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1 Einleitung

Ein Groliteil der Patienten aller medizinischer Fachdisziplinen weist onkologische Er-
krankungen auf, deren Diagnostik, Therapie und Pravention das Gesundheitssystem
stets vor neue Herausforderungen stellt. Trotz standiger Fortschritte in der Onkologie,
neuer Erkenntnisse der Tumorpathogenese und der Friherkennung sowie multimoda-
ler Therapiekonzepte, ist die Sterblichkeit an bestimmten Tumorerkrankungen, wie
z.B. dem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC), immer noch dul3erst
hoch und bedarf weiterer intensiver Forschung (1).

Das Therapieansprechen und die Uberlebenschancen haben sich insgesamt Uber die
letzten Jahre etwas verbessert, jedoch bei steigender Morbiditat und deutlich schlech-
teren Ergebnissen bei lokal fortgeschrittenen, rezidivierenden und metastasierten Tu-
moren. In vielen Fallen kommt es trotz kontinuierlicher Weiterentwicklung in Bereichen
der Chirurgie, sowie der Strahlen- und Chemotherapie bei den betroffenen Patienten
zu einer gewissen Toxizitat, Funktionseinschrankungen und einer verminderten Le-
bensqualitat (2).

Aufgrund mangelnder flachendeckender Screenings- und Friherkennungsmaoglichkei-
ten (3) befinden sich ca. 60% der Patienten bei der Erstdiagnose eines HNSCC bereits
im lokal fortgeschrittenen Stadium mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 50%. Bei
den meisten Patienten mit HNSCC kommt es im Krankheitsverlauf schlieB3lich entwe-
der zu einem Lokalrezidiv oder zu einer Fernmetastasierung, die mediane Uberlebens-
zeit sinkt dann trotz entsprechender Therapie auf 10 Monate (4, 5). Die stetig stei-
gende allgemeine Lebenserwartung macht es aullerdem notwendig auch flur altere
Patienten mit multiplen Vorerkrankungen und hohem Operations- und Therapierisiko
adaquate Therapieoptionen mit tolerablerem Nebenwirkungsprofil zu etablieren (6).
Die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung und Progression von Malignomen ist
ein wichtiges Forschungsgebiet der modernen Medizin. Tumore sind in der Lage der
Erkennung durch das Immunsystem zu entkommen, was ihnen die Progression und
Metastasierung ermdglicht. Dies geschieht zu einem grofen Teil mittels verschiedener
Oberflachenmolekule, die Tumorzellen exprimieren, um einer Zerstérung entgegenzu-
wirken. Durch Starkung der Immunantwort gegen entartete Zellen kann somit ein Fort-
schreiten der Erkrankung gehemmt werden. Neue technische Moglichkeiten und die

kontinuierliche Weiterentwicklung von Standardprozeduren ermoglichen es,



molekulare Tumorstrukturen immer einfacher zu identifizieren und ggf. therapeutisch
zu nutzen.

Durch ein besseres Verstandnis fur die Steuerung der Anti-Tumor-Immunitat durch ein
empfindliches Gleichgewicht zwischen immunstimulierenden und immunhemmenden
Pfaden in der Mikroumgebung des Tumors ist anzunehmen, dass durch gezielte Blo-
ckierung hemmender Wege oder Stimulierung aktivierender Wege die Anti-Tumor-Ak-
tivitat gestarkt werden kann. Die Blockierung der hemmenden Bahnen erfolgt mit so-
genannten Checkpoint-Inhibitoren, die schlussendlich zu einer Verstarkung der Im-
munantwort gegen Krebszellen fuhren (7). Die Immuntherapie scheint somit ein sinn-
voller neuartiger Therapieansatz zur Behandlung von Tumoren zu sein; sie stellt das
Immunsystem wieder her und ermdglicht die immunvermittelte Eliminierung von Tu-
morzellen (1).

Die genauere Kenntnis der Tumor-Mikroumgebung (TME) zusammen mit weiteren
(z.B. genetischen) Merkmalen des Tumors erweitert das Wissen in der Krebsentste-
hung und -progression und fuhrt schlieBlich zu wirkungsvollen Fortschritten in der
Krebstherapie. Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches gehen mit einer aus-
gepragten Interaktion mit dem menschlichen Immunsystem einher und bieten somit
Spielraum fur neue immuntherapeutische Ansatze (2). Die Wirksamkeit dieser Thera-
piemoglichkeiten wurde bereits bei verschiedenen anderen Tumorentitaten nachge-
wiesen (1, 8, 9). Vor allem Checkpoint-Inhibitoren (z.B. durch Blockade des immun-
supprimierenden PD1-/PD-L1-Signalweges) fuhren zu einem besseren Gesamtuber-
leben, einer Verbesserung der Lebensqualitat und haben ein gunstigeres Toxizitats-
profil, was bereits zu einer Integration dieser Medikamente in einige Standardtherapie-
regimes gefuhrt hat. Die generelle Ansprechbarkeit auf Immuntherapeutika bleibt je-
doch gering, was es umso wichtiger macht mogliche Kombinationsmaoglichkeiten der
etablierten Therapien zu erforschen und pradiktive Biomarker zu identifizieren (10, 11).
In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, inwieweit immunhistochemisch bestimm-
bare Marker der Tumormikroumgebung eine Bedeutung fur die Diagnostik bzw. die
Beurteilung der Prognose haben und ob daraus Therapiemoglichkeiten abgeleitet wer-
den konnen. Die kombinierte Analyse der PD-L1-Expression und der Immunzellen in
der Mikroumgebung des Tumors kdonnte dazu beitragen, eine bessere Vorhersage be-
zuglich eines moglichen (Immun)therapieerfolges machen zu kdnnen bzw. neue The-

rapiemoglichkeiten zu etablieren (12).



2 Literaturdiskussion

2.1 Das Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich

Das Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses geht vom Plattenepithel des obe-
ren Aerodigestivtraktes aus und ist die haufigste bosartige Erkrankung im Kopf-Hals-
Bereich. Zu den anatomischen Sublokalisationen gehéren die Nasen- und Mundhdhle
inklusive der Zunge und dem Mundboden, der Rachen und der Kehlkopf (13).

Auch wenn zu den Kopf-Hals-Tumoren noch andere Tumorentitaten gerechnet wer-
den, ist das Plattenepithelkarzinom mit Uber 90% der Falle die mit Abstand haufigste
(3, 14). Es gibt verschiedene histologische Subtypen von Plattenepithelkarzinomen:
am haufigsten ist das alkohol- und tabakassoziierte konventionelle/keratinisierende
SCC zu finden. Weiterhin existieren noch das lokal aggressive aber wenig invasive,
gut differenzierte verrukdse Karzinom mit guter Prognose, das sehr seltene, aber ag-
gressive basaloide SCC und noch weitere seltenere Formen (spindelzelliges, papilla-
res SCC und adenosquamdses Karzinom) (15, 16).

Die haufigsten Metastasierungswege des Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals-Be-
reich sind die regionalen Halslymphknoten und Fernmetastasen (unterhalb des
Schlusselbeines) in mediastinalen, axillaren und inguinalen Lymphknoten, sowie
Lunge, Leber, Skelettsystem, Haut und Gehirn. Aufgrund der anatomischen Lagebe-
ziehungen und der Vaskularisierung metastasieren Karzinome des Zungengrundes

schneller als beispielsweise Glottistumore oder Zungenkorperkarzinome (17).

2.1.1 Epidemiologie

Tumorerkrankungen waren im Jahr 2015 nach kardiovaskularen Erkrankungen die
zweithaufigste Todesursache weltweit. Krebserkrankungen stellen das Gesundheits-
system aufgrund der steigenden Inzidenz und Anzahl krebsbedingter Todesfalle vor
eine immer groRer werdende Herausforderung (6).

In Deutschland wurde im Jahr 2016 bei Uber 490.000 Menschen eine Krebsdiagnose
gestellt, fast 230.000 Menschen erlagen ihrem Krebsleiden. Fur das Jahr 2020 wurde
mit einem Anstieg der Krebsinzidenz auf knapp 510.000 Krebsneuerkrankungen ge-
rechnet (18).



Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches sind die achthaufigste neu diagnos-
tizierte Krebsform der Welt und liegen bei der Mortalitat ebenfalls auf Platz 8 weltweit
(19).

Zu den Kopf-Hals-Tumoren gehdren Karzinome der Lippe, der Mundhohle, des Ra-
chens (Oro-/Naso-/Hypopharynx) und des Larynx. Diese Tumorentitaten wurden welt-
weit bei ca. 890.000 Patienten im Jahr 2017 neu diagnostiziert (Lippe und Mundhdhle:
390.000; Nasopharynx: 110.000; restlicher Pharynx: 179.000; Larynx: 211.000) und
waren im selben Jahr fur Gber 500.000 Todesfalle (Lippe und Mundhéhle: 194.000;
Nasopharynx: 70.000; restlicher Pharynx: 117.000; Larynx: 126.000) ursachlich. Man-
ner sind hierbei mehr als doppelt so haufig betroffen wie Frauen (20).

Tumore der Lippe und der Mundhohle waren 2015 die 15. haufigste neu diagnostizierte
Krebserkrankung weltweit, mit einer deutlich hoheren Inzidenz in Sid- und Sud-
ostasien, Lateinamerika und Afrika (21).

Es ist im letzten Jahrzehnt eine Verschiebung in der Verteilung der Primarlokalisatio-
nen zu verzeichnen, die durch eine stetige Zunahme von oropharyngealen Karzino-
men und einem Ruckgang von Kehlkopf- und Hypopharynxkarzinomen gekennzeich-
net ist. Gleichzeitig beobachtet man einen Ruckgang des Zigarettenrauchens und eine
Zunahme der HPV-Infektionen in der Bevolkerung (22) .

Die Inzidenz von Krebserkrankungen der Lippe, der Mundhoéhle und des Rachens (ICD
C00-C14) in Deutschland betrug fur das Jahr 2013 laut RKI Krebsbericht 13.130 Neu-
erkrankungen. 5473 Menschen sind an diesem Krebsleiden im selben Jahr bundes-
weit verstorben. (23, S.21). Das mittlere Alter bei Diagnosestellung eines HNSCC ist
von 59,9 Jahren im Jahr 1985 auf 64,2 Jahre im Jahr 2016 gestiegen (24) Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei Frauen bei 66,2 Jahren, bei Mannern bei 63,8 Jahren; in
den letzten Jahren erkrankten immer mehr Frauen und jungere Menschen. Die geo-
graphischen, sowie alters- und geschlechtsspezifischen Schwankungen sind vermut-
lich auf Lebensstilfaktoren (wie z.B. Risikofaktoren), Friherkennungsprogramme und
medizinische Versorgungsstrukturen zurickzufuhren (23, S. 57-58).

Das 5-Jahres-Uberleben bei Mundhéhlen und Pharynx-Karzinomen liegt bei leitlinien-
gerechter Therapie bei ca. 64% (25). Diese insgesamt geringen Uberlebenschancen
sind darauf zurlckzufuhren, dass die meisten HNSCC erst in einem fortgeschrittenen
und/oder metastasierten klinischen Stadium diagnostiziert und therapiert werden, da

sie in fruhen Stadien meist lange symptomarm sind. 10-20% der Patienten, die in



einem frihen Krankheitsstadium diagnostiziert werden, erleiden im Verlauf ein Re-
zidiv, Patienten mit lokal fortgeschrittenen Tumoren bei Diagnose haben ein bis zu
funfzig prozentiges Risiko fur ein lokoregionares Rezidiv im Verlauf (26), welches meist
innerhalb der ersten zwei Jahre nach Erstdiagnose auftritt (27).

Patienten mit rezidivierendem/metastasiertem Plattenepithelkarzinom des Kopfes und
Halses haben eine schlechte Prognose mit einem medianen Gesamtuberleben von
weniger als einem Jahr (ca. 10 Monate) (26). Bei Patienten, die sich nicht fur eine
Chemotherapie eignen oder ein Rezidiv nach platinhaltiger Chemotherapie erleiden
sinkt die Wahrscheinlichkeit ein Jahr zu Uberleben auf unter 5% (10).

Es konnte gezeigt werden, dass vor allem ab dem 80. Lebensjahr mit steigendem Le-
bensalter der Patienten bei Erstdiagnose eines HNSCC das krankheitsspezifische
Uberleben drastisch sinkt. Ein mdglicher Grund sind modifizierte Therapieprotokolle
und ein verandertes Therapie-Risikoprofil bei alteren Patienten. Meist bekommen al-
tere Patienten aufgrund multipler Vorerkrankungen und einer erhdhten Gebrechlichkeit
keine aggressiven Erstlinien-Therapien mehr und haben somit geringere Chancen auf
Heilung (24).

2.1.2 Risikofaktoren

Fir das Mundhohlenkarzinom gilt der Tabakkonsum als wichtigster Risikofaktor, dicht

gefolgt vom Alkoholkonsum. Insgesamt ist das Risiko an einem Mundhdhlenkarzinom
zu erkranken bei chronischem Tabak- oder Alkoholkonsum bis zu 6-fach erhoht, bei
Kombination beider Risikofaktoren bis zu 30-fach erhoht (15).

Schon fur epitheliale Vorlauferlasionen der Mundhodhle und des Oropharynx gilt der
Tabakkonsum als wichtigster Risikofaktor, unabhangig davon, ob der Tabak geraucht,
gekaut oder geschnupft wird. Das Risiko fur eine maligne Transformation ist vor allem
bei dem Konsum von zwanzig oder mehr Zigaretten pro Tag und dem Genuss von
,starken Weinen“ oder Branntwein mit einem erhdhten Risiko assoziiert (17, S.8). Ge-
nerell haben aber auch Raucher von wenigen Zigaretten pro Tag und Uber einen kur-
zen Zeitraum bereits ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung von Karzinomen im Kopf-
Hals-Bereich. Das Risiko von aktiven Rauchern steigt linear mit der Anzahl der ge-
rauchten Zigaretten pro Tag. Der Zeitraum und die Dauer des Nikotinkonsums flhren

ebenso dosisabhangig zu einem deutlichen Anstieg des Risikos (3).



Trotzdem zeigen sich Unterschiede zwischen dem Rauchen von filterlosen Zigaretten,
Kautabak, sowie Zigarren und Pfeifen im Vergleich zum Rauchen von Zigaretten mit
Filter; es wurde gezeigt, dass das Rauchen von Zigaretten mit Filter ein bis zu 50%
geringeres Risiko darstellt (28).

Bei Aufgabe des Nikotin-Konsums sind bereits nach 1-3 Jahren rucklaufige Zahlen zu
erwarten, jedoch ist erst nach 17 Jahren das Risiko vergleichbar mit Nie-Rauchern (3).
Bis zu 90% aller HNSCC-Patienten weisen eine Raucheranamnese auf und Raucher
haben insgesamt ein 4-5-fach erhohtes Risiko an einem HNC zu erkranken (26).

Als ebenso wichtiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer oralen Dysplasie wird der
Alkoholgenuss angesehen (17, S.8). Der Konsum von hochprozentigem Alkohol und
Bier ist mit einem hoheren Risiko assoziiert als der Konsum von Wein; dies ist vermut-
lich auf verschiedene Inhaltsstoffe abgesehen von Ethanol (wie z.B. Nitrosamine und
polyzyklische Kohlenwasserstoffe in Bier) zurlckzufihren (28). Bereits der Konsum
von einem alkoholischen Getrank taglich fuhrt zu einer Risikoerhdhung, die mit stei-
gender Menge und Dauer des Konsums zunimmt und nach zwanzig Jahren regelma-
Rigen Alkoholkonsums zu einer signifikanten Risikoerhohung fuhrt. Nach Aufgabe des
Genusses von Alkohol beginnt die Normalisierung des Risikos nach drei Jahren und
erreicht nach vierzehn Jahren dann das Niveau eines Nie-Trinkers (3).

Auch die Art des Tabaks bzw. des Alkohols scheint eine wichtige Rolle bei der Karzi-
nogenese zu spielen; beim Konsum von schwarzem Tabak und Spirituosen zeigte sich
ein 2 bis 4-fach erhdhtes Risiko fur Mundhohlen-/Oropharynx-Karzinome, verglichen
zu hellem Tabak und Bier- bzw. Weinkonsum. Diese Erkenntnisse konnten auf die
hohere Konzentration von potenziell karzinogenen Substanzen (wie z.B. N-Nitrosami-
nen und Urethan) in schwarzem Tabak zuruckzufuhren sein. Bei alkoholischen Ge-
tranken gelten vor allem die entstehenden Metaboliten (beispielsweise Acetaldehyd)
als Karzinogene (3). Ethanol selbst scheint keine direkt kanzerogene Wirkung zu ha-
ben, steigert jedoch die Umwandlung von Prokarzinogenen zu Mitogenen und fuhrt
uber seine Abbauprodukte zu einer DNA-Strukturveranderung in menschlichen Zellen
(29). Acetaldehyd entsteht bereits bei Kontakt von Ethanol mit menschlichem Speichel
im Mundraum und kann dort direkt die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes
schadigen. AuRerdem wirkt Alkohol bei verschiedenen Mechanismen und Signalwe-

gen als Co-Karzinogen; Alkohol erhoht die Permeabilitat der Schleimhaut fur andere



Karzinogene, induziert Tabakkarzinogen-verarbeitende Enzyme und schadigt direkt
die Schleimhaut (3).

Bei alleinigem Konsum von Nikotin oder Alkohol zeigt sich nur ein moderat, aber kein
signifikant erhdhtes Risiko, die Kombination beider fuhrt durch den synergistischen
Effekt, auch bei moderatem Konsum, zu einem bis zu 35-fach erhdhten Risiko fur die
Entwicklung einer dysplastischen Veranderung verglichen zu Nichtrauchern und Nicht-
trinkern (3, 28).

Es bleibt auch nicht auszuschlieen, dass sich rauchende und trinkende Menschen
ebenso in anderen Lebensbereichen, wie zum Beispiel Nahrungsgewohnheiten (wenig
Obst/Gemuse), vom Rest der Bevolkerung unterscheiden (3).

Es zeigt sich zusammenfassend, dass sowohl der alleinige Nikotin- oder Alkoholkon-
sum als auch der meist kombinierte Konsum beider Faktoren den wichtigsten Risiko-
faktor fur das Entstehen eines oralen bzw. pharyngealen Karzinoms darstellt. Weiter-
hin steigt das Risiko bei diesen Risikofaktoren dosisabhangig. Es ist davon auszuge-
hen, dass drei Viertel dieser Karzinome durch Alkohol und/oder Nikotin verursacht
sind. (28).

Ein weiterer, immer wichtiger werdender Risikofaktor, vor allem fur einige Subgruppen
des HNSCC (Zungengrund, Oropharynx, Rachenmandeln), ist das Humane Papillo-
mavirus (23, S.57). HPV ist ein doppelstrangiges DNA-Virus, welches zu einer Infek-
tion des Plattenepithels im menschlichen Korper fuhrt und somit fur die meisten sexuell
Ubertragbaren viralen Infektionen ursachlich ist. Die uber 100 bekannten HPV-Subty-
pen werden in low-risk oder high-risk eingeteilt. Low-risk Subtypen (wie z.B. 6 und 11)
konnen zu benignen und transienten Lasionen fuhren, wohingegen high-risk Typen
(z.B. 16, 18, 31, 33, 35, ...) eine maligne Transformation stimulieren konnen. Nach der
Integration der Virus-DNA in das Wirtsgenom werden bestimmte Onkogene Uberexpri-
miert, was wiederum uber die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (p53 und pRb)
zum unkontrollierten Zellwachstum unter Umgehung der Kontrollmechanismen
(Checkpoints) fuhrt. Durch die somit entstehende Akkumulation von Mutationen
kommt es zur malignen Zelltransformation (30, 31). Durch gestorte immunologische
Prozesse bei der Erkennung und Eliminierung virusinfizierter Zellen kommt es zur
Chronifizierung der HPV-Infektion (1).

Beim Nachweis von HPV in kanzer6sen Lasionen der Mundhohle muss zwischen der

reinen Besiedlung und dem biologisch aktiven Virus, sowie zwischen den einzelnen



Subtypen unterschieden werden. Die Besiedlung allein ist sehr haufig und nicht
zwangslaufig ein Risikofaktor fur die Entstehung eines Karzinoms. Mittels kombinierter
Methoden aus p16-Immunhistochemie und RNA-/DNA-Nachweisen kdnnen genauere
Aussagen getroffen werden (15, S.22). Eine aktive Infektion wird durch die Uberex-
pression von p16 und dem gleichzeitigen Vorliegen von HPV-DNA oder -RNA nach-
gewiesen (30).

Die genaue Pravalenz von aktiven HPV-Infektionen im Zusammenhang mit HNSCC
ist in der Literatur heterogen beschrieben. Einer Metaanalyse des Jahres 2020 zufolge
waren 35% der vorliegenden HNSCC HPV-positiv und 66% negativ — hierbei wurde
jedoch nicht immer zwischen der reinen Besiedlung und der aktiven Infektion unter-
schieden (1). In einer neueren Studie aus Polen, die im Jahre 2020 vero6ffentlicht
wurde, lag die kumulierte Pravalenz von aktiven HPV-Infektionen (HPV-DNA Nach-
weis) bei HNSCC bei ca. 20%. Etwas niedrigere Raten an HPV-Infektionen lieferte
eine sehr grol3e internationale Studie aus dem Jahr 2016, bei der nur etwa 12% der
HNSCC HPV-DNA aufwiesen. Betrachtet man abgesehen von der HPV-DNA noch
HPV-RNA und p16 sinkt die Rate HPV-positiver HNSCC auf 5,6%. Es gibt eine deut-
liche Heterogenitat des HPV-Status bezogen auf die anatomische Lage: Oropharynx-
karzinome sind deutlich haufiger von HPV betroffen als Mundhohlenkarzinome bzw.
Larynxkarzinome (30, 32). Es ist in den letzten Jahren ein Anstieg HPV-assoziierter
Tumoren zu verzeichnen, was nicht zuletzt auch an verbesserten Mdglichkeiten der
Testung (mittels PCR, p16-Bestimmung, FISH) liegen kann. Aktuell liegt die ge-
schatzte Pravalenz HPV-assoziierter Tumore der Mundhohle bei unter 5%, hohere
Schatzwerte sind zurtckzufuhren auf den alleinigen Nachweis von HPV-DNA, was kei-
nen Hinweis auf eine aktive Infektion liefert (15, S.23). Am haufigsten (90% der Falle)
liegt eine Infektion mit dem HPV-16 Virus vor, bei der zwischen der Infektion und der
malignen Transformation meist mindestens 10 Jahre liegen (26).

Bei HPV-Infektion zeigte sich ein signifikant verbessertes Uberleben (OS und DFS)
der betroffenen Patienten. Dies konnte zum Einen auf eine verbesserte Radio-
/Chemosensitivitdt zum Anderen auch auf eine verbesserte Immunreaktion des Kor-
pers zurtuckzufuhren sein (30). Bezogen auf die Tumormikroumgebung gibt es Grund
zur Annahme, dass die HPV-Infektion die Expression immunhemmender Rezepto-
ren/Liganden (PD-1/PD-L1) induzieren kann (13, 33-35).



