (4 von 79
Fallen entsprechend 5,1%), ist zu diskutieren, ob PECA des Kopf-Hals-Bereiches nicht
grundsatzlich einer Immuntherapie mit Checkpointinhibitoren wie Pembrolizumab
zugefuhrt werden sollten. In den Jahren 2014/ 2015 wurde Pembrolizumab als First-
Line-Therapie zur Behandlung des malignen Melanoms etabliert; in den Jahren 2015/
2016 zur Behandlung des NSCLC [65]. Die Keynote-012-Studie untersuchte als eine
multizentrische Phase Ib-Studie die Sicherheit und Antitumoraktivitat von
Pembrolizumab bei Patienten mit rezidiviertem und/ oder metastasiertem PECA im

Kopf-Hals-Bereich, bei welcher eine Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht des
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monoklonalen Antikdrpers im Intervall von zwei Wochen intravents uber einen
Zeitraum von 24 Monaten appliziert wurden [36]. Wie sich in derselben Studie
herausstellte, besitzt Pembrolizumab eine vielversprechende Antitumoraktivitat bei
einem insgesamt vertretbaren Nebenwirkungsprofil und es zeigte sich ein signifikant
besseres Ansprechen von Patienten mit positivem PD-L1-Status. Der Cut-off fur PD-
L1-positiv wurde in der Keynote-012-Studie (wie auch in der vorliegenden Arbeit) bei
= 1% festgelegt [36].

Im Hinblick darauf, dass der ganz lGiberwiegende Teil an Patienten mit einem PECA
des Kopf-Hals-Bereiches PD-L1 exprimiert, sollte diskutiert werden, ob nicht — bei
einem insgesamt besseren Nebenwirkungsprofil gegeniber Zytostatika und/ oder
Radiatio — grundsatzlich alle PECA o.g. Lokalisation einer Checkpoint-Inhibitor-
Therapie zugefuhrt werden sollten; nicht zuletzt deshalb, weil sich in Studien auch eine
Wirksamkeit von Immuntherapien bei einigen PD-L1-negativen Tumoren nachweisen
lie3. Dartiber hinaus ist die Erkrankung zum Diagnosezeitpunkt meist fortgeschritten
und die gegenwartigen Therapieoptionen sind bisher begrenzt. Der Grof3teil von PECA
der Kopf-Hals-Region exprimiert PD-L1, was, wie sich in dieser Arbeit herausstellen
lieR, die Uberlebenszeit der betroffenen Patienten negativ beeinflusst. PD-L1 als eine
Instanz innerhalb einer komplexen Signalkaskade lasst immense Auswirkungen auf
die Funktionsweise unseres Immunsystems vermuten. Durch Blockade dieses
Checkpoints scheinen viele weitere Rezeptoren, Liganden und Signalwege beeinflusst
zu werden. Da sich durch Checkpoint-Inhibitoren, wie Pembrolizumab,
Signalkaskaden positiv i.S. einer Tumorbekdmpfung beeinflussen lassen und sich
somit moglicherweise eine Verlangerung der Uberlebenszeit erreichen lasst, sollte
dies Anlass genug bieten, die Erkenntnisse auf diesem Gebiet weiter voranzutreiben.
Weitere Studien sollten folgen, um die mdglichen Einflussfaktoren auf den PD-1:PD-
L1 Signalweg und sein begleitendes Entziindungsinfiltrat noch genauer zu beleuchten

und diese Erkenntnisse flr zukinftige Therapien nutzbar machen.
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Appendix

TNM-

Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren 2017

Lippen und Mundhdhle (C02-CO06):

T1:

T2:

T3:

T4a:

NO:
N1:

pNZ2a:

pN2b:

pN2c:

pN3a:

pN3b:

Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung und 5 mm oder weniger
maximale Infiltrationstiefe

Tumor 2 cm oder weniger in groRter Ausdehnung und mehr als 5 mm aber nicht
mehr als 10 mm maximale Infiltrationstiefe

Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in grof3ter Ausdehnung und
nicht mehr als 10 mm maximale Infiltrationstiefe

Tumor mehr als 4 cm in gré3ter Ausdehnung oder maximale Invasionstiefe von
mehr als 10 mm

Tumor infiltriert durch kortikale Knochen der Maxilla oder Mandibula, in &uf3ere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und

M. styloglossus), Kieferhdéhle oder Gesichtshaut

keine regiondren Lymphknoten

Metastase(n) in solitirem ipsilateralem Lymphknoten, 3 cm oder weniger in
grofdter Ausdehnung ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in solitdirem ipsilateralem Lymphknoten, 3cm oder weniger in
grofdter Ausdehnung mit extranodaler Ausbreitung oder mehr als 3 cm, aber
nicht mehr als 6 cm in gré3ter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung
Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keine mehr als 6 cm in
grofdter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keine mehr als
6cm in gro3ter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in solitaren Lymphknoten, 3 cm oder weniger in grof3ter
Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem Lymphknoten mehr als 3 cm in grof3ter Ausdehnung mit
extranodaler Ausbreitung oder in multiplen ipsilateralen, kontralateralen oder

bilateralen Lymphknoten mit extranodaler Ausbreitung
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MO: keine Fernmetastasen