Zusammenfassend betrachtet zeigen HPV-positive Plattenepithelkarzinome des Kopf-
Hals-Bereiches spezifische Risikofaktoren, eine veranderte Tumorbiologie und Histo-
pathologie und gehen, auch aufgrund eines besseren Ansprechens auf eine Immun-
therapie, mit einer deutlich verbesserten Prognose einher (1, 8, 13).

FUr Tumore des Nasenrachenraumes (Nasopharynx) ist auch die berufliche Exposition
mit bestimmten Chemikalien und Holzstauben als ursachlich anzusehen (23).

Einer Studie aus Kanada zufolge ist auch der sozio-6konomische Status relevant fur
das Entstehen von Mundhdhlen-/Pharynx- und Larynxkarzinomen; hierbei konnte ge-
zeigt werden, dass Menschen mit niedrigem soziookonomischem Status (z.B. unge-
lernte Arbeiter) ein signifikant hoheres relatives Risiko fur die Entwicklung eines Tu-
mors haben, als ausgebildete Arbeiter bzw. Fachpersonal. Ebenso wurde gezeigt,
dass unverheiratete Menschen ein hoheres Risiko haben als Verheiratete. Hierbei war
das Risiko vor allem bei geschiedenen Mannern besonders hoch (29).

Auch genetische Polymorphismen bei alkohol- und tabakabbauenden Enzymen und
das Kauen von Betelnuss-Zubereitungen stehen im Zusammenhang mit einem erhoh-
ten HNSCC-Risiko (27).

Frahere Studien zu Nahrungsgewohnheiten zeigten ein erhohtes Risiko bei einseitiger
Ernahrung, beispielsweise Ubermalligem Konsum von Fleisch oder gebratenem Es-
sen (36, 37) und geringer Zufuhr von Obst und Gemuse, sowie einer familidaren Dispo-
sition durch genetische Faktoren (3).

Ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem oralen Mikrobiom und der Entstehung
von HNSCC konnte bisher nicht nachgewiesen werden, eine grofiere Besiedlung mit
Corynebakterium und Kingella war in einer (kleinen) Studie jedoch signifikant mit ei-
nem verringerten HNSCC-Risiko (v.a. fur Larynx-Karzinome und bei Rauchern) asso-
ziiert, da diese Bakterien in der Lage sind, toxische Stoffe (z.B. aus Zigarettenrauch)

zu metabolisieren (38).

2.1.3 Pathogenese
Die Entstehung einer Krebserkrankung setzt ein unkontrolliertes Wachstum entarteter

Zellen voraus. Durch unterschiedliche Mutationen kommt es auf zellularer Ebene zu
einer Entkopplung von regularen Strukturen der Zellteilung und maligne Zellen wach-
sen unkontrolliert infiltrativ in das umliegende Gewebe. Sie besitzen auch die Fahigkeit

zur Metastasierung. Grundsatzlich sind es korpereigene Zellen, die durch autonome,
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uberschief3ende Proliferation eine von der Norm abweichende Gewebestruktur bilden.
Mutationen kdnnen durch innere und aulRere Faktoren hervorgerufen werden. Fur das
HNSCC wurden einige Hauptrisikofaktoren nachgewiesen, bei denen das Entartungs-
potenzial erhoht ist (39).

Die Krebsentstehung generell ist ein komplizierter Prozess, der durch abnorme onko-
gene Signale ausgelost wird und in einer genetischen Instabilitat mindet. Die Anhau-
fung genetischer Variationen in Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen fuhrt in
einem mehrstufigen Prozess schlussendlich dann zum HNSCC. (40).
Verhaltensweisen wie Rauchen und Alkoholkonsum (Kanzerogene) triggern geneti-
sche Veranderungen in Tumorsuppressorgenen (APC-Gen, p53-Gen), Protoonkoge-
nen, Onkogenen und weiteren Genen, die zellulare Prozesse steuern. Es sind ver-
schiedene Prozesse beschrieben, die an der Entstehung von Karzinomen im Kopf-
Hals-Bereich beteiligt sind; hierzu gehoéren die fehlerhafte Chromosomensegregation
und daraus resultierende numerische Chromosomenanomalien, eine veranderte Ko-
pienzahl des Genoms, der Verlust der Heterozygotie, die Telomer-Stabilitat, die Regu-
lierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten, die unvollstandige Reparatur von DNA-Scha-
den und Defekte in Signalwegen (40).

Es konnte auch bereits ein Zusammenhang zwischen genetischen Veranderungen
und der Prognose der HNSCC-Patienten hergestellt werden, was dazu fuhren kdnnte,
genetische Variationen zu Diagnose-/ Prognose-/ Screening- und Therapiezwecken
zu nutzen (41).

Die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes ist ein mehrschichtiges unverhorntes
Plattenepithel. Die verschiedenen histologischen Veranderungen des Plattenepithels
im Verlauf der Karzinomentwicklung werden als intraepitheliale Plattenepithellasionen
(SIL) zusammengefasst. Dieser Begriff umfasst epitheliale Veranderungen von einer
Plattenepithelhyperplasie, Uber Dysplasien bis hin zum Carcinoma in situ und wird in
einer neuen Nomenklatur unterteilt in niedrig-/ maRig-/ hochgradige intraepitheliale Ne-

oplasien (15).
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Abbildung 1: Karzinogenese (27)

Durch eine Reihe unabhangiger genetischer Veranderungen und darauffolgende Se-
lektion der transformierten Epithelzellpopulationen kommt es dann in mehreren Stufen
zum Ubergang von einer normalen Schleimhaut zu einem invasiven Plattenepithelkar-
zinom (SCC). In einigen Fallen sind die SIL reversibel, in anderen Fallen persistieren
sie und/oder schreiten zu einem SCC fort. Vor allem solche als potenziell maligne ein-
geschatzten Lasionen entwickeln sich unter bestimmten Bedingungen (z.B. durch Ri-

sikofaktoren) deutlich haufiger zu invasiven Karzinomen (17, S.7).

2.1.4 Klinik und Diagnostik

Da das Wachstum der Tumore zu Beginn meist schmerzlos und symptomarm verlauft,

stellen sich Patienten meist erst nach einigen Wochen der Beschwerden zur Abklarung
vor, was die Diagnosestellung und auch den Therapiebeginn oft erheblich verzogert
(15, S.24). Verdachtig fur ein Plattenepithelkarzinom ist jede Mundschleimhautveran-
derung mit Gewebeuberschuss oder -defekt, Farbveranderung oder Verhartung.
Ebenso kann initial bereits eine Zahnlockerung oder zervikale Lymphknotenschwel-
lung vorliegen, im Verlauf kommt es dann nicht selten zu funktionellen Beeintrachti-
gungen der Mundoffnung, des Schluckens/Kauens/Sprechens, sowie zu Ernahrungs-
storungen und Schmerzen. Bei bis zu 40% der Patienten liegen bereits Hals-Lymph-
knotenmetastasen bei Erstdiagnose vor. Das klinische Erscheinungsbild variiert je
nach Lokalisation des Tumors stark und beinhaltet auRerdem Symptome wie Heiser-
keit, Foetor, Blutungen, Taubheitsgefuhl, Zahnverlust, Mudigkeit, Schwache, Appetit-
losigkeit und Gewichtsabnahme (15, S.26-27, 42).

Fir das Plattenepithelkarzinom sind mehrere pramaligne Veranderungen mit verschie-
denen klinischen Erscheinungsformen beschrieben: hierunter fallen vor allem die orale

Leukoplakie und die orale Erythroplakie. Als Leukoplakie bezeichnet man einen
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weilRen, nicht wegkratzbaren Fleck, der nicht als andere genauer definierte Verande-
rung (z.B. Candidiasis oder Lichen planus) eingestuft werden kann. Dieser weil3e Fleck
entsteht durch Verbreiterung der Hornschicht und betrifft ca. 3% der weil3en erwach-
senen Bevolkerung. Zumeist tritt diese Veranderung im mittleren Lebensalter und bei
alteren Mannern auf. Die haufigsten Lokalisationen der oralen Leukoplakie sind die
Wangen- und Alveolarschleimhaut, sowie die Unterlippe. Seltenere Lasionen am
Mundboden, den lateralen Zungenanteilen und an der Unterlippe zeigen haufiger Aty-
pien oder gar ein malignes Wachstum (17, S.8). Jede langer als zwei Wochen beste-
hende Schleimhautveranderung gilt als tumorverdachtig und sollte abgeklart werden.
Die Leukoplakie muss engmaschig, ggf. auch durch wiederholte histologische oder
zytologische Untersuchungen auf ihre Dignitat untersucht werden und bei dysplasti-
schen Veranderungen komplett entfernt werden (15, S.22). 85% aller oralen pramalig-
nen Veranderungen sind Leukoplakien, die meist einzeln, sowie Uberwiegend bei Man-
nern und Rauchern auftreten. Homogene Leukoplakien haben in Summe ein niedrige-
res malignes Potenzial als inhomogene bzw. verrukdse; solche im Mundboden, am
weichen Gaumen, an den lateralen und ventralen Flachen der Zunge haben das
hochste maligne Potenzial. Bis zu einem Dirittel aller Leukoplakien weisen in der his-
tologischen Untersuchung eine Dysplasie, ein Carcinoma in situ oder ein invasives
Karzinom auf (14).

Die orale Erythroplakie ist deutlich seltener als die Leukoplakie, hat jedoch ein hoheres
Entartungspotenzial. Unter einer Erythroplakie versteht man einen, vorwiegend bei al-
teren Mannern vorkommenden, scharf begrenzten, weichen, roten Fleck, der sich zu-
meist am Mundboden, der ventralen und lateralen Zungenflache, der retromolaren Re-
gion oder am weichen Gaumen befindet (17, S.10). Erythroplakien sind, im Gegensatz
zu Leukoplakien, Hochrisiko-Lasionen, da die allermeisten Erythroplakien histologisch
Dysplasien oder Plattenepithelkarzinome aufweisen (14). Weitere, seltene pramaligne
Lasionen sind die orale submukdse Fibrose, sowie die orale Manifestation eines Li-
chen planus (14).

Als Screeningmethode flur orale prakanzerdse Lasionen eignet sich primar die orale
Inspektion und Palpation eines erfahrenen Arztes, weitere optische Hilfsmittel stellen
die Gewebereflexion und die Autofluoreszenz dar. Die Fruherkennung und frihe Be-

handlung verbessern die Prognose des Patienten (14, 15, S.24,27).
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Zur Diagnostik beim HNSCC gehoren neben der klinischen Untersuchung auch bild-
gebende Verfahren wie Ultraschall, CT/MRT, Rontgen-Thorax oder CT-Thorax. Zur
Festlegung der lokalen Ausdehnung dient das CT/MRT ggf. mit Kontrastmittel, wel-
ches ebenso zur Detektion von Lymphknotenmetastasen fur die Halsregion erfolgen
sollte. Eventuell kann hierbei auch eine Ultraschall-gestutzte Feinnadelbiopsie eines
Lymphknotens oder ein FDG-PET/CT erfolgen. Bei besonderer Indikation, z.B. loko-
regionar fortgeschrittenen Tumoren mit Operations-Indikation, kann ein FDG-PET/CT
zum Ausschluss von Fernmetastasen genutzt werden. Bei fortgeschrittenem Tu-
morstadium (UICC 1lI/IV) soll zum Ausschluss pulmonaler Metastasen oder eines
Zweittumors ein Thorax-CT durchgefuhrt werden (15, S.28-34). Die haufigsten Lokali-
sationen von Fernmetastasen beim HNSCC sind die Lunge, mediastinale Lymphkno-
ten, die Leber und Knochen (27).

Vor Therapiebeginn sollte in jedem Fall eine Tumorbiopsie mittels Inzisions- oder Burs-
tenbiopsie aus dem Randbereich der Lasion erfolgen (15, S.37). Die lichtmikroskopi-
sche Untersuchung einer so gewonnenen Gewebeprobe der SIL ist die verlasslichste
Methode. Das Epithel kann hierbei aufgrund struktureller und zytologischer Verande-
rungen als dysplastisch eingestuft werden (17, S.11). Weiterhin kbnnen Lasionen eine
Hyperkeratose, eine Hyperplasie mit/ohne Dysplasie, ein Carcinoma in situ oder ein
invasives Plattenepithelkarzinom zeigen (14). Zum Ausschluss synchroner Zweittu-
more soll aulRerdem im Rahmen der Primardiagnostik bei HNSCC eine HNO-arztliche

Spiegel-Untersuchung ggf. mit Endoskopie durchgefuhrt werden (15, S.26).

2.1.5 Therapie
Bei jeder Tumortherapie wird zwischen einem kurativen und einem palliativen Ansatz

unterschieden. Ziel des kurativen Ansatzes ist die vollstandige Heilung des Patienten,
beim palliativen Ansatz steht die Verbesserung der Lebensqualitat durch eine gute
Symptomkontrolle im Vordergrund. Bei beiden Ansatzen kdnnen sowohl die operative
Therapie als auch die Strahlen- und Chemotherapie einzeln oder in Kombination zur
Anwendung kommen. Grundsatzlich sollte jede Tumortherapie interdisziplinar bespro-
chen und im Konsens entschieden werden.

Die Therapie ist immer abhangig von der Lage und GroRe des Tumors, vom Allge-
meinzustand des Patienten, der voraussichtlichen behandlungsbedingten Morbiditat,

den funktionellen und asthetischen Konsequenzen, sowie dem erwarteten
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Behandlungserfolg. Ziel der Behandlung ist eine dauerhafte Tumorkontrolle bei gerin-
gen funktionellen Einschrankungen. Die Therapieentscheidung ist aktuell unabhangig
von der Tumorgenese (HPV, Alkohol/Nikotin) (15, S. 42-43).

Kurativ kann bei HNSCC die alleinige Operation, die alleinige Radiotherapie, eine Ra-
diochemotherapie oder die Kombination dieser Verfahren sein. Es konnte bisher keine
Uberlegenheit der primar chirurgischen Therapie gegeniiber der primaren Strahlen-
therapie nachgewiesen werden (15, S.42).

Das Ziel der operativen Therapie ist das vollstandige Entfernen aller Tumorzellen aus
dem Organismus mit einem definierten Sicherheitsabstand (RO-Resektion). Es sollte
beim Mundhdhlenkarzinom ein histologisch nachweisbarer Sicherheitsabstand von 3-
5 mm vorhanden sein. Zur Vermeidung von Tumorresten (R1-Resektion) kann gege-
benenfalls ein intraoperativer Schnellschnitt erfolgen (15, S.38). Bei der chirurgischen
Tumorbehandlung soll unabhangig vom klinischen Status der regionalen Lymphknoten
und unabhangig von der lokalen Ausdehnung (T-Stadium) eine elektive/prophylakti-
sche Neck-Dissection (Ausraumung der Lymphknoten des Halses; uni- oder bilateral)
moglichst unter Erhaltung des Nervus accessorius angestrebt werden. Hierbei unter-
scheidet man die radikale von der selektiven Ausraumung. Bei gutem Allgemeinzu-
stand des Patienten sollte bei kurativ resektablen Tumoren bei der Operation nach
Moglichkeit die funktionelle Anatomie sofort bestmoglich rekonstruiert werden. Bei fort-
geschrittenen Karzinomen sollte im Anschluss eine postoperative Therapie erfolgen
(15, S.41). Die postoperative Therapie besteht vor allem bei pN1-Situation, hohem T-
Stadium, R1-Situation, perineuraler Invasion oder Gefaldinvasion aus einer adjuvanten
Radiochemotherapie, konventionell fraktioniert mit insgesamt 54-60 Gy uber ca. 6 Wo-
chen, bei erh6htem Rezidivrisiko mit 66 Gy uber 6,5 Wochen (15, S.45-47).

Haufig sind beim HNSCC die operativen Moglichkeiten aufgrund der anatomischen
Ausdehnung des Tumors und dem angestrebten Funktionserhalt sehr eingeschrankt
(27). Die Inoperabilitat ist nicht genau definiert, meist zahlen Chirurgen die Invasion
der Arteria carotis, der Schadelbasis oder der pravertebralen Muskulatur zu den Ent-
scheidungskriterien (27). Die konservative kurative Behandlung besteht aus einer Ra-
dio(chemo)therapie. Bei der Verabreichung der Strahlentherapie unterscheidet man
zwischen konventionell fraktioniert (insgesamt 70 Gy, 5-mal/Woche 1,8-2 Gy), akzele-
rierter Fraktionierung und Hyper-/Hypofraktionierung. Als Kombinationspartner eignet

sich eine Chemotherapie mit platinhaltigen Substanzen oder Cetuximab, die vor allem



15

bei fortgeschrittenen, inoperablen, nicht-metastasierten Karzinomen bei unter 70-Jah-
rigen simultan bzw. neoadjuvant/adjuvant zur Strahlentherapie eingesetzt werden
sollte (15, 43). Cetuximab zahlt zur Gruppe der molekular-zielgerichteten Substanzen
und hat als Antikdrper eine inhibitorische Funktion auf den EGFR-Rezeptor, eine Re-
zeptor-Tyrosinkinase (44).

Die alleinige Chemotherapie wird beim HNSCC nur in palliativer Intention eingesetzt -
neoadjuvant oder adjuvant zeigte die alleinige Chemotherapie keinen positiven Effekt.
Das Risiko fur Fernmetastasen konnte zwar im neoadjuvanten Setting gesenkt wer-
den, fur die lokoregionale Kontrolle und die Prognose erwies sie sich aber nicht als
sinnvoll (27). Im Falle eines Rezidivs kann eine erneute kurative Operation und/oder
Radiochemotherapie erfolgen (15).

In palliativer Intention kann bei inoperablem, rezidivierendem/metastasiertem HNSCC
(R/M HNSCC) und gutem Allgemeinzustand als Erstlinien-Therapie eine Chemothera-
pie nach EXTREME-Schema mit Cis- bzw. Carboplatin, 5-Fluoruracil und Cetuximab
erfolgen (1, 45); bei reduziertem Allgemeinzustand wird eher eine Monotherapie emp-
fohlen, gegebenenfalls kommt auch eine palliative Bestrahlung/Operation in Frage.
Nach Beendigung der eigentlichen Chemotherapie wird Cetuximab in Erhaltungsdosis
weitergegeben; bei Versagen einer platinhaltigen Erstlinien-Therapie soll eine Zweitli-
nientherapie mit einem Checkpoint-Inhibitor durchgefuhrt werden. Auch bei Versagen
unter/innerhalb von 6 Monaten nach einer adjuvanten platinhaltigen kurativen Thera-
pie kann anstatt oder bei Kontraindikationen gegen ein erneutes Anwenden des EXT-
REME-Schemas eine Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren (z.B. Nivolumab) unabhan-
gig vom PD-L1-Status erwogen werden. Alternativ wurden friher als palliative Zweitli-
nientherapie Taxane (Docetaxel), Methotrexat und Cetuximab eingesetzt (15, S.71-
76). Bei Versagen aller medikamentdsen Therapien in palliativer Intention werden Pa-
tienten nach ,best supportive care” behandelt.

Zusammengefasst besteht die Therapie friher Stadien (I und Il) von HNSCC zumeist
aus nur einer einzigen Saule, entweder der radikalen Operation oder der kurativen
Strahlentherapie. In lokal fortgeschrittenen (Il und 1V) und/oder rezidivierenden/meta-
stasierten Stadien ist die Therapie dann meist multimodal kombiniert lokal und syste-
misch und besteht entweder aus einer Operation mit adjuvanter Bestrahlung bzw. Ra-

diochemotherapie oder alleiniger Radiochemotherapie (22, 27).Trotz dieser Therapien
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kommt es leider beim lokal fortgeschrittenen HNSCC immer noch in bis zu 40% zu
Lokalrezidiven und in ca. 25% zu Fernmetastasen (46).

Zum aktuellen Zeitpunkt ist, neben der platinbasierten Chemotherapie und Radiothe-
rapie, die einzige zielgerichtete First-Line-Therapie im kurativen Ansatz von R/M
HNSCC, die EGFR-Blockade mit Cetuximab. Die intensive Untersuchung von Immun-
checkpoint-Inhibitoren, wie anti-PD-1-/anti-PD-L1-Antikdrpern bietet einen weiteren

zielgerichteten Therapieansatz. (46, 47).

2.1.5.1 Immuntherapie

Unter Krebsimmuntherapie versteht man im weitesten Sinne jede Behandlung, die das
korpereigene Immunsystem direkt oder indirekt moduliert und damit die Entwicklung,
Aufrechterhaltung und/oder das Fortschreiten einer bdsartigen Erkrankung beein-
flusst. Hierdurch sollen gezielte antitumorale Immunreaktionen wiederhergestellt, aus-
gelost oder zumindest gestarkt werden (11, 48).

Nachdem herausgefunden wurde, dass entartete Zellen in der Lage sind durch ver-
schiedene Mechanismen der kdrpereigenen Immunantwort zu entkommen, ist die Im-
muntherapie heutzutage ein wichtiger Therapiebaustein verschiedener Tumorarten
geworden (49). Zu Beginn zielten immuntherapeutische Ansatze darauf ab, aktive Im-
munzellen zu expandieren. Hierfur wurden peritumoral Zytokine injiziert, wovon man
sich eine Erhdhung von Immunzellen am Ort des Tumorgeschehens erhoffte; spater
wurde dieser Mechanismus als Impfung weiterentwickelt, beides jedoch mit unzu-
reichendem Erfolg. Diese Beobachtungen lie3en darauf schliel3en, dass Zytokine und
Impfstoffe eine zu kurze Halbwertszeit fur eine effektive Immunreaktion haben (50).
Eine effektive Immunantwort setzt voraus, dass eine Reihe von immunologischen Kon-
trollpunkten durch das Vorhandensein von stimulierenden Signalen und die Vermei-
dung von hemmenden Signalen passiert werden. Krebszellen kdnnen antitumorale Im-
munantworten durch die Stimulierung von inhibitorischen Signalwegen reduzieren. Die
wichtigsten Beispiele fur solche hemmenden Immunkontrollpunkt-Rezeptoren sind das
Zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Antigen 4 (CTLA-4) und der Programmierte-
Zelltod-Rezeptor 1 (PD-1) (11).

Durch Blockade des PD-1-/PD-L1-Signalweges sowie von CTLA-4 soll die krebsindu-
zierte Immunsuppression wieder rickgangig gemacht werden (46). Seit einigen Jah-

ren schon wird das klassische Therapiespektrum, vor allem bei fortgeschrittenen
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Tumorleiden, durch die Immuncheckpointblockade als zusatzliche oder alleinige Be-
handlungsoption regelhaft erganzt (51).