M1: Fernmetastasen

Oropharynx (C01, C05.1, 2, C09.0, 1, 9, C10.0, 2, 3, 9):

(pl6-negative Karzinome des Oropharynx, oder oropharyngeale Karzinome ohne

Durchfiihrung einer p16-Immunhistochemie)

Vorderwand (glossoepiglottische Region):
a) Zungengrund (hinter den Papillae circumvallatae oder hinteres Drittel) (C01)
b) Vallecula (C10.0)

Seitenwand (C10.2):

a) Tonsillen (C09.9)

b) Fossa tonsillaris (C09.0) und Gaumenbégen (C09.1)
c) Glossotonsillarfurche (C09.1)

Hinterwand (C10.3)

Obere Wand:
a) Orale Oberflache des weichen Gaumens (C05.1)
b) Uvula (C05.2)

T1: Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

T2:  Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in grof3ter Ausdehnung

T3: Tumor mehr als 4 cm in gro3ter Ausdehnung oder Ausbreitung zur lingualen
Oberflache der Epiglottis

T4a: Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Larynx, aul3ere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und
M. styloglossus), Lamina medialis des Processus pterygoideus, harten Gaumen

oder Unterkiefer?

1 Schleimhautausbreitung zur laryngealen Oberflache der Epiglottis von Primartumoren der
Zungenbasis und Vallecula gilt nicht als Invasion des Larynx.
i
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T4b:

NO:
N1:

NZ2a:

N2b:

N2c:

N3a:

N3b:

MO:
M1:

Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie M. pterygoideus lateralis, Lamina
lateralis des Processus pterygoideus, Schadelbasis oder umschlief3t die A.

carotis interna

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten, 3 cm oder weniger in
grofdter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in solitarem ipsilateralem Lymphknoten, mehr als 3 cm, aber nicht
mehr als 6 cm in grofl3ter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung
Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in
grofdter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6
cm in gro3ter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem Lymphknoten, mehr als 6 cm in gréf3ter Ausdehnung,
ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem Lymphknoten mehr als 3 cm in gréf3ter Ausdehnung mit
extranodaler Ausbreitung oder in multiplen ipsilateralen, kontralateralen oder
bilateralen Lymphknoten mit extranodaler Ausbreitung

keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Hypopharynx (C12, C13):

Pharyngodsophageale Grenze (Postkrikoidgegend) (C13.0):

Erstreckt sich von der Hohe der Aryknorpel mit Verbindungsfalten bis zum Unterrand

des Ringknorpels und bildet die Vorderwand des Hypopharynx

Sinus piriformis (C12.9):
Erstreckt sich von der pharyngo-epiglottischen Falte bis zum oberen Ende des

Osophagus. Er wird seitlich vom Schildknorpel und medial von der hypopharyngealen

Oberflache der aryepiglottischen Falte (C13.1) sowie von Ary- und Ringknorpel

begrenzt
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Hypopharynxhinterwand (C13.2):

Erstreckt sich zwischen der Hohe des oberen Randes des Zungenbeines (oder des

Bodens der Vallecula) bis zur Héhe des Unterrandes des Ringknorpels und vom Apex

eines Sinus piriformis zum anderen.

T1:

T2:

T3:

T4a:

T4b:

NO:
N1:

NZ2a:

N2b:

N2c:

N3a:

N3b:

Tumor auf einen Unterbezirk des Hypopharynx begrenzt und/ oder 2 cm oder
weniger in grol3ter Ausdehnung

Tumor infiltriert mehr als einen Unterbezirk des Hypopharynx oder einen
benachbarten Bezirk oder misst mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in
grofdter Ausdehnung, ohne Fixation des Hemilarynx

Tumor misst mehr als 4 cm in gréf3ter Ausdehnung oder Tumor mit Fixation des
Hemilarynx oder Ausbreitung auf Osophagusschleimhaut

Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Schild-/Ringknorpel,
Zungenbein, Schilddriuse, Osophagus, zentrale Weichteile des Halses?