Bei der medikamentdsen Checkpoint-Blockade gelten monoklonale Antikorper als Mit-
tel der Wahl: ein Antikorper ist ein vom Immunsystem synthetisiertes Protein, das die
Fahigkeit zur Erkennung eines bestimmten Zielproteins besitzt. Antikdrper haben ver-
schiedene Funktionen bei der Regulation des Immunsystems: sie triggern das Immun-
system, fungieren aber auch als Kontrollpunkt-Inhibitoren. Ein monoklonaler Antikor-
per ist ein identischer Klon eines spezifischen Antikdrpers mit der gleichen Funktion
(2). Medikamentos genutzte Antikorper sind Immunglobuline, die intravends verab-
reicht werden mussen, eine niedrige Clearance und somit eine lange Halbwertszeit
von mehreren Wochen inne haben (26).

Der Vorteil der Immuntherapie verglichen zur konventionellen Chemotherapie liegt in
der hoheren Spezifitat. Die traditionelle Chemotherapie zielt generell und wenig spe-
zifisch auf schnell proliferierende Zellen in bestimmten Phasen des Zellzyklus ab,
wodurch es haufig ebenso zu einer Schadigung benigner Zellen und einer erhohten
Morbiditat des Patienten kommt. Dies ist ein Grund, weshalb sich viele Patienten auf-
grund ihres Gesundheitszustandes nicht fur eine Radiochemotherapie eignen (52). Im
Gegensatz dazu starken die meisten Immuntherapeutika das korpereigene Immunsys-
tem, um die als entartet erkannten Zellen zu bekampfen. Hierbei macht man sich auch
langfristige Effekte solcher Therapien zunutze, bei denen das Immunsystem-Gedacht-
nis gelehrt wird, eine Tumorstabilitat bzw. -remission, auch ohne dauerhafte Zufuhrung
eines Medikamentes, aufrecht zu erhalten (48).

Die haufigste molekular zielgerichtete Therapie beim HNSCC ist der seit 2016 einge-
setzte EGFR-Antagonist Cetuximab (51). Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR) fuhrt bei Bindung des zugehorigen Liganden Uber einen intrazellularen Sig-
nalweg zur Erleichterung der Zellproliferation, Behinderung der Apoptose, Foérderung
der Angiogenese und Aktivierung der Invasion und Metastasierung. Der EGFR ist bei
bis zu 90% der HNSCC Uberexprimiert, wodurch es nachweislich zu einer schlechteren
Prognose und Strahlenresistenz kommt. Cetuximab blockiert als Anti-EGFR-Antikor-
per diese onkogenen Signalwege und fuhrt dartber hinaus zur Induktion einer antikor-
perabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat. Alle anderen getesteten EGFR-Inhibito-
ren, VEGF-Inhibitoren, sowie weitere Multikinase-Inhibitoren zeigten bisher keine

deutlichen Erfolge zur Verbesserung der Krebstherapie (46). Als Ersatz fur Cisplatin
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eignet Cetuximab sich in diesem Setting jedoch nicht, die Monotherapie kommt bisher
nur als Zweitlinientherapie nach Versagen von Checkpoint-Inhibitoren zum Einsatz
(53). Insgesamt fuhrt der Zusatz von Cetuximab zur platinbasierten Chemotherapie
jedoch nur zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit um 2,7 Monate (45, 54).

Diese unbefriedigenden Ergebnisse machen es stets wichtiger, effektive Zweitlinien-
therapien herauszuarbeiten. Einige Tumorentitaten zeigten sich sogar refraktar auf
eine konventionelle Radio-/Chemotherapie. In der letzten Zeit wurden enorme Fort-
schritte im Verstandnis der Rolle der menschlichen Immunantwort bei der Beeinflus-
sung des Tumorwachstums und -therapieansprechens gemacht (55).

Bereits im Zusammenhang mit einer (Radio)chemotherapie zeigt sich das Immunsys-
tem in der Lage die Anti-Tumor-Reaktion durch Veranderung der Tumor-Mikroumge-
bung zu beeinflussen (56). Die Radiotherapie ist in der Lage, zusatzlich zur lokalen
Reduktion der Tumormasse durch DNA-Schadigung und darauffolgende Tumorzell-
nekrose bzw. -apoptose, die systemische Anti-Tumor-Immunantwort Uber sogenannte
abskopale Effekte zu starken. Zuerst wird lokal das an den Tumor angrenzende Ge-
webe dazu gebracht Entzindungsmediatoren freizusetzen und Immunzellen anzulo-
cken, dann kommt es zu einer Verbesserung der T-Zell-vermittelten Immunitat, die zur
immunvermittelten Regression von Metastasen auflerhalb des Bestrahlungsfeldes
fuhren kann (2, 51, 54, 57).

Vor Therapiebeginn wirkt meist das Phanomen der Immunevasion diesen Antitu-
mormechanismen entgegen: haufig liegen immunologisch ,kalte” Tumore vor, die Im-
muninfiltrate im Tumorgewebe (v.a. zytotoxische T-Zellen) verhindern. Durch die Ra-
dio- und Chemotherapie lassen sich ,kalte” Tumore in ,heilRe(re)* umwandeln. Mithilfe
der damit kombinierbaren Immuncheckpoint-Blockade kdnnen dann tumorassoziierte
immunhemmende Mechanismen zusatzlich ausgeschaltet werden (51).

Die niedrig dosierte systemische Chemotherapie stimuliert sowohl das adaptive als
auch das angeborene Immunsystem: sie 10st Zellveranderungen bei sterbenden Tu-
morzellen aus, die sie fur das Immunsystem angreifbarer macht und mobilisiert zu-
kunftige antigenprasentierende Zellen aus dem Knochenmark (54). Auch platinhaltige
Chemotherapeutika induzieren immunreaktive Effekte durch Verstarkung der T-Zell-
Aktivierung, verstarkte MHC-Expression und Tumorantigenprasentation (51, 58) und
Induktion der PD-L1-/PD-L2-Expression (59, 60).
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Die Tumorzell-Immunzell-Interaktion kann medikamentds zugunsten der Immunant-
wort durch Checkpoint-Inhibitor-Antikorper, z.B. gegen den PD-1/PD-L1 Signalweg,
verschoben werden, indem sie die inhibitorische Interaktion verhindern und die T-Zell-
Funktion wieder verbessern (2).

Aufgrund der zahlreichen vielversprechenden Studien zur Checkpoint-Blockade wur-
den in den letzten Jahren immer mehr Immuncheckpointinhibitoren identifiziert. Der
erste Checkpoint-Inhibitor (Ipilimumab, anti-CTLA-4-AK) wurde 2011 zur Therapie des
fortgeschrittenen Melanoms von der FDA zugelassen. Im Jahr 2015 zeigte dann erst-
mals Nivolumab (anti-PD-1-AK) Erfolg bei der Therapie von Melanomen. Im darauffol-
genden Jahr wurden dann auch Atezolizumab (anti-PD-L1-AK) und Pembrolizumab
(anti-PD-1-AK) in den USA zugelassen. Insgesamt zeigen alle diese Medikamente
nennenswerte Erfolge bei vertretbarem Nebenwirkungsprofil.

Bei einigen Tumoren sind sie schon fester Bestandteil der Erst- und Zweitlinienthera-
pie geworden. Eine Vielzahl klinischer Studien fur Darmkrebs, Blasenkrebs, Nieren-
zellkarzinome, Tumore im Kopf-Hals-Bereich und Magen-Darm-Trakt werden derzeit
mit guten Zwischenergebnissen durchgefuhrt. Nivolumab und Pembrolizumab wurden
2017 von der EMA fur Patienten zugelassen, die an einer rezidivierenden oder meta-
stasierenden Form eines (PD-L1-positiven) Plattenepithelkarzinoms des Kopfes und
Halses (HNSCC) mit Krankheitsprogression nach einer platinbasierten Chemotherapie
leiden (10, 47, 55, 60, 61). 2019 folgte dann die Zulassung der Pembrolizumab-Mono-
therapie auch bei platinsensitiven PD-L1-positiven R/M HNSCC-Patienten (46, 47).
Sowohl Pembrolizumab als auch Nivolumab waren einer Single-Agent-Chemotherapie
beim vorbehandelten R/M HNSCC hinsichtlich des Gesamtuberlebens tberlegen, bei
weniger schweren Nebenwirkungen. Bei Pembrolizumab zeigte sich im Gegensatz zu
Nivolumab eine bessere Wirksamkeit bei PD-L1-Positivitat. Trotz einer Verbesserung
der Lebensqualitat (vor allem durch Stabilisation der Symptome und Korperfunktionen)
verglichen zu einer Chemotherapie (10, 26, 62), wurde insgesamt keine Verlangerung
des krankheitsfreien Uberlebens erzielt (62-64).

Auch bei unbehandelten lokal fortgeschrittenen HNSCC als First-Line-Therapie war
die Pembrolizumab-Therapie sowohl als Mono- als auch als Kombinationstherapie mit
der konventionellen Chemotherapie dem EXTREME-Schema nicht unterlegen. Als po-
sitive Effekte zeigten sich jedoch erneut die langere Wirkdauer und die geringeren Ne-

benwirkungen, auch hier vor allem bei PD-L1-Positivitat (46, 65).
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Weitere monoklonale Antikorper wie Durvalumab oder Avelumab (anti-PD-L1) sind
Gegenstand aktueller Forschung (46). Auch hier scheint die Wirksamkeit vor allem bei
PD-L1-Positivitat als Zweitlinien-Therapie gegeben zu sein (47, 66-69). Avelumab soll
vor allem als Induktor einer frihen Immunantwort vor/wahrend der Radiochemothera-
pie fungieren (70).

Fur die Primarbehandlung von lokal fortgeschrittenen, aber nicht rezidivierenden/me-
tastasierten HNSCC liegen noch keine ausreichenden Studienergebnisse vor. Hierbei
werden Immuncheckpoint-Inhibitoren vor allem als Augmentation fur die Standard-
(Radio)chemotherapien und/oder Operation eingesetzt (46).

In einer Metaanalyse aus dem Jahre 2020 wurden verschiedene Immuntherapeutika,
wie z.B. Anti-PD-1-Antikorper (Pembrolizumab, Nivolumab) und PD-L1-Inhibitoren
(Durvalumab und Atezolizumab) als alleinige Therapie und teils auch in Kombination
mit einer Chemotherapie bei rezidivierenden bzw. metastasierten HNSCC bezuglich
des Gesamtuberlebens analysiert. Alle randomisierten kontrollierten Studien zeigten
ein signifikant verbessertes Gesamtuberleben nach Behandlung mit einer Immunthe-
rapie verglichen zur Kontrollgruppe. Das mediane Gesamtuberleben lag kumuliert hier
bei 8,2 Monaten und die erwartete Rate der Uberlebenden nach einem Jahr bei 36%.
Bei PD-L1-exprimierenden HNSCC zeigte sich ein besseres Gesamtuberleben als bei
PD-L1-negativen Tumoren, was darauf zurtickzufuhren ist, dass sich exprimierende
Tumorzellen der T-Zell-Aktivitat entziehen (1).

Trotz nachgewiesenermalien monatelanger Wirkdauer der Immuntherapien sind die
Ansprechraten zum aktuellen Zeitpunkt noch auf nur ca. 10-20% der infrage kommen-
den HNSCC-Patienten begrenzt und die Wirkung setzt teilweise mit grol3er Verzoge-
rung und gegebenenfalls sogar mit initialer radiologischer Progression trotz klinischen
Ansprechens ein (51, 55, 60, 71, 72). Die Grinde fur das Nichtansprechen auf eine
Immuntherapie werden auf mehrere Faktoren zuruckgefuhrt: unzureichende Infiltration
bzw. variable Populationen aktivierter Immunzellen in der Mikroumgebung des Tu-
mors, Hypoxie und Mutationen spezifischer Signalwege (55).

Somit haben HNSCC meist nur eine gering- bis mittelgradige Immunogenitat und lie-
gen meist als ,kalte” Tumore vor. Bei HPV-positiven Tumoren sind haufiger ,heilRe”
und somit ,aktive“ Tumormikroumgebungen zu finden, was zu einem signifikant bes-
seren Ansprechen auf verschiedene Therapieoptionen, wie auch einer Immuncheck-

pointblockade fluhrt. Dies ist zurlckzufihren auf eine hohere Anzahl von
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tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten und die damit hohere Chance mithilfe einer Im-
muntherapie eine T-Zell-Reaktivierung zu erreichen. Als neue vielversprechende The-
rapieoption konnten multimodale Kombinationen von Immuncheckpointblockade mit
immunstimulatorischen Substanzen oder -therapien gelten (13, 51, 73-75).

Im Verlauf einer solchen Kombinationstherapie kommt es in sehr seltenen Fallen zu
einer vorubergehenden radiologisch sichtbaren Vergrofierung von Tumorherden. Dies
nennt man Pseudoprogression und ist zurlickzufuhren auf eine Infiltration des Tumor-
gewebes durch Immunzellen und eventuell intratumoral entstandene Odeme und Nek-
rosen infolge der Immuntherapie. Zur Differenzierung einer Pseudoprogression von
einer echten Progression ist entscheidend, dass eine immunologisch herbeigeflhrte
Pseudoprogression in der Regel nicht mit einer klinischen Verschlechterung einher-
geht. Ebenso konnte die gezielte Markierung intratumoraler Immunzellen durch Im-
mun-PET-Ansatze Aufschluss daruber bringen. In Zukunft ware es winschenswert
neue, verlassliche Biomarker bzw. Pradiktoren zu identifizieren, die bereits vor und
wahrend einer eingeleiteten Therapie Ruckschlisse auf das Ansprechen des Tumors
zulassen (7, 51). Die fur das Ansprechen einer zytotoxischen Chemotherapie definier-
ten RECIST-Kriterien setzen bei Therapieansprechen eine Verkleinerung der Tumor-
masse voraus, was bei Immuntherapeutika vor allem zu Beginn teils nicht der Fall ist
(54). Die RECIST-Kriterien sind ein standardisierter Algorithmus, um das Tumoran-
sprechen bzw. die Tumorprogression in klinischen Studien zu beschreiben (76). Fir
die Immuntherapie wurden diese Ansprechkriterien modifiziert, was schlussendlich zu
den neueren iRECIST (immune-modified RECIST) gefuhrt hat, welche das aufgrund
einer Pseudoprogression haufig beobachtete Abbrechen der Immuntherapie verhin-
dern soll (77, 78).

Sobald die Immunkontrollpunkte blockiert sind, wird auch das Gleichgewicht zwischen
der Autoimmunitat und der Immuntoleranz gestort. Der Begriff immunbedingte Neben-
wirkungen (IMAR) beschreibt die Nebenwirkungen der neuen Immuntherapien (55).
Die heutzutage etablierten Immuntherapien haben hauptsachlich Nebenwirkungen wie
Hautreaktionen und Storungen des Hormonsystems, die im Vergleich zur Stan-
dardtherapie insgesamt seltener vorkommen (1, 7, 71). Die haufigsten Nebenwirkun-
gen sind: Hautstorungen/Juckreiz, Mudigkeit, Hautausschlag, Schwindel, Appetitlosig-
keit, gastrointestinale Ereignisse und Durchfall, sowie Endokrinopathien. Speziell bei

PD-1/PD-L1-Inhibitoren kam es zu immunbezogenen unerwinschten Ereignissen, die
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mit Diarrhde, Colitis, Pankreatitis und neurologischen, sowie hamatologischen Neben-
wirkungen und Pneumonitis assoziiert sind. Die langer dauernde Behandlung kann
auch zu schweren Immunreaktionen wie Veranderungen der Leberenzymwerte (AST
und ALT) fahren (55, 71). Im Gegensatz dazu stehen Nebenwirkungen wie gastroin-
testinale Beschwerden/Diarrhoen, Asthenie, Schleimhautentzindungen, Haarausfall,
Niereninsuffizienz und Anamie bei einer konventionellen Chemotherapie (1, 54).
Durch die Effekte einer Immuntherapie, wie beispielsweise die Tumormassenreduk-
tion, wirde sie sich bei Kopf-Hals-Tumoren auch besonders im (neo)adjuvanten Set-
ting eignen (46). Man konnte die funktionellen und asthetischen Folgen der daran an-
schlieBenden Therapien verbessern. Es zeigte sich bei neoadjuvant mit Nivolumab
bzw. Pembrolizumab behandelten HNSCC-Patienten in bis zu 50% eine Reduktion der
Tumormasse. Im Anschluss an eine Standardtherapie konnten adjuvant eingesetzte
Immuntherapeutika auch das Risiko fur die Entwicklung eines Rezidivtumors mindern
(48, 79).

Immuntherapien haben zusammenfassend das Potenzial, solide Tumore zu verklei-
nern, eine Metastasierung zu hemmen und das Uberleben der Patienten insgesamt zu
verbessern. Der Trend geht aufgrund der guten Vertraglichkeit der Immuntherapeutika
nunmehr zu Kombinationstherapien mit anderen Medikamenten (andere Checkpoint-
Inhibitoren, Kinase-Inhibitoren, Chemotherapeutika und Targeting-Agenzien) bzw.
Therapieoptionen (Radiatio) (9, 10, 47, 54, 55). Hierbei setzt man auf systemische
Effekte lokaler Bestrahlung und gegenseitige Verstarkung der Wirkung von Immun-
und Chemotherapeutika, welche dann im Verlauf zur Aktivierung korpereigener Anti-
tumorimmunmechanismen fuhren sollen (7, 51, 54).

Ein weiterer Einsatz fur die Checkpoint-Inhibitoren ware beispielsweise zum Bahnen
einer Chemotherapie, da die Ansprechraten einer Chemotherapie in der Vergangen-
heit deutlich hoher lagen, wenn die Patienten vorher mit Checkpoint-Inhibitoren be-
handelt wurden (80). Eine mogliche Erklarung fur dieses Phanomen ist die Wiederher-
stellung der Chemosensitivitat durch die Immuntherapie-induzierte Veranderung der
Mikroumgebung des Tumors und die gleichzeitige Anwesenheit von Chemo- und Im-
muntherapeutikum aufgrund der langen Halbwertszeit von Antikorpern (60).

Aufgrund der hohen Kosten dieser Behandlungen und angesichts der Tatsache, dass
nur bei einigen wenige Patienten eine gute Ansprechbarkeit gegeben ist, bzw. die Vor-

teile einer Immuntherapie Uberwiegen, ist es wichtig, die Entwicklung von pradiktiven
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Biomarkern zu intensivieren, um die fortgeschrittene zielgerichtete Therapie auf die
Patienten zu konzentrieren, die am ehesten davon profitieren (46, 55). Eine alleinige
Immuntherapie (Nivolumab) beim fortgeschrittenen HNSCC ist mehr als doppelt so
teuer wie die konventionellen Standardtherapien, bringt aber den Patienten insgesamt
mehr qualitatskorrigierte Lebensjahre (QALY), was insgesamt zu einer positiven Kos-
ten-Nutzen-Berechnung fuhrt (81).

Durch die Identifizierung von geeigneten Patienten vor Therapiebeginn konnte man
auch verhindern, Patienten einer Immuntherapie und ihren moglichen Nebenwirkun-
gen auszusetzen, ohne dass diese Uberhaupt auf das Medikament ansprechen (54).
Da viele Immuntherapeutika Effektor-T-Zellen als Angriffspunkt haben, kénnte durch
Medikamente zur Detektion dieser Zellen als Kombinationspartner fur konventionelle
Immuncheckpointinhibitoren die Immuntherapie von HNSCC deutlich verbessert wer-
den (61).

Weitere immuntherapeutische Ansatze umfassen Impfstoffe gegen Krebs oder Desig-
ner-Immunzellen. (48) Bei der Erforschung der mdglichen Impfstoffe versucht man
eine Immunisierung mit zugefuhrten Tumorantigenen zu erreichen. Unter der adopti-
ven Immuntherapie versteht man die passive Ubertragung ex vivo erzeugter immuno-
logisch aktiver Zellen (meist T-Lymphozyten) in den Organismus, um direkt oder indi-

rekt eine Tumorruckbildung zu erreichen (75, 82).

2.1.6 TNM-Klassifikation, Grading/Staging
Das TNM-Klassifikationssystem der UICC teilt die klinischen Krebsstadien nach der

TumorgrofRe und Tiefe der Invasion (T), dem Vorhandensein und der Ausdehnung re-
gionaler Lymphknotenmetastasen (N) und dem Vorhandensein von Fernmetastasen
(M) ein (83). Man unterscheidet die klinische Klassifikation (cTNM) von der pathologi-
schen Klassifikation (pTNM): die klinische Klassifikation ergibt sich pratherapeutisch
aus den Befunden der Untersuchungen und ist wichtig fur die Auswahl der Therapie;
die pathologische Klassifikation basiert auf der postoperativen histopathologischen
Untersuchung des Tumorgewebes und ist wichtig fur die Indikation zur adjuvanten

Therapie und die Prognose (84, S.7).
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Tabelle TNM-Klassifikation Kopf-Hals-Tumore (Lippe, Mundhdhle, Pha-

rynx, grof3e Speicheldrisen), modifiziert nach (84)

T-Primartumor

TX Primartumor nicht beurteilbar

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 <2cm

T2 >2cm bis 4cm

T3 >4cm

T4 Primartumor mit Invasion in Nachbarorgane

N-regionare LK

NX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in solitarem ipsilateralen Lymphknoten, <3cm

N2 Metastase(n) in ipsilateralen oder kontralateralen LK >3cm
<6cm

N3 Metastase(n) in LK >6cm

M-Fernmetastasen

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Tabelle 2: Histopathologisches Grading (84, S.24)
GX Differenzierungsgrad nicht bestimmbar
G1 Gut differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Schlecht differenziert
G4 undifferenziert
Tabelle 3: Residualtumor (84, S.19)
RX Nicht beurteilbar
RO Kein Residualtumor
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R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Tabelle 4: Stadiengruppierung nach UICC (84, S.28,34,35,53)

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium |l T2 NO MO
Stadium Il T1/T2 N1 MO

T3 NO/N1 MO
Stadium IVa | T1-3 N2 MO

T4a NO-2 MO
Stadium IVb | Jedes T | N3 MO

T4b JedesN | MO
Stadium IVc | Jedes T |JedesN | M1

2.2 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem hat grundsatzlich zwei Hauptfunktionen: erstens
Selbst von Fremd zu unterscheiden und zweitens eine adaquate Antwort auf fremde
Krankheitserreger und abnorme Zellen in Gang zu setzen, um sie schlussendlich zu
eliminieren (2). Die Immunantwort besteht aus zwei Teilgebieten: der humoralen und
der zellularen Komponente. Die humorale Komponente agiert mittels von B-Zellen se-
zernierter Antikorper, die zellulare Komponente (B- und T-Lymphozyten) ist zustandig
fur die Erkennung von Antigenen, die Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen
und T-Lymphozyten, die T-Zell-Proliferation und somit die Ausrottung vor allem intra-
zellularer Erreger bzw. entarteter Zellen (85).

Es lassen sich zwei Bereiche unterteilen: das angeborene/unspezifische und das er-
worbene/spezifische Immunsystem. Das angeborene Immunsystem eliminiert schnell
und zuverlassig Korperfremdes, agiert jedoch wenig spezifisch und hat keine Gedacht-
nisfunktion. Hierzu gehdren Immunzellen wie neutrophile Granulozyten, Monozy-
ten/Makrophagen, Komplementfaktoren, Zytokine und Akute-Phase-Proteine (86).
Das erworbene Immunsystem besteht hauptsachlich aus T- und B-Zellen und beinhal-
tet eine gerichtete Antwort auf spezifische Antigene, welche mittels eines MHC-Mole-

kils prasentiert werden. Zur Aktivierung von T-Zellen benétigt es immer zwei Signale:
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das erste Signal wird vom T-Zell-Rezeptor durch das Erkennen eines von APC mittels
MHC-prasentierten (Tumor-)Antigens ausgeldst, das zweite Signal ist entweder ein
kostimulatorisches (z.B. CD28) oder koinhibitorisches Signal. Zur Vermeidung einer
Autoimmunitat exprimieren Immunzellen auch inhibitorische Rezeptoren (Immunkon-

trollpunkte/Checkpoints — z.B. PD-1), die die Immunantwort hemmen kdnnen (54, 87).

Innate immune system Adaptive immune system

Granulocyte

Figure 2. Depicture of cells in the innate and adaptive immune system

Abbildung 2: angeborenes und erworbenes Immunsystem (85)

2.2.1 Zellulare Immunantwort

Der wichtigste Bestandteil des zellularen Immunsystems (zur Tumorbekampfung) sind
die T-Lymphozyten (82). T-Lymphozyten, die durch den allgemeinen T-Zell-Marker
CD3 erkannt werden, werden grob in CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxische T-
Zellen unterteilt. Die CD4+ T-Zellen produzieren eine Reihe von Zytokinen, die die
Funktion benachbarter Immunzellen modulieren und Entzindungszellen anlocken
(83). CD8+ T-Zellen entwickeln sich nach Antigenstimulation zu T-Effektorzellen, die
Krebszellen abtoten kdnnen. Im spateren Verlauf gehen einige von ihnen in Apoptose
und der Rest differenziert sich zu T-Gedachtniszellen (7).

Die Aktivierung der T-Zellen und die darauffolgende Proliferation und Differenzierung
erfordert eine Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) durch die Bindung eines spezi-
fischen Antigens, welches der T-Zelle mithilfe von MHC-Molekuilen von antigenprasen-
tierenden Zellen prasentiert wird (88). Es gibt zwei unterschiedliche Arten von MHC-
Molekulen; MHC-1-Molekule sind auf allen kernhaltigen Zellen zu finden und prasen-

tieren (Tumor-)Antigene vom Zellinneren auf die Zelloberflache um anschlie3end von
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zytotoxischen CD8+-T-Zellen oder NK-Zellen erkannt zu werden — abnorme Zellen
werden dann mittels Zytolyse eliminiert; MHC-2-Molekule sind nur auf spezialisierten
APC zu finden und prasentieren aufgenommene Antigene den CD4+-T-Helferzellen,
die daraufhin andere Immunzellen anlocken konnen (2, 82, 86).

T-Zellen haben nach ihrer Aktivierung das Potenzial, Krebszellen effektiv und spezi-
fisch abzutoten. Dies geschieht Uber die Freisetzung von Perforin, Granzymen, Inter-
feron y und TNF-a von zytotoxischen T-Zellen (85). Schreitet ein Tumorgeschehen
fort, spricht man von einer Erschopfung der T-Zell-Funktion, die durch eine Abnahme
der T-Zell-Proliferation, der Zytokinproduktion und der zytotoxischen Funktion gekenn-
zeichnet ist. Diese wird, zumindest zu einem gewissen Teil, aufgrund anhaltender An-
tigenstimulation durch hemmende Rezeptor-Ligand-Interaktionen zwischen tumorre-
aktiven T-Zellen und Tumorzellen ausgel6st (z.B. CTLA-4, PD-1) (89).

Eine adaquate Immunreaktion wird durch ein standiges Kontrollsystem Uberwacht, das
aus einer Vielzahl von stimulierenden und hemmenden Proteinen besteht. Hemmende
Rezeptoren auf T-Zellen, auch Checkpoints genannt (z.B. PD-1), regulieren physiolo-
gisch die Aktivierung und Funktion zytotoxischer T-Lymphozyten, um die immunologi-
sche Selbsttoleranz aufrechtzuerhalten und die umliegende Gewebeschadigung als
Folge der Immun- und Entzindungsreaktion zu minimieren. Einige Tumorzellen haben
die Fahigkeit entwickelt den Korper mittels Expression eines dazu passenden Ligan-
den (z.B. PD-L1) zu tduschen und ihm falschlicherweise Selbsttoleranz abzuverlan-
gen, um dem Angriff des Wirts-Immunsystem zu entkommen (2, 55).

Dieser dysfunktionale Zustand zytotoxischer T-Zellen kann mithilfe einer Check-
pointrezeptor-Blockade ruckgangig gemacht werden (54, 55). Viele neuartige Immun-
therapien zielen somit auf die Wiederherstellung der T-Zell-Funktion zur Tumorabwehr
ab (89).

Das fur diese Arbeit wichtigste Beispiel fur eine tumorinduzierte Immunsuppression ist
das Checkpoint-Molekul PD-1 und seine Liganden PD-L1 und PD-L2.
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Abbildung 3: Reaktivierung der Anti-Tumor-Immunantwort durch Checkpoint-Inhibito-
ren (9)

B-Lymphozyten sind zustandig fur das langerfristige Immunsystem, indem sie nach
der Bindung eines Antigens an ihren Rezeptor zu Plasmazellen differenzieren und an-
tigenspezifische Antikdrper produzieren. B-Zellen fungieren jedoch auch als Antigen-
prasentierende Zellen, fordern die Differenzierung von T-Zellen und toten Krebszellen

direkt durch Freisetzung von Granzym B ab (83).

2.2.2 Tumormikroumgebung

Unter der Tumormikroumgebung (TME) versteht man eine Matrix aus Krebszellen,
Stromazellen (Fibroblasten), Immunzellen und immunmodulierenden Zytokinen (2,
10). Dieses Milieu spielt eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese und der Tumorent-
wicklung (33, 90), da dieses dem Tumor das Wachstum, die Invasion, die Migration
und die Metastasierung erleichtert (10). Hierbei werden bei soliden Tumoren zwei
Hauptgruppen von TME unterschieden: die entzindlichen und die nicht-entziindlichen
Tumore. Entzundliche Tumore locken zytotoxische T-Zellen, Makrophagen und B-Zel-
len durch verschiedene Signale und Zytokine an, die dann teilweise im Tumormikro-
milieu ihre Funktion verlieren. Besonders entzindliche Tumore bieten aber aufgrund
des generellen Vorhandenseins von Immunzellen am Wirkort einen guten Angriffs-
punkt fur Immuntherapien, die den Immunzellen ihre Funktion zurtiickgeben. Bei nicht-
entzindlichen Tumoren scheint die Immuninsuffizienz die Hauptursache fur die Pro-

gression zu sein (2, 91).
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HNSCC sind dafur bekannt, mit einer hohen Infiltration mit Immunzellen einherzuge-
hen, was vermutlich an ihrer Nahe zum immunologisch bedeutsamen Waldeyer'schen
Rachenring und ihrer teils infektiologisch getriggerten Ursache liegt. Bereits vor 40
Jahren wurden schon tumorinfiltrierende Lymphozyten beschrieben, 10 Jahre spater
wurden dann die Subpopulationen genauer charakterisiert (50, 92, 93).

Die wichtigsten Immunzellen der TME werden zusammengefasst als tumorinfiltrie-
rende Lymphozyten (TIL). Die Zusammensetzung der infiltrierenden Immunzellen
scheint sowohl ein Pradiktor fur die Prognose zu sein (54, 90), als auch einen Einfluss
auf das Therapieansprechen mit Checkpoint-Inhibitoren zu haben (94). Eine hohe An-
zahl TIL ist haufig mit einem verbesserten Gesamtuberleben assoziiert (95, 96). Da
die Antitumorwirkung der Immuncheckpoint-Hemmung durch CD8+-T-Zell-Zytotoxizi-
tat vermittelt wird, ist ein bereits vorhandenes T-Zell-Infiltrat oder eine erfolgreiche Mig-
ration dieser Zellen innerhalb eines Tumors theoretisch eine Mindestvoraussetzung
fur ein adaquates Therapieansprechen. Durch Induktion von CD8+-T-Zellen kann es
zu einer Verbesserung der Anti-Tumor-Reaktion kommen (73).

Die Anzahl und Zusammensetzung der TIL scheint abhangig von der lokalen Tumor-
ausdehnung (93), dem HPV-Status, der PD-L1-Expression und der Risikofaktor-Expo-
sition (97) zu sein (96).

Eine weitere wichtige Sorte angeborener Immunzellen in der Tumorumgebung stellen
Makrophagen dar: die Makrophagen des protumoralen M2-Phanotyps (CD163+) for-
dern die Gewebetransformation, die Tumorprogression, die Angiogenese und die Me-
tastasierung. Ob eine erhohte Anzahl von M2-Makrophagen somit zu einer schlechte-
ren Prognose fuhrt bzw. ob diese Immunzellen eine hohe Relevanz bei der Progres-
sion haben, wird kontrovers diskutiert (74). Demgegenuber stehen die proinflammato-
rischen M1-Makrophagen, die eher fur eine Anti-Tumor-Reaktion stehen (85).

Auch Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) kommen in der Tumormikroumgebung vor
und stellen eine wichtige Saule der Anti-Tumor-Reaktion dar. NK-Zellen gehdren mor-
phologisch zu den Lymphozyten, agieren aber nicht antigenspezifisch. Sie erkennen
und eliminieren abnorme Zellen nach erfolgter Markierung durch Antikorper oder auf-
grund des Fehlens von MHC-1 (86). Krebszellen sind in der Lage die Aktivitat dieser
NK-Zellen durch geringere Expression von MHC-Molekulen und hohe PD-L1-Expres-

sion zu unterdrucken (98).
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Die in dieser Arbeit mittels Immunhistochemie bestimmten Zelltypen der Tumormikro-
umgebung sind: allgemein T-Lymphozyten mittels CD3, T-Helferzellen mittels CD4,
zytotoxische T-Lymphozyten mittels CD8, Naturliche Killerzellen mittels CD56, Makro-
phagen mittels CD68 (tumorassoziierte Makrophagen — TAM) (99). Sowohl die Ana-
lyse von PD-1 und PD-L1 als auch die der Immunzellen in der Tumorumgebung konn-
ten wichtige Pradiktoren fur das Therapieansprechen auf Immuntherapeutika und das
Uberleben von HNSCC-Patienten sein (97).

2.2.3 Immunantwort bei Tumorgeschehen

Bereits vor uber 50 Jahren wurde erstmals die Rolle des Immunsystems bei Tumorer-
krankungen beschrieben. Es wurde als ein ,Wachter® beschrieben, der Krebszellen
aufspure und eliminiere, was zum Begriff der ,Immuntberwachung® fihrte (100). Heut-
zutage geht man eher von einem komplexen System des Immunoeditings aus (101);
hierunter versteht man die Interaktion zwischen Krebszellen und dem Immunsystem,
bei der entartete Zellen abgetotet werden sollen, einige es aber schaffen dem Immun-
system zu entkommen. Durch diese Selektion von Tumorzellen ist das Immunsystem
auch in der Lage die Tumoreigenschaften zu beeinflussen. Das Immunoediting ge-
schieht in drei Phasen: Eliminierung, Gleichgewicht und Flucht. Bei der Eliminierung
erkennen das angeborene und erworbene Immunsystem Tumorzellen anhand ihrer
Antigene und eliminieren sie bestmoglich, darauf folgt die Gleichgewichtsphase, in der
gering immunogene Krebszellen im Wirt persistieren. In der Fluchtphase entkommen
diese hochselektierten nicht immunogenen Krebszellen dem Immunsystem und fuhren
in Folge zu einer klinisch detektierbaren Krebserkrankung (2, 7, 85).

Die Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um dem Immunsys-
tem zu schaden: Herunterregulierung/Mutation von Antigen-prasentierenden Mecha-
nismen, um der Erkennung und Lyse durch zytotoxische Zellen zu entgehen, Expres-
sion inhibitorischer Checkpoint-Liganden und somit Hemmung der T-Zell-Reaktion,
das Formen einer speziellen Tumormikroumgebung und die Rekrutierung von immun-
suppressiven oder zytotoxischen Zellen (2, 102).

Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem HNSCC um eine immunsuppressive
Erkrankung handelt, die mit einer Beeintrachtigung der tumorinfiltrierenden T-Lympho-

zyten und einer veranderten Funktion der naturlichen Killerzellen einhergeht (26, 54).
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2.2.4 Bedeutung von inhibitorischen Checkpoints (PD-1, PD-L1, PD-L2)

Nachdem schon in den 1980er Jahren die T-Zell-Reaktion auf Tumorzellen nachge-

wiesen wurde, entdeckte man in den frihen 2000ern zwei Liganden des PD-1-Signal-
weges und die Forschung auf diesem Gebiet wurde intensiviert.

Der inhibitorische Programmed Cell Death Protein 1-Rezeptor (PD-1-Rezeptor) wurde
1992 erstmals beschrieben (103). Zu Beginn wurde dieser Signalweg aufgrund seiner
Fahigkeit die Apoptose von T-Zellen zu induzieren identifiziert, was ihn dazu befahigte
die Immuntoleranz des Korpers zu unterstutzen (104). PD-1 ist ein Transmembrang-
lykoproteinrezeptor, der den intrazellularen Signalweg des T-Zell-Rezeptors (TCR)
hemmt und somit eine koinhibitorische Funktion innehat. In ruhenden Zellen wird er
schwach exprimiert, seine Expression wird jedoch bei Aktivierung der jeweiligen Im-
munzellen induziert (12, 46). PD-1 wird auf der Oberflache aktivierter T-Zellen (CD4+,
CD8+), NK-Zellen, B-Zellen, Monozyten/ Makrophagen und dendritischen Zellen ex-
primiert (2, 46, 55). Die PD-1-Expression auf T-Zellen wird durch die Stimulierung des
T-Zell-Rezeptors aufgrund der Bindung eines Antigens gesteuert, die daraufhin eine
komplexe Kaskade genetischer und epigenetischer Programme in Gang setzt. Bei Ab-
wesenheit des Antigen-Stimulus wird PD-1 in der Regel wieder herunterreguliert, au-
Rer es liegt eine dauerhafte Aktivierung durch eine chronische Virusinfektion oder eine
Krebserkrankung vor. Die PD-1-Expression ist somit Ausdruck einer Immunadaptation
an eine chronische Stimulation und fuhrt zur Einschrankung der Immunreaktion, was
physiologisch als negativer Regulator zur Begrenzung von Autoimmunphanomenen
genutzt wird (12, 13, 105). Von Tumorzellen wird dieser Mechanismus genutzt, um
Toleranz zu erwirken. Die PD-1-Expression ist also initial ein Marker fur die T-Zell-
Aktivierung, spater zeigt die hohe PD-1-Expression und ihr Zusammenwirken mit den
Liganden aber auch eine Erschopfung der T-Zellen und eine dadurch bedingte starke
Hemmung der Immunantwort an (75).

Der zugehorige Programmed Cell Death Ligand 1 ist ein Oberflachenprotein, das vor
allem in der Tumorzellmembran verankert wird, aber auch bei Lymphozyten oder an-
deren Immunzellen vorkommt. Die PD-L1-Expression wird durch die Stimulation von
pro-inflammatorischen Zytokinen (IFN-y, TNF-a) bestimmt. Durch das Zusammenwir-
ken von PD-1 einer aktiven T-Zelle mit seinem zugehdrigen Liganden PD-L1 kommt
es zur T-Zell-Dysfunktion und -Apoptose (87, 105-107). Krebszellen kdnnen somit

durch die Expression von Oberflachenliganden, die an Checkpoint-Rezeptoren von T-
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Zellen binden, dem Angriff des Immunsystems entgehen. Die zytotoxische Aktivitat der
T-Zellen wird gestort und die Anti-Tumor-Immunantwort behindert (2).

Der PD-1/PD-L1 Signalweg ist der wichtigste adaptive Rezeptor-Ligand-Mechanis-
mus, durch den viele HNSCC-Tumorzellen dem korpereigenen Immunsystem entkom-
men konnen (1). Dieser Signalweg spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Tu-

morprogression und moduliert das Uberleben (10, 55, 61).
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Abbildung 4: PD-1/PD-L1- Signalweg (55)

Der PD-1-Rezeptor hat PD-L2 als zweiten Liganden. Wohingegen PD-L1 auf vielen
hamatopoetischen und nicht-hamatopoetischen Zellen exprimiert wird, beschrankt
sich die Expression von PD-L2 auf Makrophagen, APC, Mastzellen und auch Tumor-
zellen (46, 55, 59). Fur PD-L2 ist die Rolle bei der Tumorimmunantwort noch nicht
ausreichend erforscht, es liegt jedoch nahe, dass PD-L2 als Ligand der Funktion von
PD-L1 ahnelt. Beide Signale hemmen die Proliferation von T-Zellen, indem sie die
Progression des Zellzyklus blockieren, ebenso werden beide Liganden Uber das Vor-
handensein von IFN-y hochreguliert (105, 108, 109). Die Affinitat der beiden Liganden
zu ihrem Rezeptor wird in der Literatur sehr unterschiedlich beschrieben und reicht
von einer 3-fach hoheren Affinitat von PD-L1 (55) bis hin zu einer 2- bis 6-fach hoheren
Affinitat von PD-L2 zum PD-1-Rezeptor (9, 110, 111).

Als pradiktiven Marker fur das Ansprechen auf eine PD-1-Blockade konnte sich auch
PD-L2 in Kombination mit PD-L1 eignen, da hierbei eventuell Tumore erfasst werden,
die zwar PD-1/PD-L2-Interaktionen aufweisen, jedoch bei der PD-L1-Testung negativ
ausfallen wirden und somit als potenzielle Kandidaten fur eine PD-1-Immuntherapie
unbeachtet blieben (109). Hierdurch kdnnte sich ebenso die bessere Wirksamkeit von

Anti-PD-1-AK (allen voran Pembrolizumab) gegenuber Anti-PD-L1-AK erklaren
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lassen, da durch die spezifische Blockade von PD-1 die Wirkung beider moglicher Lig-
anden verhindert wird und die PD-L2 vermittelte Immunsuppression ebenso ge-
schwacht wird (9).

PD-L1 wird in der Literatur sowohl als negativer, als auch als positiver Faktor fur die
Gesamtprognose (unabhangig von der Therapie) diskutiert. Ebenso scheint die PD-
L1-Expression auch abhangig von der Tumor-Lokalisation zu sein (4).

Diskutiert werden auch Zusammenhange zwischen der Pravalenz von PD-L1 und Fak-
toren wie Alter, Geschlecht, Tumor-Differerenzierungsgrad, LK-Status und auch der
Exposition von Risikofaktoren (4, 33, 90, 91, 112).

Auch wenn ein Tumor durch die Expression von PD-L1 grundsatzlich als aggressiver
gilt, da er der korpereigenen Anti-Tumor-Immunreaktion entkommen kann, kann eine
vermehrte Expression des PD-L1-Proteins aber auch zu einem verbesserten Anspre-
chen auf spezifische Immuntherapien und somit einem insgesamt verbessertes Ge-
samtuberleben fuhren (1, 4). Hierbei scheint aber nur die generelle Expression von
PD-L1 von Bedeutung zu sein, da keine signifikanten Unterschiede zwischen niedriger
PD-L1-Expression (1-49%) und hoher Expression (>50%) nachgewiesen werden
konnten, jedoch ein deutlich verbessertes Gesamtuberleben dieser Population vergli-
chen zu <1% PD-L1-Positivitat. Eine uber 50-prozentige PD-L1-Expression gilt jedoch
ohne Immuntherapie als unabhangiger prognostischer Faktor fur ein schlechteres
Uberleben (90). Viele klinische Studien haben mittlerweile gezeigt, dass Antikérper,
die PD-1 und PD-L1 blockieren, eine zuverlassige Wirkung auf viele fortgeschrittene
Malignome haben. Somit stellt die PD-L1-Expression von HNSCC einen mdglichen
Biomarker zur Vorhersage der Tumorbiologie, eines moglichen Therapieansprechens
auf eine Anti-PD-1/PD-L1-Immuntherapie und somit ein besseres OS dar (1, 64). Dies
gilt jedoch nicht fur alle soliden Tumore (Mammakarzinom, Nierenzellkarzinom,
Urothelkarzinom, Magenkarzinom), bei denen der Trend eher zeigt, dass eine PD-L1-
Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht (113).

Der Anteil von PD-L1-positiven HNSCC weist in den vorliegenden Studien eine grol3e
Heterogenitat auf und liegt bei 60-80% (1, 71, 90, 107, 114). Leider sprechen aber
nicht alle PD-L1-exprimierende Tumore auf eine Therapie mit PD-1/PD-L1-Check-
point-Inhibitoren an und auch PD-L1-negative Tumore kdnnen ebenso gelegentlich

positiv auf eine Checkpoint-Blockade reagieren (55, 67). Dies konnte darauf
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zurdckzufuhren sein, dass PD-L1 ein induzierbares Molekul ist, dessen Expression
dynamisch ist und eine starke intratumorale Heterogenitat aufweist (48).

Ebenso muss bedacht werden, dass es auch andere inhibitorische, immunsupprimie-
rende Signalwege gibt, die durch die Blockade von PD-1/PD-L1 unbeeinflusst bleiben
und somit trotzdem zu einer Abschwachung der Anti-Tumor-Reaktion fuhren konnen.
Diese konnten gegebenenfalls durch eine Kombinationstherapie mit anderen Immun-
therapeutika gleichzeitig blockiert werden, um die T-Zell-Funktion noch weiter zu ver-
bessern (89).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Die Auswahl der Patienten erfolgte initial mittels ICD-Codes des Diagnoseklassifikati-

onssystems ICD-10 (International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems). Es wurde nach Patienten gesucht, die sich im Zeitraum zwischen
dem 01.01.2010 und dem 31.12.2015 in der HNO-Klinik der Universitatsmedizin Mainz
vorstellten und von denen histologische Befunde vorlagen. Hierfur wurde das Pro-
gramm PathoPro verwendet, in dem sich alle pathologisch-anatomischen Befundbe-
richte der Patienten der Universitatsmedizin Mainz befinden. Gesucht wurde nach his-
tologisch gesicherten Plattenepithelkarzinomen des Kopf-/Halsbereiches, dies ent-
spricht den ICD-Codes C01-C05, sowie C09-C13 (siehe Tabelle 5: ICD-Codes) des
Kapitels 2 (Neubildungen). Es wurden Patienten eingeschlossen, von denen ausrei-
chend histologisches Material des Tumors vorlag. Es wurden sowohl Patienten aufge-
nommen, bei denen in den oben genannten Jahrgangen ein Primartumor diagnosti-
ziert wurde, als auch Patienten mit Rezidivtumoren. Die entweder nativen oder in For-
malin fixierten Praparate wurden beim Eintreffen im Institut fir Pathologie der Univer-
sitatsmedizin Mainz nach den dort herrschenden Standards fur den Schnellschnitt oder
den Zuschnitt haltbar gemacht, sodass daraus die haltbaren archivierten Paraffinblo-
cke entstanden sind.