Tumor infiltriert pravertebrale Faszien, umschliel3t die A. carotis oder infiltriert

Strukturen des Mediastinums

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

Metastase(n) in solitarem ipsilateralen Lymphknoten, 3 cm oder weniger in
grofdter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in solitarem ipsilateralen Lymphknoten, 3 cm oder weniger in
grofdter Ausdehnung mit extranodaler Ausbreitung oder mehr als 3 cm aber
nicht mehr als 6 cm in grof3ter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung
Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keine mehr als 6 cm in
grofdter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6
cm in grofdter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem Lymphknoten, mehr als 6 cm in gréf3ter Ausdehnung,
ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem Lymphknoten mehr als 3 cm in grof3ter Ausdehnung mit
extranodaler Ausbreitung oder in multiplen ipsilateralen, kontralateralen oder

bilateralen Lymphknoten mit extranodaler Ausbreitung

2 Die zentralen Weichteile des Halses schlie3en die gerade Halsmuskulatur und das subkutane Fett ein.

v
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MO: keine Fernmetastasen

M1: Fernmetastasen

Nasopharynx (C11):

Dach und Hinterwand: beginnt auf Hohe des Ubergangs zwischen hartem und
weichem Gaumen und endet an der Schadelbasis (C11.0,1)
Seitenwand: schliel3t die Rosenmiiller-Grube ein (C11.2)

Untere Wand: entsprechend der nasalen Flache des weichen Gaumens (C11.3)

T1: Tumor auf den Nasopharynx begrenzt oder mit Ausbreitung auf den Oropharynx
und/oder Nasenhdhle ohne parapharyngeale Invasion

T2: Tumor mit parapharyngealer Ausbreitung und/oder Invasion der medialen
pterygoidalen, der lateralen pterygoidalen und/oder der pravertebralen
Muskulatur

T3:  Tumor infiltriert Knochenstrukturen der Schadelbasis oder Halswirbel, von
Pterygoid-Strukturen und/oder Nasennebenhohlen

T4: Tumor mit intrakranieller Ausbreitung und/oder Befall von Hirnnerv(en),
Hypopharynx, Augenhdhle, Glandula parotis und/oder Invasion jenseits der

lateralen Oberflache der lateralen Musculi pterygoides

NO: Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1: Unilaterale Metastase(n) in Halslymphknoten und/ oder uni- oder bilaterale
Metastase(n) in retropharyngealen Lymphknoten, 6 cm oder weniger in grof3ter
Ausdehnung, oberhalb der kaudalen Begrenzung des Krikoidknorpels

N2: Metastase(n) in bilateralen Lymphknoten, 6 cm oder weniger in grof3ter
Ausdehnung, oberhalb der kaudalen Begrenzung des Krikoidknorpels

N3: Metastase(n) in Lymphknoten, > 6 cm in grof3ter Ausdehnung und/oder jenseits

der kaudalen Begrenzung des Krikoidknorpels

MO: keine Fernmetastasen

M1: Fernmetastasen
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Rastergesamtlibersicht der TMA-Positionen
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Abbildung 33: Rastergesamtiibersicht der TMA-Positionierung.

(a): Schematische Anordnung der TMA-Paraffinblocke.

(b): Beispielhafte Visualisierung der TMA. Erstellt mittels HALO®-Sofware.
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Ubersicht der 95%-Konfidenzintervalle fiir den Mittelwert

PD-1
95%-Konfidenzintervall fiir
) den Mittelwert
n Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
negativ 4 0,5931 -0,3083 1,4945
malig 62 5,2219 3,8310 6,6127
hoch 11 5,7067 1,8215 9,5920
Gesamt 77 5,0507 3,8154 6,2860
CD4
95%-Konfidenzintervall fur
den Mittelwert
n Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
negativ 4 3,8034 -5,5184 13,1252
maRig 62 8,9688 6,0578 11,8798
hoch 10 8,6722 2,7936 14,5509
Gesamt 76 8,6579 6,1790 11,1368
CD8
95%-Konfidenzintervall fur
den Mittelwert
n Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
negativ 4 6,7321 -6,3415 19,8056
mafig 61 20,9190 17,1605 24,6775
hoch 10 25,5182 14,3846 36,6518
Gesamt 75 20,7756 17,3589 24,1923

Vil
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CD56
95%-Konfidenzintervall fir
) den Mittelwert
n Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
negativ 4 3,4201 -0,1839 7,0240
manig 63 2,2090 0,1110 4,3071
hoch 9 0,7491 0,0331 1,4651
Gesamt 76 2,0999 0,3598 3,8400
CD68
95%-Konfidenzintervall fir
den Mittelwert
n Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
negativ 4 10,2114 45177 15,9052
manRig 64 20,2242 17,364 23,0835
hoch 11 29,1545 18,3774 39,9317
Gesamt 79 20,9606 18,1706 23,7507
Beispielhafte ANOVA (hier fur PDL-1

Diagnosezeitpunkt)

PDL-1 und Alter zum Diagnosezeitpunkt

95%-Konfidenzintervall fiir

den Mittelwert

n Mittelwert
Untergrenze | Obergrenze
negativ 4 64,75 59,49 70,01
maliig 64 62,36 59,57 65,15
hoch 11 60,27 53,29 67,25
Gesamt 79 62,19 59,78 64,60

Alter zum
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