Dem Programm PathoPro wurden ebenfalls andere relevante histopathologische Da-
ten (wie zum Beispiel das TNM-Stadium) entnommen.

Insgesamt fanden sich hierbei ca. 400 mogliche Patienten. Von diesen konnten 324
Patienten eingeschlossen und lichtmikroskopisch begutachtet werden, deren Gewe-
beschnitte und Paraffinblocke im Institut der Pathologie zur Verfugung standen. Die
verfugbaren HE-gefarbten Gewebe-/Tumorschnitte wurden dann lichtmikroskopisch
begutachtet, beurteilt und die in Frage kommenden Schnitte zur Anfertigung eines
Tissue-Microarray vorbereitet. Hierbei wurden nur Tumorschnitte verwendet, bei de-
nen ausreichend Tumorgewebe vorhanden war. Zur Herstellung des TMA wurde ein
Bereich des Gewebeschnittes ausgewahlt und auf dem Objekttrager markiert, in dem
sich maoglichst viel vitales Tumorgewebe befand. AnschlieRend wurde der zugehdrige

Paraffinblock zur TMA-Herstellung verwendet.
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Tabelle 5: ICD-Codes (115)

ICD-10 Code | Bedeutung

Co1 Bosartige Neubildung des Zungengrundes

C02 Bdsartige Neubildung sonstiger und nicht naher bezeichneter Teile
der Zunge (z.B. Zungenrucken /-rand /-unterflache /-tonsille)

C03 Bosartige Neubildung des Zahnfleisches

C04 Bdsartige Neubildung des Mundbodens

C05 Bosartige Neubildung des Gaumens (harter/weicher Gaumen,
Uvula)

C09 Bosartige Neubildung der Tonsille

C10 Bosartige Neubildung des Oropharynx

C11 Bdsartige Neubildung des Nasopharynx

C12 Bosartige Neubildung des Recessus piriformis

C13 Bdsartige Neubildung des Hypopharynx

3.2 TMA-Herstellung

Allgemein bietet die Tissue-Microarray-Technik eine effiziente Moglichkeit zur Detek-

tion von Zielstrukturen mittels Immunhistochemie. Die TMA-Herstellung ermdglicht das
Einbringen von multiplen Gewebezylindern mit einem definierten Durchmesser in ei-
nen einzigen Paraffinblock. Die hergestellten TMAs ermdglichen im Hochdurchsatz-
verfahren die Erfassung von Zielstrukturen vieler Tumorentitaten und/oder Patienten-
proben gleichzeitig auf einem Objekttrager. Somit entfallt die Farbung einzelner Tu-
morschnitte und es werden in einem Verfahren gleichzeitig mehrere Gewebeproben
verschiedenster Patienten gefarbt, sodass die Expression eines Proteins in unter-
schiedlichen Tumoren gesammelt begutachtet werden kann. Hierbei werden auf ei-
nem Objekttrager verschiedene Cores definiert, die jeweils die Gewebeprobe eines
Patienten enthalten (116).

Zur Herstellung eines TMA wurde der TMArrayer verwendet. Es wurden mit einer Hohl-
nadel (Recipient Punch) und einer Haltevorrichtung fur die Paraffinblocke aus dem
primar gewebefreien Empfangerblock Zylinder mit einem Durchmesser von einem Mil-
limeter ausgestanzt, an deren Stelle mit der zweiten Hohlnadel (Donor Punch) ent-

nommene Gewebezylinder aus dem Tumorblock des Patienten eingesetzt wurden.
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Hierzu wurde der auf den HE-Schnitten umrandete Bereich mit Tumorgewebe aufge-
sucht und benutzt (siehe Abbildung 28 und Abbildung 29 im Anhang).

AuRerdem wurde parallel das TMA-Schema zur spateren Identifikation und Zuordnung
der Cores erstellt. Als Orientierungspunkt dienten in der linken oberen Ecke zwei ver-
tikal aufgebrachte Muskelpraparate.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Paraffinbldcke erstellt: der erste Block enthielt
die Tumor-Stanzzylinder der Patienten der Jahrgange 2010-2013 (insgesamt 85, von
denen 78 Cores Tumorgewebe enthielten und analysiert werden konnten), der zweite
Block diejenigen der Jahrgange 2014-2015 (insgesamt 65 Cores, von denen 62 Tum-
orgewebe enthielten). Zur Herstellung der zur immunhistochemischen Farbung beno-
tigten TMA-Schnitte wurden die zwei Paraffinblécke der TMAs dann am Rotations-
mikrotom drei Mikrometer dick geschnitten und Uber ein Wasserbad auf Objekttrager
gebracht und im Anschluss auf der Warmeplatte angetrocknet und gestreckt (siehe
Abbildung 30 im Anhang). Danach wurden sie bei 37 °C im Warmeschrank Gber Nacht
vollstandig getrocknet. Schlussendlich konnten die TMA-Schnitte dann jeweils auf die
acht unten genannten Marker immunhistochemisch gefarbt werden. Dadurch ergaben

sich insgesamt 140 auswertbare TMA-Cores.

Abbildung 5: TMA 1 (Patientenkollektiv 2010-2013 mit immunhistochemischer CD3-
Farbung)
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Abbildung 6: TMA 2 (Patientenkollektiv 2014-2015 mit immunhistochemischer CD3-
Farbung)

3.3 Immunhistochemie

Allgemein dienen immunhistochemische Untersuchungen dem Nachweis und der Lo-
kalisation bestimmter Zellstrukturen (Proteine) anhand der Wechselwirkung dieser An-
tigene mit zugefuhrten Antikérpern. Man unterscheidet hier zwischen indirekten und
direkten Nachweismethoden. Zuerst erfolgt die Bindung eines Primarantikdrpers
(mono- oder polyklonal) an ein bestimmtes Zell-/ Gewebeantigen. Bei der direkten Me-
thode sind diese Primarantikdrper bereits mit einem Enzym/Farbstoff markiert, beim
indirekten Nachweis muss in einem zweiten Schritt ein zweiter, markierter Antikorper
an den Antigen-Antikdrperkomplex der Primarreaktion gebunden werden. Zum Sicht-
barmachen der gebundenen Antikérper muss hier abschlieBend dann noch ein
Markermolekul (Fluoreszenzfarbstoff, Enzym, kolloidales Gold) daran gekoppelt wer-
den (117). Immunhistochemische Detektionsmethoden werden heutzutage sehr haufig

im Rahmen der Tumordiagnostik verwendet.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer indirekten Nachweismethode und somit mit
Primar- und Sekundarantikorpern, sowie weiteren Reagenzien zum Sichtbarmachen
gearbeitet (siehe Abbildung 31, Abbildung 32, Abbildung 33, Abbildung 34, Abbildung
35 im Anhang). Ein genaues Versuchsprotokoll einer solchen immunhistochemischen
Farbung am Beispiel von PD-L1 findet sich im Anhang.

Die immunhistochemisch gefarbten TMA-Schnitte wurden dann mit dem Hamamatsu
NanoZoomer 2.0-HAT-Scanner eingescannt, als NDPI-Datei digitalisiert und konnten
dann mithilfe der unten genannten Programme ausgewertet werden.

Zur Bewertung der PD-L1-Expression existieren mehrere Scoring-Systeme, die bei
verschiedenen Tumorentitaten Verwendung finden. Hierbei wird jeweils der rela-
tive/prozentuale Anteil gefarbter Zielzellen bezogen auf eine Zellpopulation bestimmt.
Die gangigen Scoring Systeme unterscheiden sich folgendermal3en: wahrend beim
tumor proportion score (TPS) nur die (PD-L1-)gefarbten Tumorzellen in Relation zur
Gesamtheit der Tumorzellen betrachtet werden, bezieht der combined positive score
(CPS) aul3er den gefarbten Tumorzellen noch PD-L1-positive mononukleare Immun-
zellen (Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen) mit ein und setzt diese in
Relation zu allen Tumorzellen (118). In Anlehnung an den CPS verwendeten wir in
unserer Studie einen kombinierten Tumor-Stroma-Score (KTSS), der aufgrund der
Einschrankungen der digitalen Bildanalyse bei der Zelltypunterscheidung am nachsten
an den gangigen CPS herankam. Der KTSS unterscheidet nicht zwischen den Zellty-
pen des Stromagewebes und bezieht somit (auf’er den Tumorzellen und den mono-

nuklearen Immunzellen) auch moglicherweise andere PD-L1-positive Zellen mit ein.

3.4 TNM-Klassifikation

Die Einteilung der Tumore nach ihrer Gro3e und Ausdehnung erfolgte anhand der

TNM-Klassifikation der Kopf-Hals-Tumore. Hierbei wurde uberwiegend die TNM-Klas-
sifikation der 7. Auflage (2010) verwendet (84). Die Einschatzung erfahrener Patholo-
gen aus den pathologischen Beurteilungen wurde dbernommen und in Einzelfallen

durch klinische Einschatzungen der behandelnden HNO-Arzte erganzt.



3.5 Laborgerate, Mikroskope
Tabelle 6: Gerate
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Gerat Hersteller
Leica Eindeckautomat Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
CV 5030 Deutschland

Lichtmikroskop Leica DMLB Model U-
MDO10B

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Dampfgarer Multi-Gourmet

Firma Braun GmbH, Kronberg im

Taunus, Deutschland

Objekttragerstrecktisch/Warmeplatte
Medite OTS 40

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Rotationsmikrotom Hyrax M55

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,

Deutschland

Farbeautomat DAKO Autostainer Plus

Agilent Technologies, Santa Clara CA,
USA

Scanner fur Objekttrager Nano Zoomer
20HT

HAMAMATSU PHOTONICS K. K., Sys-
tems Division, 812 Joko-cho, Higashi-ku,
Hamamatsu City, 431-3196, Japan

Warme-/Trockenschrank Heraeus Func-
tion Line UT6

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Dreireich, Deutschland

TMArrayer

Pathology Devices Inc., Westminster,
USA

3.6 Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Tabelle 7: Chemikalien/Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller

Paraffin

Klinika  Medical

Deutschland

GmbH, Usingen,

Xylol (reinst)

SAV Liquid Production GmbH, Flints-

bach am Inn, Deutschland

Ethanol 99%

SAV Liquid Production GmbH, Flints-

bach am Inn, Deutschland
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Ethanol 96%

SAV Liquid Production GmbH, Flints-

bach am Inn, Deutschland

Ethanol 70%

SAV Liquid Production GmbH, Flints-

bach am Inn, Deutschland

Aqua dest.

Hausleitung

EnVision™ FLEX KIT, High pH

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara
CA, USA

EnVision™ FLEX Target Retrieval Solu-
tion, Low pH

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara
CA, USA

EnVision™ FLEX Antibody Diluent

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara
CA, USA

EnVision™ FLEX+ Rabbit (LINKER)

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara
CA, USA

Hamatoxylin Mayer’s

Agilent DAKO Technologies, Santa Clara
CA, USA

Entellan

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Tabelle 8: Arbeits- und Verbrauchsmaterial

Arbeits-/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Super Frost Plus Objekttrager

Fisher Scientific

Deckglaser 24 x 50 (Cover Slips)

Knittel

GmbH, Braunschweig, Deutschland

Waldemar Glasbearbeitungs

Mikrotomklingen

PFM Medical AG, Koln, Deutschland

Farbestation

Sakura Finetek Germany GmbH, Stau-

fen, Deutschland

Objekttragerhalterung fur Farbestation

Sakura Finetek Germany GmbH, Stau-

fen, Deutschland




Tabelle 9: Primar-Antikorper fir immunhistochemische Farbung
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Antikorper | Wirt Klon Hersteller Verdiinnung
CD3 Kaninchen | Polyklonal Dako FLEX, Agilent| Ready to use
Technologies, Santa
Clara CA, USA
CD4 (Clone | Maus Monoklonal | Dako FLEX, Agilent| Ready to use
4B12) Technologies,  Santa
Clara CA, USA
CD8 (Clone | Maus Monoklonal | Dako FLEX, Agilent| Ready to use
C8/144B) Technologies,  Santa
Clara CA, USA
CD56 Maus Monoklonal | Dako FLEX, Agilent| Ready to use
(Clone Technologies,  Santa
123C3) Clara CA, USA
CD68 Maus Monoklonal | Dako FLEX, Agilent| Ready to use
(Clone PG- Technologies,  Santa
M1) Clara CA, USA
Anti-PD-L1 | Kaninchen | Monoklonal | abcam, Cambridge, UK | 1:250
Anti-PD-L2 | Kaninchen | Polyklonal abcam, Cambridge, UK | 1:20
PD1 Maus Monoklonal | abcam, Cambridge, UK | 1:100

3.7 Analysesoftware und Datenbanken

3.7.1 HALO und QuPath

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Tissue-Microarrays erfolgte zu-

erst mit dem Programm HALO am Institut fur Pathologie der Universitatsmedizin

Mainz. Hierbei zeigten sich im Verlauf erhebliche Probleme bei der Bildanalyse, die in

einer unzureichenden Funktion des Programms endeten. Aufgrund dessen wurde

dann auf das Programm QuPath zur Bildauswertung der TMAs umgestiegen. Hierbei

wurde zuerst automatisiert die Zellzahl des jeweiligen Cores analysiert, sowie differen-

ziert, ob es sich um immunhistochemisch angefarbte (braunliche) oder negative (vio-

lett/blaue) Zellen handelt (siehe Abbildung 36 im Anhang). Im nachsten Schritt wurde

dann zwischen Tumorgewebe, umliegendem Stroma und weiteren Gewebearten (z.B.
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Muskelgewebe) unterschieden. Abschlie3end erfolgte die Gesamtauswertung der po-
sitiven/negativen Zellen im Bezug zum Tumorgewebe, dem Stroma oder anderem de-
finiertem Gewebe (siehe Abbildung 37, Abbildung 38, Abbildung 39 im Anhang). Es
wurden die immunhistochemischen Marker CD3, CD4, CD8, CD56, CD68, PD-L1, PD-
1, PD-L2 von allen 140 Patienten ausgewertet. Die hieraus entstandene Tabelle wurde

in die erstellte Excel-Tabelle bei den jeweiligen Patienten integriert.

3.7.2 TUBA

Die restlichen (v.a. klinischen) Daten der Patienten wurden der Datenbank TUBA ent-
nommen. Diese Datenbank wurde mithilfe der Patientenakten aus der HNO-Klinik der
Universitatsmedizin Mainz erstellt und kontinuierlich aktualisiert. Folgende klinische
Daten wurde hier entnommen: Alter bei Diagnosestellung, Nikotinkonsum, Alkoholkon-
sum, Therapiemethode, Uberlebenszeit, sowie teilweise das klinische cTNM-Stadium
(dieses wurde allerdings nur verwendet, wenn keine pathologische TNM-Klassifikation
erfolgt war — pTNM).

Zur Analyse der Uberlebenszeit wurde das Datum der Entnahme des vorliegenden
Tumorschnittes als Startpunkt des Beobachtungszeitraumes gewertet.

Nach Vervollstandigung der Excel-Tabelle wurde diese in das Statistikprogramm

SPSS eingespeist, welches eine spezifische Auswertung der Daten ermdoglichte.

3.8 Statistik

Die statistische Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mittels des Statistikpro-
grammes ,SPSS Statistics Version 23®" (IBM, Armonk - New York, USA), nachdem
die gesammelten Daten aus einer Excel-Tabelle Ubertragen wurden. Hierfur konnten

insgesamt die Daten von 137 Patienten verwendet werden.

3.8.1 Deskriptive Statistik

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden die Daten zunachst durch Erstellung von

Tabellen und Abbildungen veranschaulicht und deren Lage, Streuung und Verteilung
beschrieben. Es folgten explorative Datenanalysen, bei denen der Mittelwert und der
Median, sowie die Standardabweichung zur Beschreibung metrischer Daten diente.
Als Mal fur die Streuung wurden die Standardabweichung und der Interquartilbereich

ermittelt. Zur Beschreibung nominaler und ordinaler Daten diente die Bestimmung der
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absoluten und relativen Haufigkeiten der jeweiligen Kategorien mithilfe von Haufig-
keitstabellen.
Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Form von Boxplots, Kuchendia-

grammen, Histogrammen, sowie Balken- und Streudiagrammen.

3.8.2 SchlieRende Statistik

Basierend auf den Ergebnissen der deskriptiven Statistik konnten statistische Tests

durchgefuhrt werden, die Zusammenhange hinsichtlich ihrer statistischen Signifikanz
prufen. Hierbei wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt. Zunachst wurden
alle metrisch skalierten Werte graphisch mit Histogrammen und analytisch mithilfe des
Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung gepruft.

Es zeigte sich nur fur das Patientenalter eine Normalverteilung und annahernd fur die
CD68-Expression. Beim weiteren Vorgehen wurden dementsprechend nicht-paramet-
rische Tests verwendet, die keine Normalverteilung der Daten voraussetzen.

Zur Uberpriifung der Signifikanz der liberwiegend nicht-normalverteilten Daten wurden
der Mann-Whitney-U-Test flr zwei Gruppen und der Kruskal-Wallis-Test fur mehr als
zwei Gruppen durchgeflhrt.

Um den Einfluss der unabhangigen stetigen Variablen (CD3, CD4, CD8, CD56, CDG8,
PD1 und PD-L2) auf die PD-L1-Expression zu untersuchen wurde eine Regressions-
analyse durchgefuhrt. Vorher wurde zum Ausschluss von Multikollinearitat mithilfe der
Spearman-Korrelation ermittelt, inwieweit es innerhalb der unabhangigen Variablen
Korrelationen gibt. Hierbei zeigte sich keine fur die folgende Analyse kritische Interak-
tion, alle Korrelationskoeffizienten waren 1<0,75l. Somit konnten alle Variablen in die
Regressionsanalyse aufgenommen werden.

Auf eine Cox-Regression wurde aufgrund der wenigen Ereignisse (Tod) verzichtet.
Die Uberlebensanalyse wurde mit der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt, die die
Unterschiede des Gesamtuberlebens verschiedener Patientengruppen beschreibt.
Der Log-Rank-Test wurde hierbei eingesetzt, um die resultierenden Uberlebenskurven

auf einen statistisch signifikanten Unterschied zu Uberprifen.



Tabelle 10: Programme
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Programm

Version

Hersteller

PathoPro

Version 9.0.9070

ifms GmbH (Institut far medizini-
sche Software), Saarbricken,

Deutschland

HALO Image Analysis

Software

HALO v2.1.1634
September 2017

Indica Labs Inc., Corrales New

Mexico

QuPath

Version 0.2.0

The Queen’s University of Belfast,
Northern Ireland

The University of Edinburgh

Microsoft Excel fur Mac

Version 16.38

Microsoft Deutschland GmbH, Un-

terschleifheim, Deutschland

Microsoft Word fir Mac

Version 16.38

Microsoft Deutschland GmbH, Un-

terschleifheim, Deutschland

Endnote X9 Version X9.3.3 Clarivate Analytics, Boston

TUBA Programmiert von Maximilian Dei-
chelbohrer fur die HNO-KIlinik und
das Institut fur Pathologie der Uni-
versitatsmedizin Mainz

SPSS Version 27.0.1.0 IBM Corporation
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4 Ergebnisse
4.1 Analyse des Patientenkollektivs

Im Rahmen unserer retrospektiven Analyse konnten insgesamt 137 Patienten in die
Auswertung eingeschlossen werden, deren Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome im
Zeitraum von Januar 2010 bis Dezember 2015 histologisch am Institut fur Pathologie
der Universitatsmedizin Mainz untersucht wurden. Hierbei handelte es sich um 119
Primartumore, 14 Rezidivtumore und 4 Zweittumore.

Der Beobachtungszeitraum reichte vom Tag der Diagnose bis maximal Oktober 2020.
Im Durchschnitt wurden die Patienten 28,7 Monate lang beobachtet. Bei einigen Pati-
enten lag nur ein einziger Datensatz der initialen Probenentnahme vor, da die Patien-
ten danach beispielsweise in anderen Krankenhausern weiterbehandelt wurden. Somit
lag die minimale Beobachtungszeit bei 0 Tagen, die maximale Beobachtungszeit be-
trug 8,75 Jahre. Am Ende der Beobachtungszeit waren noch 67,9% (93 Patienten) am
Leben. Die restlichen 44 Patienten sind verstorben und uberlebten im Durchschnitt ca.
20,3 Monate bis zum Todeseintritt. Hierbei zeigte sich jedoch eine grof3e Spannweite
von minimal zweieinhalb Wochen bis maximal funf Jahren.

Zum Zeitpunkt des letzten Kontaktes waren 47,4% der Patienten tumorfrei, bei 24,1%
war noch Tumorgewebe vorhanden, von 39 Patienten (28,5%) lagen diesbezuglich

keine Informationen vor.

4.1.1 Geschlechts- und Altersverteilung
Das Tumorkollektiv setzte sich aus 107 Mannern (78,1%) und 30 Frauen (21,9%) zu-

sammen. Das Lebensalter der Patienten bei Diagnosestellung zeigte sich sowohl gra-

phisch (Histogramm) als auch mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests normalverteilt und be-
trug zum Zeitpunkt der Diagnosestellung durchschnittlich 63,7 Jahre, wobei der
jungste Patient 31 Jahre und der alteste Patient 84 Jahre alt war. Frauen waren im
Mittel bei Diagnose 3,55 Jahre junger als Manner (60,93 vs. 64,48 Jahre).
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Abbildung 7: Boxplot - Alter bei Diagnose aufgeteilt nach Geschlecht

Es konnte ein signifikanter Unterschied mit jedoch nur schwacher Effektstarke
(r=0,169) der PD-L1 Expression des untersuchten Gesamtgewebes (Stroma- + Tum-
orgewebe) bei Mannern und Frauen festgestellt werden (p=0,049; Mann-Whitney-U-
Test). Die PD-L1 Expression bei Mannern ist somit signifikant hoher als bei Frauen.
Betrachtet man nur die PD-L1-Expression des Tumorgewebes, kann man von keinem

signifikanten Unterschied mehr sprechen (p=0,068).

Nach Spearman-Rho zeigte sich keine Korrelation zwischen der Hohe der PD-L1-Ex-

pression und dem Alter des Patienten (p=0,174).
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Abbildung 8: PD-L1-Expression in Abhangigkeit des Geschlechts

4.1.2 Tumorlokalisation
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Die alle im Kopf-Hals-Bereich gelegenen Plattenepithelkarzinome befanden sich am
haufigsten am Zungenkérper (n=32), gefolgt vom Zungengrund (n=28), dem Mundbo-
den und den Tonsillen (jeweils n=21) und dem Hypopharynx (n=18). Weitere Lokali-
sationen waren der Oropharynx (n=11) und der Gaumen (n=3). Je ein Patient war von

einem Karzinom der Lippe, des Nasopharynx und des Zahnfleisches betroffen.

Lokalisation

M Zungengrund
B Zungenkérper
CIMundboden
B Gaumen
[JHypopharynx
ELippe

[ Tonsille

] Oropharynx
[ Nasopharynx
W Zahnfleisch

Abbildung 9: Lokalisationen der untersuchten Plattenepithelkarzinome
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4 1.3 Tumorklassifikation

Die Patienten wurden anhand der TNM-Klassifikation eingeteilt. Am haufigsten wiesen
die Patienten Tumore im T2-Stadium auf (30,7%), darauf folgten zu gleichen Teilen
T1- und T3-Tumore (24,1%) und weniger T4a-Tumore (14,6%). Nur zwei Patienten
befanden sich im T4b-Stadium (1,5%), bei sieben Patienten (5,1%) konnte das T-Sta-
dium nicht ermittelt werden.

Zum Zeitpunkt des Stagings wiesen die meisten Patienten keine Lymphknotenmeta-
stasen auf (NO-Stadium - 28,5%). Am zweithaufigsten lag ein N2b-Stadium vor
(24,1%), es folgten 11,7% im N2c-Stadium, 8,8% im N1-Stadium, 4,4% im N2a-Sta-
dium und 1,5% im N3-Stadium. Bei 21,2% konnte kein Lymphknotenstatus erhoben
werden (NX-Stadium).

Fernmetastasen lagen nur bei 5,1% der Patienten vor, 71,5% wiesen keine Fernme-
tastasierung auf. Bei den restlichen Patienten (23,4%) blieb das M-Stadium unbe-
kannt.

Der Differenzierungsgrad der Plattenepithelkarzinome (Grading) teilte sich wie folgt
auf: 3,6% gut differenzierte (G1-) Tumore, 60,6% maRig differenzierte (G2-) Tumore,
35% schlecht differenzierte (G3-) Tumore und nur ein Patient mit einem G4-entdiffe-

renzierten Tumor (entsprechend 0,7%).

Tabelle 11: Haufigkeitstabelle: TNM-Stadium, Grading, Lymphgefal3-/ Venen- und pe-

rineurale Infiltration

Haufigkeit Prozentualer Anteil

T-Stadium

T1 33 24 1

T2 42 30,7

T3 33 24 1

T4a 20 14,6

T4b 2 1,5

TX (unbekannt) 7 5,1

N-Stadium

NO 39 28,5

N1 12 8,8



N2a

N2b

N2c

N3

NX (unbekannt)

M-Stadium

MO

M1

MX (unbekannt)

Grading

G1 - gut differenziert

G2 — malig differenziert
G3 - schlecht differenziert

G4 — undifferenziert

LymphgefaBinvasion
Nein
Ja

unbekannt

Veneninvasion
Nein
Ja

unbekannt

Perineurale Invasion
Nein

Ja

Unbekannt

33

16

29

98

32

18
116

127

130

4.4
24,1
11,7
1,5

21,2

71,5
5,1
23,4

3,6
60,6
35
0,7

2,2
13,1
84,7

2,9
4.4
92,7

1,5
3,6
94,9

50
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Durch die Ermittlung der TNM-Klassifikation ergab sich auch das UICC-Stadium, was
einen besseren Vergleich der einzelnen Schweregrade erlaubt. Hierbei zeigte sich fol-

gende Verteilung:

Anzahl der Patienten

IVa
UICC-Stadium

Abbildung 10: Verteilung der UICC-Stadien

Es konnten mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests keine signifikanten Zusammenhange
zwischen der PD-L1-Expression und der Lokalisation des Tumors (p=0,194), dem T-
Stadium (p=0,09), dem Lymphknotenstatus (p=0,097), der Fernmetastasierung
(p=0,248), dem UICC-Stadium (p=0,403) oder dem Differenzierungsgrad (p=0,311)

dargestellt werden.

4.1.4 Therapie
Die Therapie der neu diagnostizierten Plattenepithelkarzinome unseres Kollektivs er-

folgte nach ausfuhrlicher Diskussion im Rahmen eines interdisziplindren Tumorboar-
des. In den meisten Fallen wurde nach Diagnosesicherung eine primar operative The-
rapie gewahlt (73,1%). Bei ca. der Halfte der operierten Patienten (48 von insgesamt
100) erfolgte im Anschluss eine adjuvante Therapie. Diese bestand entweder aus ei-
ner alleinigen Bestrahlung, einer Radiochemo-Therapie oder einer Kombination aus
einer Bestrahlung und einer zielgerichteten Therapie mit Cetuximab. Verwendete
Chemotherapeutika waren Cisplatin und 5-Fluoruracil. Bei einigen wenigen Patienten

erfolgte auch eine primare Radio- bzw. Radiochemo-Therapie oder kombinierte
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Radiatio mit zielgerichteter Cetuximab-Therapie. Hierbei kamen noch Carboplatin als
Ersatz fur Cisplatin bei Unvertraglichkeit und Docetaxel hinzu. Des Weiteren erfolgte
bei 16 Patienten eine Induktionschemotherapie mit oben genannten Medikamenten in
unterschiedlichen Kombinationen. In primar palliativer Intention wurden nur 6 Patien-
ten behandelt; hiervon erhielten 2 Patienten eine palliative Chemo-/Immuntherapie,
der Rest wurde mittels best supportive care behandelt. Nach der Primartherapie des
Karzinoms befand sich die Mehrheit (58,4%) der Patienten in Vollremission, 14,6%
zeigten eine partielle Remission und der Rest zeigte entweder keine Veranderung,
befand sich in Progress oder musste die Therapie abbrechen. Bei 18 Patienten blieb
der Erfolg unklar.

Bei der Sekundar- bzw. Tertiartherapie der Patienten ohne Vollremission wurde selten
nachoperiert und deutlich haufiger eine Radio-, Radiochemo- oder Radiatio-Cetuxi-
mab-Therapie bzw. eine palliative Therapie gewahlt. Erst im Rahmen der Tertiarthe-
rapie kamen erstmals Checkpoint-Inhibitoren wie Pembrolizumab oder Nivolumab zum
Einsatz. Eine Immuntherapie mit diesen Substanzen wurde insgesamt nur bei zwei
Patienten des gesamten Kollektivs angewandt.

Eine Neck Dissection erfolgte entweder primar oder im Verlauf bei dem Groliteil der
Patienten (62,8%, davon 45,3% bilateral und 17,5% unilateral). Bei 46 Patienten
(33,6%) wurde keine Neck Dissection durchgefuhrt. In funf Fallen war nicht zu ermit-
teln, ob eine Neck Dissection durchgefuhrt wurde.

In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv lag bei 48,2% der Patienten eine RO-
Situation mit histologisch tumorfreien Resektionsrandern vor. 10,9% der Patienten be-
fanden sich in einer R1-Situation und hatten somit histologisch tumorbefallene Resek-
tionsrander. Bei einem Patienten verblieb ein makroskopisch sichtbarer Tumorrest
(R2-Situation). Bei dem Rest der Patienten (55 Patienten, 40,1%) wurde entweder

keine operative Tumorresektion durchgefihrt oder der R-Status war nicht beschrieben.

4.1.5 Noxen

4.1.5.1 Tabak

Lediglich 6 Patienten (4,4%) hatten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung niemals ge-
raucht. Die Mehrzahl der Patienten (59,2%) waren aktive Raucher; hiervon rauchten
6,6% weniger als 20 packyears, 28,5% mehr als 20 py und bei 24,1% war die Menge

unklar. Bei 50 Patienten (36,5%) war keine Angabe zum Rauchverhalten vorhanden.
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Es lieR sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Rauchverhalten und der

PD-L1-Expression des Gewebes darstellen (p=0,084; Kruskal-Wallis-Test).

4.1.5.2 Alkohol

Nur 5,1% der Patienten gaben an nie Alkohol zu konsumieren. Bei 47,4% der Patien-
ten lag ein Alkoholkonsum vor. Bei 47,4% der Patienten blieb die Angabe unbekannt.
Es liel3 sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Trinkverhalten und der
PD-L1-Expression darstellen (p=0,548; Kruskal-Wallis-Test).

4.1.6 Todesursache

Von den 44 verstorbenen Patienten lief3 sich die Todesursache bei 9 Patienten auf das
Tumorgeschehen zurickfuhren, bei 9 weiteren Patienten lag eine andere Todesursa-
che vor. Hierbei handelte es sich beispielsweise um ein Multiorganversagen, eine re-
spiratorische Insuffizienz bei Pneumonie, eine kardiopulmonale Dekompensation, ein
Zweittumor oder eine Hirnblutung. Bei den restlichen 26 Patienten war die Todesursa-

che unklar.

4.1.7 PD-L1-Expression

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurde zwischen der Expres-

sion des Tumorgewebes und des umgebenden Gewebes unterschieden. Somit erga-
ben sich unterschiedliche prozentuale Anteile positiver Zellen, je nachdem ob man nur
das Tumorgewebe betrachtete oder den gesamten Ausschnitt. Bezogen auf die PD-
L1-Expression gibt es in der Literatur unterschiedliche Scores, bei denen die Aussa-
gekraft bzw. die Prognoserelevanz diskutiert wird. Betrachtet man nur die PD-L1-Ex-
pression der Tumorzellen spricht man beispielsweise vom tumor proportion score
(TPS), der combined positive score (CPS) bezieht auch andere PD-L1-positive Zellen
(Tumorzellen, Lymphozyten und Makrophagen) mit ein (119). In der vorliegenden Ar-
beit wurden verschiedene Kombinationen untersucht: Es wurde jede Analyse der PD-
L1-Expression sowohl einmal bezogen auf die Tumorzellzahl (TPS) als auch bezogen
auf die Gesamtzellzahl (angepasster CPS — hier: kombinierter Tumor-Stroma-Score
KTSS) durchgefuhrt. Aufgrund von Limitationen der digitalen Bildanalyse konnte keine
Differenzierung zwischen einzelnen Zellen des (grotenteils gering reprasentierten)

Stromagewebes erfolgen. Fruhere Studien konnten PD-L1 in geringen Mengen zwar



54

auf anderen Zellen nachweisen (120), visuell ist aber davon auszugehen, dass in den
von uns untersuchten Biopsien vorwiegend Tumorzellen PD-L1 exprimieren und der
Anteil weiterer PD-L1-exprimierender Zellen als sehr gering einzuschatzen ist.

Der Anteil der PD-L1-positiven Zellen an der jeweiligen Gesamtzellzahl wurde in drei
Kategorien eingeteilt (90). Die Expression von <1% der Zellen, 1-50% und >50%
wurde hierbei unterschieden und miteinander verglichen. Hierbei unterschied sich

dann aber nur in den wenigsten Fallen die Einteilung der Gruppen beider Scores.

Tabelle 12: Anzahl der Patienten anhand des KTSS

PD-L1-Expression Haufigkeit Prozent
Tumor-/Stromagewebe

<1% 20 14,6
1-50% 96 70,1
>50% 21 15,3
Gesamt 137 100,0

Tabelle 13: Anzahl der Patienten anhand des TPS

PD-L1-Expression Haufigkeit Prozent
Tumorgewebe

<1% 25 18,2
1-50% 88 64,2
>50% 24 17,5
Gesamt 137 100,0

Im Mittel zeigten die Patienten in 19,6% der Gesamtzellen des untersuchten Gewebes
und 21,3% der Tumorzellen eine PD-L1-Expression. Die Expression stellte sich tUber

alle Tumore sehr heterogen dar und reichte von 0% bis 98%.
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4.1.8 Vergleich der Immunzellanzahl in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

4.1.8.1 CD3-positive Immunzellen in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression

CD3+ Stromazellen in Prozent
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T
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T
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PD-L1-Expression Stroma-/Tumorzellen gruppiert

Abbildung 11: Boxplot: CD3-Infiltration in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

In der Abbildung 11 findet sich eine Aufstellung der prozentualen CD3-Zellzahl im tu-

morumgebenden Gewebe in den definierten PD-L1-Kategorien.

Insgesamt konnte ein Mittelwert von 57,5% CD3-positiver T-Lymphozyten errechnet

werden. Die Spannweite war sehr grof3 und reichte von 11% bis 95%.

Es zeigte sich eine (knapp nicht signifikant) hohere Anzahl CD3-positiver Zellen bei

hoherer PD-L1-Expression (p = 0,062). Graphisch zeigte sich in einem Streudiagramm

kein eindeutig linearer Zusammenhang.
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Abbildung 12: Beispiel Streudiagramm - Zusammenhang zwischen der PD-L1 Expres-

sion und CD3-positiven Immunzellen
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4.1.8.2 CD4-positive Immunzellen in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression
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Abbildung 13: Boxplot: CD4-Infiltration in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

In der Abbildung 13 findet sich eine Aufstellung der prozentualen CD4-Zellzahl bei den
unterschiedlichen PD-L1-Kategorien.

Insgesamt konnte ein Mittelwert von 27,3% CD4-positiver T-Helferzellen errechnet
werden. Die Spannweite war grof3 und reichte von 3% bis 63%.

Es zeigte sich eine nicht signifikant hdhere Anzahl CD4-positiver Zellen bei hoherer
PD-L1-Expression (p = 0,849). Graphisch zeigte sich in einem Streudiagramm kein

eindeutig linearer Zusammenhang.
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4.1.8.3 CD8-positive Immunzellen in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression
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Abbildung 14: Boxplot: CD8-Infiltration in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

In der Abbildung 14 findet sich eine Aufstellung der prozentualen CD8-Zellzahl bei den
unterschiedlichen PD-L1-Kategorien.

Insgesamt konnte ein Mittelwert von 32,9% CD8-positiver zytotoxischer T-Lymphozy-
ten errechnet werden. Die Spannweite war grof3 und reichte von 2% bis 74%.

Es zeigte sich eine signifikant hohere Anzahl CD8-positiver Zellen bei Anstieg der PD-
L1-Expression (p < 0,001). Graphisch zeigte sich in einem Streudiagramm kein ein-

deutig linearer Zusammenhang.
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4.1.8.4 CD56-positive Immunzellen in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression
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Abbildung 15: Boxplot: CD56-Infiltration in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

In der Abbildung 15 findet sich eine Aufstellung der prozentualen CD56-Zellzahl bei
den unterschiedlichen PD-L1-Kategorien.

Insgesamt konnte ein Mittelwert von 15,7% CD56-positiver naturlicher Killerzellen er-
rechnet werden. Die Spannweite war grof3 und reichte von 1% bis 49%.

Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied der CD56-Positivitat bei unterschiedlicher
PD-L1-Expression (p = 0,357). Auch graphisch zeigte sich in einem Streudiagramm

kein linearer Zusammenhang.
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4.1.8.5 CD68-positive Immunzellen in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression
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Abbildung 16: Boxplot: CD68-Infiltration in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

In der Abbildung 16 findet sich eine Aufstellung der prozentualen CD68-Zellzahl bei
den unterschiedlichen PD-L1-Kategorien.

Insgesamt konnte ein Mittelwert von 57,1% CDG68-positiver Makrophagen errechnet
werden. Die Spannweite war grof3 und reichte von 10% bis 98%.

Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied der CD68-positiven Zellzahl bei Anstieg
der PD-L1-Expression (p = 0,926). Graphisch zeigte sich in einem Streudiagramm kein

eindeutiger linearer Zusammenhang.
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4.1.8.6 PD1-positive Immunzellen in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression
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Abbildung 17: Boxplot: PD-1-Expression in Abhangigkeit der PD-L1-Expression

In der Abbildung 17 findet sich eine Aufstellung der prozentualen PD-1-Expression bei
den unterschiedlichen PD-L1-Kategorien.

Insgesamt konnte ein Mittelwert von 22,9% PD-1-positiver Zellen errechnet werden.
Die Spannweite war sehr grof3 und reichte von 0% bis 91%.

Es zeigte sich eine signifikant hohere PD-1-Expression bei Anstieg der PD-L1-Expres-
sion (p < 0,001). Graphisch zeigte sich in einem Streudiagramm kein eindeutig linearer

Zusammenhang.

4 .1.8.7 Regressionsanalyse

Es wurde zur zusammenfassenden Uberpriifung des Einflusses der PD-L1 Expression
auf das Immunzellinfiltrat in der Tumormikroumgebung eine (multivariate) Regressi-
onsanalyse durchgefuhrt, in der die jeweiligen Immunzellmarker als abhangige Vari-
able (ZielgroRe) betrachtet wurden und die PD-L1 Expression als unabhangige Vari-
able (Einflussgrof3e). Hierbei zeigten sich die PD-L1-Expression als signifikanter Ein-
flussfaktor auf die Infiltration mit zytotoxischen T-Lymphozyten (CD8) (p<0,001) und
die Menge der PD-1-exprimierenden Immunzellen (p<0,001). Auf die Infiltration mit
den restlichen Immunzellen scheint die PD-L1-Expression keinen Einfluss zu nehmen
(CD4 p=0,849; CD56 p=0,357; CD68 p=0,926). Bei der CD3-Infiltration zeigten sich
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grenzwertig nicht signifikante Werte (p=0,062 bei Betrachtung aller PD-L1-positiven

Zellen und p=0,051 bei isolierter Tumorzellbetrachtung).

4.1.9 Uberlebenszeitanalyse

Erfasst wurden insgesamt 137 Patienten. Nach Abschluss der Erfassung waren noch
93 Patienten (67,9%) am Leben und wurden in den folgenden Analysen als zensiert
betrachtet. Das mediane Gesamtuberleben konnte aufgrund der geringen Anzahl von
Ereignissen (44 Tote von 137 Patienten insgesamt) nicht berechnet werden.

Als Startpunkt gilt das Datum der pathologischen Begutachtung des Gewebes und
Identifikation der Malignitat. Das Gesamtuberleben definierte sich also als Zeitraum
zwischen der histologischen Diagnosesicherung und dem Tag des Versterbens bzw.
der Zensierung des Patienten. Es wurde fir die Uberlebensanalysen nicht zwischen

tumorassoziierten und tumorunabhangigen Todesursachen unterschieden.

4.1.9.1 Gesamtuberleben
Es ergab sich eine 1-Jahresiiberlebensrate (JUR) von 83,2%, eine 2-JUR von 71,6%

und nach 5 Jahren waren noch 51,9% der Patienten am Leben.
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtuberleben in Monaten
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Tabelle 14: Uberleben der Patienten bezogen auf Jahre in Prozent
Kaplan-Meier-Schatzer in Prozent
6-Monats-Uberleben 90,4
1-Jahres-Uberleben 83,2
2-Jahres-Uberleben 71,6
3-Jahres-Uberleben 68,8
4-Jahres-Uberleben 55,9
5-Jahres-Uberleben 51,9

Um die moglichen Einflussfaktoren auf das Uberleben genauer zu untersuchen, wur-

den verschiedene Kaplan-Meier-Kurven erstellt und Log Rank-Tests durchgefuhrt.

4.1.9.2 Gesamtiberleben in Abhangigkeit von dem UICC-Stadium

Es zeigte sich wie zu erwarten ein signifikanter Unterschied der Prognose zwischen

den UICC-Stadien der Tumorerkrankung (p<0,001). Die Uberlebenszeit im Tumorsta-
dium | war signifikant hoher als die aller anderen Tumorstadien. Auch das sehr einge-
schrankte Uberleben des am weitesten fortgeschrittenen Tumorstadiums V¢ unter-
schied sich signifikant vom Rest (0,000>p<0,048). Das Tumorstadium IVa unterschied

sich nicht signifikant von den anderen Stadien (ausgenommen | und IVc).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurve: Uberlebenszeit in Monaten nach UICC-Stadium

4.1.9.3 Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression (3 Kategorien)

Zur Untersuchung des Gesamtuberlebens in Abhangigkeit der PD-L1-Expression wur-
den die Patienten in die oben beschriebenen drei Kategorien aufgeteilt. In der ersten
Gruppe befanden sich 20 Patienten mit geringer bzw. gar keiner PD-L1-Expression
(unter 1% positiver Zellen), in der zweiten Gruppe waren 96 Patienten mit mittlerer
Expression (1-50% der Zellen exprimierten PD-L1) und in der dritten Gruppe fanden
sich 21 Patienten mit hoher PD-L1-Expression (>50%).

Tabelle 15: Verteilung der Patienten in den PD-L1-Kategorien (KTSS)

PD-L1-Expression Gesamtzahl Anzahl der Ereignisse Zensiert
Tumor-/Stromazellen (Tod) Anzahl Prozent
<1% 20 11 9 45,0%
1-50% 96 28 68 70,8%
>50% 21 5 16 76,2%

Gesamt 137 44 93 67,9%
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Tabelle 16: Verteilung der Patienten in den PD-L1-Kategorien (TPS)

PD-L1-Expression Gesamtzahl Anzahl der Ereignisse Zensiert
Tumorzellen (Tod) Anzahl Prozent
<1% 25 13 12 48,0%
1-50% 88 25 63 71,6%
>50% 24 6 18 75,0%
Gesamt 137 44 93 67,9%

Hierbei fanden sich signifikante Unterschiede im Uberleben der 3 Gruppen (p=0,033;
Log Rank-Test). Die Gruppe mit niedriger PD-L1 Expression nach KTSS zeigte im
Langzeitverlauf ein signifikant schlechteres Uberleben als die anderen beiden Grup-
pen (p=0,029 beim Vergleich mit mittlerer Expression und p=0,021 beim Vergleich mit
hoher Expression). Betrachtet man den unmittelbaren Zeitraum nach Diagnosestel-
lung unterscheiden sich die Uberlebensraten noch nicht deutlich, erst im langerfristi-
gen Verlauf treten deutliche Unterschiede auf.

Die mediane Uberlebensdauer konnte nur fiir die Gruppe mit der niedrigsten Expres-
sion errechnet werden (Median: 151 Wochen — ca. 34 Wochen; 95%-Konfidenzinter-
vall: 83,84 - 218,16 Wochen), fur die restlichen beiden Gruppen lag die Ereigniszahl
<50% der Gesamtpatienten und der Median war nicht bestimmbar.

Betrachtet man nur die Expression der Tumorzellen (TPS) zeigt sich kein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen (p=0,072).
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Kurve: Uberlebenszeit in Monaten nach PD-L1-Expres-

sion

4.1.9.4 Gesamtiberleben in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression (2 Gruppen)

Teilt man die Patienten anhand der PD-L1- Expression in nur zwei Gruppen auf (unter

1% Expression und tber 1% Expression), werden die Unterschiede der Uberlebens-

zeit noch signifikanter (p=0,013; Log Rank-Test). In der Gruppe mit sehr geringer PD-

L1-Expression befinden sich nach dieser Aufteilung 20 Patienten, die restlichen 117

Patienten sind der Gruppe mit hoherer PD-L1-Expression zuzuordnen. Das mediane

Uberleben in der PD-L1 negativen Gruppe betragt 34 Monate (95%-Konfidenzintervall:
18,4 - 49,6 Monate).
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Kurve: Uberlebenszeit in Monaten nach PD-L1-Expres-
sion (2 Gruppen)

4.1.9.5 Gesamtiberleben in Abhangigkeit von der Immunzellinfiltration

Fir die Analyse des Uberlebens in Abhangigkeit der vorliegenden Immunzellinfiltration
wurden die Patienten anhand des prozentualen Anteils der jeweiligen Immunzellen im
tumorumgebenden Gewebe in vier Quartile unterteilt: 0-25%, 26-50%, 51-75% und 76-
100%. Diese Gruppen wurden dann innerhalb des zugehdérigen Markers mittels Uber-
lebenszeitkurven nach Kaplan-Meier verglichen.

Es zeigte sich einzig die CD3-Infiltration (T-Lymphozyten allgemein) als signifikanter
Prognosefaktor (p=0,029; Log Rank-Test). Patienten mit einer niedrigen Anzahl tumor-
infiltrierender T-Lymphozyten zeigten verglichen zu Patienten mit einer mittleren An-
zahl infiltrierender T-Lymphozyten (26-76%) ein signifikant schlechteres Uberleben
(p=0,009 und p=0,016; Log Rank-Test). Eine extrem hohe CD3-Infiltration (>75%)
zeigte jedoch keine Uberlebensvorteile.

Alle anderen Immunzellmarker (CD4 p=0,769; CD8 p=0,941; CD56 p=0,989; CD68

p=0,361; Log Rank-Test) waren nicht assoziiert mit einem verbesserten bzw.
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verschlechterten Uberleben. Ebenso war die Expression von PD-1 nicht signifikant fir

die Prognose (p=0,651; Log Rank-Test).
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurve: Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit der
CD8-Expression
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurve: Uberlebenszeit in Monaten in Abhangigkeit der
CD68-Expression
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Bei der CD3-Expression zeigten die meisten Patienten (67,2%) eine mittlere Expres-
sion (25-75%). Bei CD4 zeigten sich in 94,16% der Falle niedrige Expressionsmuster
zwischen 0 und 50%. Auch bei CD8 lagen die meisten Patienten (84,7%) eher im un-
teren Expressionsbereich (0-50%). Die CD56-Expression war eher schwach ausge-
pragt und lag zu 79,6% im untersten Bereich (0-25%). Kein Patient zeigte eine CD56-
Expression >50%. Bei der CD68-Expression zeigten sich ahnliche Expressionsmuster
wie bei CD3; die meisten Patienten (ca. 73%) wiesen eine mittlere Expression zwi-
schen 25% und 75% auf.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Eine wesentliche Einschrankung unserer Studie ist die geringe Anzahl von Patienten,

die kombiniert mit dem retrospektiven Design und teilweise nur lickenhaft dokumen-
tierten Falldaten zu geringerer Signifikanz bei der Auswertung fuhrt. Es wurden Pati-
enten mit bosartigen Neubildungen der Lippe (C00), sonstiger Bereiche des Mundes
— Wangenschleimhaut (C06), der Glandula parotis und anderen Speicheldrusen (CO7-
C08), sowie jegliche Neubildungen des Larynx ausgeschlossen. Aulerdem wurden
nur Patienten eingeschlossen, die an der HNO-KIinik der Universitatsmedizin Mainz
behandelt wurden und bei denen zumindest ein histologisches Praparat archiviert war.
Es werden jedoch auch in anderen Fachabteilungen (wie beispielsweise der Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie) Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Be-
reiches behandelt; somit ist unser Patientenkollektiv eher als eine Stichprobe anzuse-
hen und darf nicht als Grundgesamtheit angesehen werden. Einige histologische Pra-
parate waren bereits in Bearbeitung fur andere Forschungsprojekte und standen somit
unserer Auswertung nicht zur Verflugung; weitere wiesen nach der Bearbeitung/Far-
bung nicht mehr ausreichend Tumormaterial zur Begutachtung auf. Nach Durchsicht
des Patientenmaterials wurden Patienten ausselektiert, bei denen insgesamt nur we-
nig Tumormasse verfugbar war, die nicht fur Forschungszwecke ausreichte.

Die klinischen Daten der Patienten wurden gro3tenteils mithilfe einer Datenbank der
HNO-KIinik erhoben, teilweise wurden auch die Krankenakten der Patienten gesichtet;
einige Daten (wie z.B. der Alkohol-/Nikotinkonsum) waren hierbei nur sehr lickenhaft
erhoben worden. Es erhielten in unserem Kollektiv auffallig wenige Patienten eine Im-
muntherapie als Tertiartherapie mit den Antikdrpern Pembrolizumab/Nivolumab, was
darauf zurickzufuhren ist, dass im Untersuchungszeitraum die meisten Immunthera-
pien noch nicht Bestandteil des empfohlenen Primar-Therapieregimes waren. Lag kein
exaktes Todesdatum vor, da es zum Beispiel zu einem Versterben aulderhalb der Klinik
oder zu einem Wechsel der versorgenden Klinik im Krankheitsverlauf kam, wurde der
Tag des letzten Kontakts ausgewertet und die Patienten ,zensiert®. Dies fuhrte dazu,
dass signifikante Ergebnisse seltener erzielt werden konnten und das mediane Ge-

samtuberleben insgesamt als langer als herausgefunden anzusehen ist.
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In friheren Studien wurde gezeigt, dass es fur die Beurteilung des PD-L1-Status eines
Tumors nicht relevant ist, ob Gewebe vom Primartumor, von Rezidivtumoren oder von
Fernmetastasen fur die immunhistochemische Untersuchung zu Rate gezogen wird
(4). Allerdings ist es moglich, dass bei nur einer Stanzbiopsie pro Patient eine hhere
oder auch geringere PD-L1-Expression vorgetauscht wird, da diese immer nur einen
kleinen Teil der Tumorgesamtheit reprasentiert und einer moglicherweise vorliegen-
den intratumoralen Heterogenitat keine Beachtung geschenkt werden kann (121).
Die immunhistochemischen Farbungen wurden stets an Stanzbiopsien mit moglichst
vielen Tumorzellen durchgefuhrt, was nur eine begrenzte Beurteilung des angrenzen-
den Gewebes zulasst. Das verfugbare Gewebe war nicht in jedem Falle zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose bzw. bei allen Patienten im gleichen Krankheitsstadium gewonnen
worden, deshalb kann auch die Expression von PD-L1 bzw. das Vorhandensein von
Immunzellen je nach vorheriger (endogener) Stimulation variieren (122). Ebenso wa-
ren manche Patienten bei Probenentnahme bereits mittels Bestrahlung oder Chemo-
therapie vorbehandelt, was auch zu einer Veranderung der lokalen Gegebenheiten in
der Tumorumgebung fuhren kann.

Fur den Nachweis von Oberflachenmarkern (wie PD-L1) gibt es abgesehen von der
Immunhistochemie auch andere Nachweismethoden, wie z.B. den mRNA-Nachweis,
was zu unterschiedlich aussagekraftigen Ergebnissen fuhren kann (97). Es existieren
auch unterschiedliche Antikdrper zur immunhistochemischen Detektion, bei denen
sich in Vergleichsstudien stark unterschiedliche Farbemuster und -intensitaten zeigten
(123). Letztendlich hat die digitale Bildanalyse trotz vieler Vorteile, wie beispielsweise
einer grofleren Objektivitat durch bessere Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit
auch einige Limitationen. Durch die Heterogenitat im Erscheinungsbild entarteter Zel-
len ist das Erkennen der Tumorzellen durch das Programm oft erschwert und die Ein-
ordnung in die Gruppen Tumor-/Stromagewebe erfolgte teilweise ungenau und musste
manuell angepasst werden. AuRerdem gelang eine genaue Differenzierung der ein-
zelnen Zellen im tumorumgebenden Gewebe durch ahnlichen Aufbau der Zellstruktu-
ren nicht.

Die Expression von Programmed-Death-Liganden/-Rezeptoren kann mit verschiede-
nen Methoden/Scores beurteilt werden. Beispiele hierflr sind der Tumorproportions-
score (TPS) und der kombinierte positive Score (CPS). TPS ist als der Prozentsatz der

Tumorzellen mit membrandser PD-L1-Expression definiert, CPS ist definiert als die
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Anzahl PD-L1-positiver Tumor- und mononuklearer Immunzellen (Lymphozyten und
Makrophagen) geteilt durch die Gesamtzahl der Tumorzellen multipliziert mit 100.
Beide Scores reichen von 0 bis 100; es gibt auRerdem unterschiedliche Cut-off Werte
zur Definition der PD-L1-Positivitat. Ob ein Tumor bereits ab einer PD-L1-Expression
von >1% der Zellen, ab >5% oder gar erst ab uber 50% exprimierender Zellen als
,positiv’ gewertet wird, ist je nach Studie stark unterschiedlich (67). Durch Verwendung
des CPS anstatt des TPS kann somit nicht zwischen Tumorzellen und Immunzellen
differenziert werden. In Studien, in denen sowohl der CPS als auch der TPS bestimmt
und verglichen wurden, zeigten sich aussagekraftigere Ergebnisse bei der Auswertung
des PD-L1-Status mit dem CPS (67, 72, 109). Somit zeigt sich der CPS im Vergleich
als besserer Parameter zur Bewertung der PD-L1-Positivitat, was auch in unserer Ana-
lyse mithilfe des angepassten KTSS bestatigt wurde. Es wurde ein signifikant schlech-
teres (Langzeit-)Uberleben bei PD-L1-KTSS<1%, verglichen zur Analyse mittels TPS,
die keine signifikanten Uberlebensunterschiede der Gruppen zeigte, nachgewiesen. In
den folgenden Auswertungen wurde dann ausschlieBlich der kombinierte Tumor-
Stroma-Score verwendet, da hiermit insgesamt signifikantere Ergebnisse erzielt wer-
den konnten.

Die von uns verwendeten immunhistochemischen Marker fur den Immunzellnachweis
sind teilweise sehr unspezifisch und konnen auf verschiedene Immunzellen hinweisen.
So ist CD3 als T-Lymphozyten-Marker bekannt, kann aber ebenso auf NK-Zellen ex-
primiert werden. CD4 ist sowohl auf T-Helferzellen nachweisbar als auch auf regula-
torischen T-Zellen mit abweichenden Funktionen (124).

Auffallig war, dass die Auswertung des NK-Zell-Markers CD56 Uberwiegend eine Far-
bung von Muskelgewebe zeigte. Die Farbung des Markers PD-L2 lieferte keine ver-
wertbaren Ergebnisse, da nahezu alle Zellen als positiv gewertet werden mussten,
wodurch keine differenzierten Rickschlisse gezogen werden konnten.

Da bei der Auswertung auffiel, dass sich die separat erhobenen Werte der intratumo-
ralen bzw. stromalen PD-L1-Expression und des Immunzellinfiltrates nicht stark unter-
schieden, wurde bei der endgultigen Auswertung auf die Unterscheidung der Lokali-
sation der gefarbten Zellen verzichtet. Dies ist moglicherweise darauf zurickzufuhren,
dass unsere Stanzbiopsien hauptsachlich aus Tumorgewebe bestanden und teilweise
wenig bis gar kein Stroma aufwiesen. Auch die Grenzzone am Tumorrand wurde nicht

separat begutachtet, obwohl diese haufig ein besonders dichtes Immunzellinfiltrat
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aufweist (125). Es ist ebenso wichtig zu unterscheiden, ob PD-L1 von Immunzellen
oder von Tumorzellen exprimiert wird. Einige Autoren konnten nur einen positiv prog-
nostischen Wert von PD-L1-exprimierenden Immunzellen belegen (33).

Es wurde bei unserer Auswertung nicht zwischen der genauen Lokalisation des
HNSCC unterschieden, obwohl bereits gezeigt wurde, dass beispielsweise das Uber-
leben und die Lymphozyten-Infiltration abhangig von der Tumorlokalisation sehr
schwanken kénnen. Die 5-Jahres-Uberlebensraten von Larynx-Karzinomen sind bei-
spielsweise als deutlich hoher einzuschatzen als die von Mundhohlen-, Oropharynx-
und Hypopharynx-Karzinomen (126).

Das progressionsfreie Uberleben konnte nicht ermittelt werden, da keine Daten zu Re-
zidiven erhoben wurden. In friheren Studien fiel auf, dass es vor allem bei mit Immun-
therapie behandelten HNSCC haufig zu einer Verlangerung des Gesamtuberlebens,

jedoch ohne Verlangerung des progressions- bzw. tumorfreien Uberlebens kam (127).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Dissertation war es, mittels immunhistochemischer Untersuchung der Ge-
webeproben von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches die Tumormikro-
umgebung zu erforschen und das Vorliegen verschiedener zellularer Marker mit klini-
schen Gesichtspunkten in Verbindung zu bringen. Es sollte der Einfluss der infiltrie-
renden Immunzellen und immunsupprimierenden Mechanismen auf die Tumorbiologie
und somit auf die Krankheitsprogression und das Uberleben gepriift werden. Spezifi-
sche zellulare Strukturen konnten in Zukunft zur Therapieplanung und Erforschung
neuer Therapiestrategien herangezogen werden. Es ware erstrebenswert, mithilfe von
immunhistochemisch nachweisbaren Oberflachenmarkern, spezifische Tumoreigen-
schaften und die Prognose der Patienten einschatzen zu konnen. Um den Erfolg der
Immuntherapien zu maximieren, kdnnten Patienten mithilfe von pradiktiven Biomar-
kern identifiziert werden, die am wahrscheinlichsten auf eine bestimmte Immunthera-
pie ansprechen.

Es wurde nach Zusammenhangen zwischen der PD-L1-Expression und klinischen Pa-
rametern, sowie Unterschieden in der Immunogenitat gesucht. Abschlielend wurden
die potenziellen Biomarker auf ihren Einfluss auf das Gesamtuberleben der Patienten
untersucht. Zusammenfassend zeigte sich eine signifikant starkere PD-L1-Expression
des Tumors bzw. der Tumormikroumgebung beim mannlichen Geschlecht, jedoch mit

nur schwacher Effektstarke. Andere klinische Parameter, wie beispielsweise das Alter,
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die Lokalisation, die TNM- und UICC-Klassifikation und Noxen (Alkohol und Nikotin)
zeigten keinen signifikanten Zusammenhang mit der PD-L1-Expression.

Hinsichtlich des Einflusses der PD-L1-Expression auf die Immunogenitat des Tumors
zeigten sich hochsignifikant mehr zytotoxische T-Lymphozyten (CD8+) und PD-1-po-
sitive Zellen bei starkerer PD-L1-Expression. Es zeigte sich ebenso ein deutlicher Zu-
sammenhang zwischen hoher PD-L1-Expression und der Infiltration mit CD3-positiven
T-Lymphozyten, es reichte hierbei aber nicht fur ein signifikantes Ergebnis. Auch
scheinen mehr T-Helferzellen (CD4+) in der Tumormikroumgebung zu sein, wenn
mehr PD-L1 exprimiert wird. Auf andere Immunzellen, wie Naturliche Killerzellen und
Makrophagen, hatte der PD-L1-Status keinen nachweisbaren Einfluss.

In der Uberlebenszeitanalyse zeigte sich die PD-L1-Positivitdt bezogen auf alle Zellen
der Tumormikroumgebung als negativer prognostischer Faktor.

Die Betrachtung der Dichte der Immunzellen als prognostischer Marker ergab bei einer
geringen Infiltration mit CD3+-T-Lymphozyten ein signifikant schlechteres Uberleben.
Alle anderen untersuchten Immunzellen hatten keinen signifikanten Einfluss auf das

Uberleben der eingeschlossenen Patienten.

5.2.1 Patientenkollektiv
Eine Studie mit hoher Teilnehmerzahl (n=5469) von Lop et al an HNSCC zeigte ein

Durchschnittsalter von 61,9 Jahren bei Erstdiagnose der Tumorerkrankung (24). Das
Durchschnittsalter in unserer Kohorte zeigte sich mit 63,1 Jahren ahnlich und scheint
somit reprasentativ zu sein.

Die Beurteilung und der Vergleich des Uberlebens nach einer gewissen Zeit (z.B. 5-
Jahres-Uberleben) gestaltete sich schwierig. Viele Studien schlossen nur HPV-nega-
tive/positive, weit fortgeschrittene oder mit speziellen Therapien behandelte HNSCC
ein. So fanden de Ruiter et al bei ihrer Studie an HPV-negativen HNSCC im Stadium
[l und IV ein 3-Jahresuberleben von 58% (verglichen zu 69% in unserer Studie). Hier-
bei war der Beobachtungszeitraum deutlich langer (53 Monate vs. 29 Monate), was in
Zusammenschau mit der HPV-Negativitat und dem fortgeschrittenen Tumorstadium
die kiirzere Uberlebensrate erklaren kénnte (56).

Der Anteil von PD-L1-positiven Tumoren bei HNSCC schwankt in der Literatur stark.
Dies ist mitunter darauf zurickzufuhren, dass unterschiedliche Cut-Off-Werte die ,Po-

sitivitat® definieren und verschiedene Scoring-Systeme genutzt werden. Geht man von
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einer PD-L1-Positivitat ab einer Expression auf uber 50% der Tumorzellen aus, kommt
man auf bis zu 60% der HNSCC, die als PD-L1-positiv zu werten sind (61). Auch in
anderen Studien, die PD-L1 semiquantitativ bewerteten, lag die Rate an deutlich PD-
L1-exprimierenden Tumoren bei ca. 50% (128). Bei einem CPS-Cut-Off-Wert von >1%
fanden sich 85% der Patienten als PD-L1-positiv, bei CPS >20% nur noch 15% der
Patienten (129). Metaanalysen, die speziell die PD-L1-Expression untersuchten, zei-
gen auch bei gleichem Cut-Off (CPS >1%) sehr heterogene Ergebnisse, die von 40%
bis 82% reichen (130). Erstaunlicherweise sprechen jedoch nur ca. 15% der fortge-
schrittenen HNSCC auf eine Anti-PD-(L)1-Immuntherapie an, obwohl so viele mehr
PD-L1 positiv sind (131). Es muss also angeborene oder erworbene Resistenzen ge-
gen die eingesetzten Immuntherapien geben. Man spricht von einer bis zu 60-prozen-
tigen primaren Resistenz gegen eine Immuncheckpoint-Blockade bei HNSCC. Hierfur
konnten mehrere Mechanismen eine Rolle spielen; die Expression anderer inhibitori-
scher Rezeptoren, die Aktivierung immunsuppressiver Signalwege in der Tumormikro-
umgebung und eine verminderte Immunogenitat des Tumors durch geringe Immun-
zellinfiltration (132). Es kommt zu einer Anpassung der Tumorzelle mit Fehlfunktion
der Antigen-prasentierenden Maschinerie, zu Veranderungen des Zellzyklus und zur
Beeintrachtigung der T-Zell-Proliferation und -Funktion durch Mutationen in den Inter-
feron-y-regulierenden Genen. AuRerdem konnte die gleichzeitige Einnahme anderer
Medikamente, wie z.B. Antibiotika im Rahmen von Infektionen, Gber eine Beeinflus-

sung des Darmmikrobioms die Immuncheckpoint-Blockade dampfen (133).

5.2.2 Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und der PD-L1-Expression

Eine verglichen zu unseren Ergebnissen gegensatzliche Geschlechterverteilung
zeigte eine Metaanalyse oraler Plattenepithelkarzinome, bei der in einer gro3en Ko-
horte insgesamt zweimal so haufig Frauen PD-L1-positiv waren wie Manner (134).
Aufgrund der immunsupprimierenden Eigenschaften der PD-L1-Expression auf Tu-
morzellen, sollte bei schlechter differenzierten, fortgeschrittenen bzw. metastasierten
Tumoren (héheres TNM- bzw. UICC-Stadium) durch den Uberlebensvorteil der Tu-
morzellen proportional haufiger PD-L1 nachzuweisen sein (99).

Auch wenn in unserer Studie keine signifikanten Zusammenhange zwischen Kklini-
schen Parametern und der PD-L1-Expression nachgewiesen werden konnten, gibt es

Hinweise darauf, dass PD-L1 auf Tumorzellen mit dem Geschlecht (v.a. Frauen
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positiv), dem Patientenalter, der Lokalisation, dem Differenzierungsgrad des Tumors
und dem Lymphknotenstatus korrespondiert. Es zeigt sich eine hohere PD-L1-Expres-
sion der Tumorzellen mit steigendem Alter sowie bei Mundhdéhlen- und Oropharynx-
Karzinomen und eine deutlich geringere bei Hypopharynx-Karzinomen. Die PD-L1-Ex-
pression auf Immunzellen ist auRerdem mit den Risikofaktoren Rauchen (Nicht-Rau-
cher mehr) und Alkohol (Nicht-Trinker mehr) assoziiert (4).

Auch bei anderen Tumorerkrankungen, wie beispielsweise dem NSCLC, konnten bis-
lang keine eindeutigen Zusammenhange zwischen klinischen Parametern (z.B. Ge-
schlecht, TNM-Stadium, Rauchen) und der Expression von PD-L1 hergestellt werden.
Einzig der Differenzierungsstatus (Grading) zeigte sich hier als Einflussfaktor (135).
Fur HNSCC ist bisher insgesamt kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Tu-
mor-PD-L1-Expression und klinischen Faktoren, wie beispielsweise dem Geschlecht,
dem Alter, dem Noxenabusus oder der TNM-Klassifikation nachgewiesen worden (91,
136).

5.2.3 Immunzellinfiltrat in Abhangigkeit von der PD-L1-Expression

Das Immunzellinfiltrat in der Tumorumgebung ist abhangig von vielen Faktoren und
Iasst sich nicht alleine durch die PD-L1-Expression erklaren. De Meulenaere et al fan-
den heraus, dass eine hohe Anzahl tumorinfiltrierender Lymphozyten mit einem nied-
rigeren T-Stadium und einem positiven HPV-Status assoziiert war (137). Auch die ana-
tomische Lokalisation kann eine unterschiedliche Infiltration mit Immunzellen bedin-
gen, was durch die Nahe zu immunaktivem Gewebe erklarbar ist. Es wurde bei
oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen eine hohere Infiltration mit T-Lymphozyten
(CD4+, CD8+) verglichen zu laryngealen, hypopharyngealen und Mundhohlen-SCC
festgestellt (74).

Der in unserer Studie nicht erhobene HPV-Status hat einen deutlichen Einfluss auf das
Immunzellinfiltrat, da die virale Infektion das Immunsystem zu triggern scheint. Somit
weisen HPV-positive Tumore eine signifikant hohere Dichte an T-Lymphozyten (CD3-
/CD4-/CD8-positiv) und PD-1-positiven Immunzellen auf. Ein Einfluss der HPV-Infek-
tion auf die PD-L1-Expression konnte jedoch nicht belegt werden (131).

Durch die hemmende Wirkung auf das Immunzellwachstum, sollte eine vermehrte PD-
L1-Expression auch eine verminderte Anzahl von Immunzellen bedingen. Demgegen-

uber stehen Untersuchungen, die keinen signifikanten Zusammenhang zwischen PD-
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L1 und dem T-Lymphozyten-Infiltrat beschreiben (4, 90), was dadurch erklart wird,
dass bei dem vermehrten Nachweis von PD-L1 insgesamt sehr wenige tumorinfiltrie-
rende Lymphozyten nachweisbar waren. Dies fuhrte zum Vorschlag, nicht nur den bi-
naren (positiv/negativ) PD-L1-Status bezogen auf einen Schwellenwert zu berucksich-
tigen, sondern vielmehr das Verteilungsmuster von PD-L1 auf den Tumorzellen und
ihr gemeinsames Vorkommen mit Immunzellen zu betrachten (131).
Widerspruchliche Ergebnisse lieferten Studien, bei denen eine hohe PD-L1-Expres-
sion mit einer vermehrten T-Lymphozyten-Infiltration in der Tumorumgebung assoziiert
war (56, 91, 138, 139); insgesamt konnte hierdurch jedoch nicht unbedingt eine Ver-
besserung des Gesamtuberlebens erzielt werden, was auf andere bedeutsame Fak-
toren fir das Uberleben der Patienten, unabhéngig von der Tumor-Immunabwehr, auf-
merksam macht. Eine hohere Anzahl von TIL bei starker PD-L1-Expression wirkt auf
den ersten Blick paradox, wird von den Autoren aber dadurch erklart, dass die ver-
mehrte PD-L1-Expression eine Antwort des Tumors auf die laufende Immunreaktion
des Wirtes sein kann, um dem Immunangriff zu entkommen und somit ein Marker der
Immunevasion — unabhangig von dessen Effektivitat — sein konnte (140). Hierbei sei
die PD-L1-Expression durch die Sekretion von IFN-y im Rahmen der Zytolyse durch
CD8+-Zellen stimulierbar. Auch wenn die Resistenzmechanismen letztlich ein Uberle-
ben der Tumorzellen ermdglichen, kann das Tumorwachstum dennoch teilweise ge-
hemmt werden und zu einem besseren Uberleben flihren als bei Patienten mit wenig
Antitumorreaktion (141).

Auch wenn das Vorliegen von PD-L1 und PD-1 als Rezeptor/Ligand-Komplex propor-
tional zueinander sein sollte, lield sich in der Vergangenheit kein signifikanter Zusam-

menhang darstellen (140).

5.2.4 Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der PD-L1-Expression

Obwohl die endgultigen Auswirkungen des PD-L1-Signalweges im Tumor nicht voll-
standig geklart sind, wird angenommen, dass die PD-L1-Expression auf Tumorzellen
deren Immunogenitat schwacht, die Wirts-lmmunantwort durch Hemmung der T-Zell-
Proliferation und -Funktion, sowie Apoptose spezifischer T-Lymphozyten hemmt und
somit zu Immun-Escape und Tumorprogression fuhrt (104, 142-145).

Fir die PD-L1-Expression des Tumors bzw. der Tumormikroumgebung als Prognose-

faktor gibt es eine kontroverse Diskussion. Wahrend einige Studien PD-L1 als



79

positiven prognostischen Marker darstellen, der zu einem signifikant verbesserten
Uberleben (wenn auch teilweise nur von wenigen Monaten - 9,5 Monate vs. ca. 6 Mo-
nate bei PD-L1-Negativitat) der exprimierenden Patienten fuhrt (1, 34, 91, 138, 146),
gibt es ebenso Studien, die bei PD-L1-Positivitat (teilweise kombiniert mit anderen kli-
nischen Patientencharakteristika) ein vermindertes Uberleben beobachteten (136,
147).

GroRe Metaanalyse-Studien an HNSCC konnten zusammengefasst keinen klaren Zu-
sammenhang zwischen der PD-L1-Expression und der Prognose nachweisen (134,
147-149). Schneider et al zeigten einen Trend zu einer besseren Prognose bei hoherer
PD-L1-Expression (148). Kommt es in Zusammenhang mit der PD-L1-Positivitat zu
einer Herunterregulierung der MHC-1-Expression der Tumorzellen, zeigte sich ein sig-
nifikant schlechteres Gesamtuberleben. Die MHC-1-Herabregulation auf der Oberfla-
che von Tumorzellen kann somit als Immun-Escape-Mechanismus angesehen wer-
den; MHC-1-Molekule kénnen dadurch den zytotoxischen T-Lymphozyten keine Tu-
morantigene mehr prasentieren und die T-Zell-vermittelte Toxizitat gegen Tumorzellen
wird geschwacht (102, 150).

Die unterschiedlichen Ergebnisse sind auf verschiedene Faktoren zuruckzufuhren: es
wurden teilweise Patienten eingeschlossen, die einer Immuntherapie zugefuhrt wur-
den und somit bei PD-L1-/PD-1-Positivitat bessere Chancen auf ein Therapieanspre-
chen haben (1). Dies macht die dort beobachteten verbesserten Uberlebensraten we-
nig vergleichbar mit unseren, da in unserer Kohorte nur insgesamt zwei Patienten einer
Immuntherapie als Tertiartherapieoption zugefuhrt wurden. Aul3erdem wurden in eini-
gen Studien nur Patienten mit bereits weit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen ein-
geschlossen, was per se die Prognose schon weitreichend einschrankt. Eine grolRe
Metaanalyse, die den Krankheitsverlauf von mit Immuntherapie (PD-1/-L1-Inhibitoren)
behandelten R/M HNSCC verglich, hatte bei insgesamt 1088 Patienten eine ahnliche
Geschlechterverteilung wie in unserem Patientenkollektiv. Es waren 81,2% Manner
betroffen, mit einem Durchschnittsalter von ca. 59,9 Jahren. Hierbei zeigte sich ein
verbessertes Gesamtuberleben von Patienten mit PD-L1-positiven (>1%) Tumoren in
der Kurzzeitanalyse (6 Monate-Uberleben), nicht jedoch in der Langzeitanalyse (12-
bzw. 18-Monate-Uberleben) (130). Eine mégliche Erklarung fiir die Prognoseverbes-
serung durch PD-L1-Expression ist, dass dieses Oberflachenmolekul durch lokale Ent-

zundungsfaktoren (wie IFN-y) in der Tumormikroumgebung induzierbar ist und seine
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Expression damit eine aktive, endogene, antitumorale Immunantwort widerspiegeln
konnte (151).

Weiterhin kdonnten die beschriebenen Diskrepanzen auf methodische Unterschiede
zurlckzufuhren sein, wie z.B. die Verwendung unterschiedlicher Antikorper, verschie-
dener Cut-Off-Werte der PD-L1-Positivitat, unterschiedlicher Scoring-Kriterien (unter
Einbeziehung oder Ausschluss der Immunzellen) und den Einschluss von Patienten
mit unterschiedlichem HPV-Status und verschiedenen Vorbehandlungen in eine ein-
zige Studienkohorte. Ebenso unterscheiden viele Studien nicht die PD-L1-exprimie-
renden Zellarten (152). Je nachdem auf welchem Zelltyp der Oberflachenmarker ex-
primiert wird scheint dies Einfluss auf die prognostische Aussagekraft zu haben; eine
hohe PD-L1-Expression auf Tumorzellen verkiirzt das Uberleben signifikant, wahrend
das Uberleben von Patienten mit hohnem PD-L1-Gehalt auf weiteren Zellen der Tumor-
mikroumgebung signifikant langer ist als bei niedrigem PD-L1-Spiegel. Vor allem die
Expression auf Immunzellen scheint hierbei einen positiv prognostischen Wert zu ha-
ben (33, 153). Der Mechanismus der gegensatzlichen Wirkung je nach exprimierender
Zellart bleibt unklar (154). Demgegenuber steht jedoch, dass die PD-L1-Expression
sowohl auf Tumor- als auch auf Immunzellen als positiv prognostischer Faktor darge-
stellt werden konnte (151).

Die unterschiedlichen Ergebnisse bezuglich der prognostischen Relevanz zeigen die
hohe Komplexitat und Heterogenitat der Tumor-Stroma-Kommunikation und der Inter-
aktionen zwischen der Tumor-PD-L1-Expression und den Immunzellen innerhalb der
Tumormikroumgebung. Dies sind alles Hinweise darauf, dass einzelne Marker alleine
keine prognostische Sicherheit geben konnen und nur die Zusammenschau mehrerer
Prozesse zielfUhrend sein kann.

Metaanalysen anderer Tumorentitaten, wie beispielsweise Mamma- und Ovarialkarzi-
nome (155, 156), NSCLC (135, 157), Pankreaskarzinome (158), Nierenzellkarzinome
(159), maligne Melanome (160) und Magenkarzinome (161) zeigten grofdtenteils bei
PD-L1-Uberexpression eine signifikant schlechtere Prognose und ein verkiirztes Uber-
leben. Es zeigte sich teilweise, dass das Gesamtuberleben (knapp) signifikant schlech-
ter war, das DFS jedoch keine signifikante Anderung zeigte. Es war auch hier eine
deutliche Heterogenitat innerhalb der Ergebnisse der Metaanalysen zu verzeichnen.

Studien, die PD-L1 als negativen Prognosefaktor belegen, waren stets begleitet von
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anderen Studien, in denen kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression
und dem Uberleben hergestellt werden konnte.

Betrachtet man ausgewahlte HNSCC (R/M HNSCC ohne Moglichkeit einer Lokalthe-
rapie — Radiatio/Operation), wie beispielsweise in der SUPREME-HN-Studie, bestand
unabhéngig von der gewahlten Standard-Chemotherapie kein signifikanter Uberle-
bensunterschied zwischen hoher, geringer oder gar keiner PD-L1-Expression. Wah-
rend Patienten mit PD-L1 exprimierenden Mundhoéhlen- und Oropharynx-Tumoren
eine kiirzere Uberlebenszeit aufwiesen als solche mit negativem PD-L1-Status, lebten
Patienten mit PD-L1 positivem Hypopharynxkarzinom langer als PD-L1-negative.
Diese Daten weisen darauf hin, dass PD-L1 je nach Lokalisation des Primartumors
sowohl positiv als auch negativ prognostisch sein kann (4).

Bei der Betrachtung des Gesamtlberlebens der Patienten darf hingegen auch die je-
weilige angewandte Therapieoption nicht aul3er Acht gelassen werden, da diese das
Uberleben unabhangig beeinflussen kann. Da bei hoher PD-L1-Expression von einem
besseren Ansprechen auf (Anti-PD-1-/PD-L1-)immuntherapeutika auszugehen ist,
kommt es bei diesen Patienten insgesamt auch zu einem verbessertem Gesamtuber-
leben. Hierbei ist vor allem das Kurzzeituberleben (6 Monate) verbessert, nach 12 bzw.
18 Monaten konnte keine Verbesserung mehr nachgewiesen werden (1, 130). Bei an-
deren Tumoren, wie z.B. Melanomen und NSCLC kann man schon von PD-L1 als
pradiktiven Biomarker fur das Ansprechen auf bestimmte Immuntherapeutika spre-
chen (145).

5.2.5 Uberlebenszeit in Abhdngigkeit von dem Immunzellinfiltrat

Zu erwarten ist, dass eine schlechtere Differenzierung der Tumorzellen, ebenso wie
ein hoheres TNM-Stadium und ein R1-Status, einen negativen Einfluss auf die Prog-
nose haben (15, S.38, 162). In unserer Analyse zeigte sich analog ein signifikant
schlechteres Uberleben im UICC Stadium IVc verglichen zu den anderen UICC-Sta-
dien und ein signifikant besseres Uberleben im UICC Stadium | verglichen zu allen
anderen Stadien.

Aber auch andere klinische und histopathologische Parameter scheinen einen prog-
nostischen Wert zu haben. Seit einigen Jahren wird beispielsweise dem HPV-Status
grofl3e Bedeutung als Prognosefaktor zugesprochen. Eine magliche Erklarung hierfur

ist das haufig beobachtete vermehrte Immunzellinfiltrat bei HPV-Positivitat und die
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damit einhergehende verstarkte Immunantwort auf das Tumorgeschehen (163-167).
Patienten mit HPV-positiven Tumoren zeigen signifikant bessere Uberlebensraten,
auch wenn diese durch wiederum andere (immunsupprimierende) Faktoren, wie z.B.
Tabakabusus erneut vermindert werden konnen (168). Die immunsupprimierende Ei-
genschaft von Tabak wurde auch in anderen Studien belegt, die eine geringere Anzahl
an zytotoxischen T-Lymphozyten und anderen Immunzellen in der TME von aktiven
Rauchern im Vergleich zu Nie-/Ex-Rauchern feststellen konnten. Der vermutlich fur die
Immunreaktion ebenso wichtige Faktor der HPV-Infektion wurde hierbei relativiert, da
nur HPV-negative HNSCC betrachtet wurden (169). Diese in unserer Studie nicht er-
hobenen Faktoren kénnten als Confounder bei der Analyse der Uberlebensraten wir-
ken.

Bis heute gilt das TNM-Stadium als wichtigster Prognosefaktor (17), auch wenn in der
Vergangenheit schon haufig die Vorhersagekraft der klassischen TNM-Klassifikation
in Frage gestellt wurde, da sie das immer relevanter werdende Netzwerk an immun-
aktiven Oberflachenmarkern und Immunzellen in der Umgebung des Tumorgewebes
nicht bertcksichtigt. Die TNM-Klassifikation kann nur begrenzte prognostische Infor-
mationen bereitstellen und Iasst keine pradiktiven Aussagen bezuglich einer spezifi-
schen Therapie zu (170). Somit trat die Wichtigkeit des ,tumor microenvironment" in
der Entstehung und Entwicklung des Tumors in den Vordergrund (171). 1986 wurde
bereits die Infiltration von Immunzellen in der Tumormikroumgebung als unabhangiger
prognostischer Faktor dargestellt und stellte damit die Aussagekraft der klassischen
TNM- Klassifikation in Frage (172, 173).

5.2.5.1 T-Lymphozyten

Eine genauere immunhistochemische Untersuchung der unterschiedlichen Immunzel-
len der Tumorumgebung bei HNSCC-Patienten ergab, dass vor allem T-Lymphozyten
dominant waren, es fanden sich nur vereinzelt B-Lymphozyten oder NK-Zellen (93).
Zytotoxische T-Lymphozyten stehen im Mittelpunt der Anti-Tumor-Immunitat verschie-
dener Tumore. Bei HNSCC erkennen sie Tumorzellen und toten sie mittels Produktion
von IFN-y, Perforin und Granzym ab (174).

Es fiel auf, dass die peritumorale Stromainfiltration deutlich starker ausgepragt war als
die parenchymale Infiltration. Im Tumorparenchym dominieren zytotoxische T-Lym-

phozyten (CD8+), peritumoral fanden sich gleiche Anteile von CD4+- und CD8+- T-
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Lymphozyten. Bei schlecht differenzierten Tumoren war die mittlere parenchymale In-
filtration insgesamt hoher als bei gut bis moderat differenzierten. AuRerdem zeigte sich
eine signifikant geringer ausgepragte intratumorale T-Zell-Infiltration bei frihem
Rezidivtumor bzw. kurzem Uberleben. Die intratumorale T-Helferzell-Infiltration war
mit einem signifikant besseren Gesamtiiberleben und auch krankheitsfreien Uberleben
assoziiert, wohingegen die stromale Infiltration keine signifikante Verbesserung des
Uberlebens brachte. Dies kénnte darauf zuriickzufiihren sein, dass nur T-Lymphozy-
ten im Inneren des Tumorgeschehens von Nutzen sind (93). Ahnliche Ergebnisse lie-
ferten Zhu et al, bei denen eine niedrige Anzahl intratumoraler TIL mit einem schlech-
teren Gesamtiiberleben und krankheitsfreien Uberleben assoziiert war (91).

Auch bei unserer Studie waren T-Lymphozyten des erworbenen Immunsystems neben
den NK-Zellen die meistvertretene Population. Die signifikante Korrelation einer gerin-
gen Infiltration mit T-Lymphozyten (CD3+) mit einem schlechteren Uberleben unter-
streicht die Wichtigkeit dieser Immunzellen bei der Tumorbekdmpfung. Aufgrund der
Pradominanz der T-Lymphozyten in HNSCC stellen sie auch den wichtigsten Ansatz-
punkt fur Immuntherapien dar (93).

Bei der Analyse der prognostischen Aussagekraft des Immunzellinfiltrates bei HNSCC
gibt es ebenfalls eine grole Heterogenitat. Einer aktuellen Metaanalyse von Borsetto
et al zufolge fuhren viele T-Lymphozyten (CD4+ und CD8+ TIL) in der Tumorumge-
bung zu einer signifikanten Reduktion des Sterberisikos. Hierbei wurde sowohl das
Gesamtiiberleben als auch das krankheitsfreie Uberleben verbessert (175). Diese Be-
obachtungen waren aber teilweise auch abhangig von der Lokalisation des Tumors:
wohingegen sowohl T-Helferzellen als auch zytotoxische T-Zellen bei oropharyngea-
len Tumoren zu einem verbessertem OS fuhrten, waren fur die Prognose bei hypopha-
ryngealen Tumoren nur CD8+ TIL entscheidend; fur Mundhohlen- und Larynxkarzi-
nome konnten keine signifikanten Zusammenhange dargestellt werden (175). Nord-
fors et al und andere Autoren zeigten ebenso fur zytotoxische TIL bei hoher Infiltration
ein verbessertes (3-Jahres-) Uberleben (4, 176).

Auch altere Metaanalysen zeigten ahnliche Ergebnisse fur die T-Lymphozyten-Marker
(83, 177); hierbei bleibt die Relevanz von T-Helferzellen am haufigsten strittig, da viele
verschiedene CD4-positive T-Helferzell-Subgruppen mit unterschiedlichen Funktionen
existieren (177). Diese kdonnen sowohl pro- als auch antitumorale Eigenschaften auf-

weisen: Th1-Zellen fordern die Anti-Tumor-Immunantwort, indem sie zytotoxische T-
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Zellen stimulieren, aber auch Th2-Zellen sind mit der Anti-Tumor-Immunitat verbun-
den. Andererseits wird angenommen, dass CD4+ regulatorische T-Zellen eine effek-
tive Anti-Tumor-Immunantwort hemmen (178).

Einige Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen T-Zell-Markern (CD3/-4/-8)
und dem Gesamt- bzw. krankheitsfreien Uberleben bei Patienten mit Plattenepithel-
karzinomen im Kopf-Hals-Bereich nachweisen (56, 129). Teilweise waren die Patien-
ten aber bereits mit einer Radiochemotherapie vorbehandelt, was eventuell zu einer
Veranderung der Tumormikroumgebung gefuhrt hat oder es wurden nur HPV-negative
und somit generell immunschwachere Tumore eingeschlossen. AuRerdem macht es
auch hier einen Unterschied, ob man intratumorale oder stromale Zellen untersucht
(56, 179). Oguejiofor et al zeigten in einer multivariaten Analyse, dass eine hohe Dichte
von CD8+-T-Zellen im Tumorstroma, nicht aber im Tumorparenchym, mit einem signi-
fikant besseren Gesamtuberleben assoziiert war (180). Nguyen et al beobachteten
hingegen, dass tumorparenchymale CD4+- und CD8+-Lymphozyten prognostisch re-
levant sind (181).

Auch bei anderen Tumorarten wurden etliche Analysen der Tumormikroumgebung
durchgefuhrt, bei denen die prognostische Aussagekraft von Immunzellen untersucht
wurde. Beim NSCLC, sowie Osophagus-, Colon- und Mammakarzinom gelten (intra-
tumorale) zytotoxische T-Lymphozyten als positiver prognostischer Faktor (182-185).
Analysen bei Plattenepithelkarzinomen des Osophagus zeigten - abgesehen von einer
positiven Aussagekraft von CD8-positiven Lymphozyten - auch fur T-Helferzellen ei-
nen Zusammenhang zwischen der Infiltration und einem verbesserten Uberleben. Sind
sowohl CD4- als auch CD8-positive T-Lymphozyten gleichzeitig vermehrt prasent, ist
mit noch einer deutlicheren Verbesserung des Uberlebens zu rechnen. Diese Be-
obachtungen unterstreichen die direkte lysierende Funktion der zytotoxischen T-Lym-
phozyten und die Anlockung von Effektorzellen mittels sezernierter Zytokine (z.B. IFN)
der T-Helferzellen (186, 187).

Analysen anderer Tumormikroumgebungen (beispielsweise bei klarzelligen Nieren-
zellkarzinomen) zeigten, dass eine hohe Anzahl weiterer Immunzellen, wie tumorinfilt-
rierender B-Zellen und PD-1-positiver Zellen signifikant mit einem verlangerten krank-
heitsspezifischen Uberleben assoziiert war und zytotoxische T-Lymphozyten und eine
hohe PD-L1-Expression mit einer Verschlechterung des Uberlebens einhergehen. So-

mit konnten einige Untergruppen tumorinfiltrierender Leukozyten (B-Zellen,
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zytotoxische T-Zellen) sowie die PD-L1-Expression als unabhangige prognostische Bi-
omarker flr das Uberleben identifiziert werden (99). Aufgrund ihrer T-Zell-unterstuit-
zenden und zytotoxischen Funktion waren B-Lymphozyten als tumorinfiltrierende Lym-

phozyten bei mehreren Tumoren mit einer besseren Prognose assoziiert (74).

5.2.5.2 Naturliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen wirken als Teil des angeborenen Immunsystems unspezifisch

MHC-unabhangig zytolytisch gegen Tumorzellen. NK-Zellen scheinen aber nicht nur
als Komponente der angeborenen Immunitat zu fungieren, sondern es gibt auch Hin-
weise darauf, dass sie bei der adaptiven Immunantwort Uber die Sekretion von IFN-y
und der damit verbundenen Aktivierung anderer Immunzellen eine wichtige Rolle spie-
len (188).

Es wurde bei unterschiedlichen Tumoren der Einfluss von NK-Zellen auf das Uberle-
ben analysiert: in einer Magenkarzinom-Studie von Ishigami et al stellte sich CD56 in
der multivariaten Analyse nicht als signifikanter Prognosemarker dar. Die Ergebnisse
deuteten darauf hin, dass jedoch die kombinierte Betrachtung mit der lymphozytaren
Infiltration Hinweise auf die Prognose geben konnte (189). Beim kolorektalen Karzinom
war eine starke intratumorale Infiltration mit NK-Zellen mit einer besseren Prognose
assoziiert (190). Auch fur Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches gibt es
eine Metaanalyse von Bisheshar et al aus dem Jahr 2020, die insgesamt von einem
besseren Gesamtuberleben bei hoher Infiltration der Tumormikroumgebung mit
CD56+-NK-Zellen berichtet; nur eine einzige Studie zeigte keine signifikante Korrela-
tion (83, 191). Dies ist moglicherweise auf eine generell gering ausfallende Infiltration

mit NK-Zellen bei einzelnen Tumoren zurtckzufuhren (186).

5.2.5.3 Makrophagen

Die Funktion der Makrophagen bei Tumorerkrankungen ist vielfaltig. Einerseits fordert

ein Teil der Makrophagen (M2-Polarisation) die Tumorangiogenese, -progression und
-metastasierung (antiinflammatorisch, protumoral) durch Sezernierung von immunsup-
pressiven Zytokinen wie IL-10 und TGF- (174, 192), andererseits wirken einige M1-
polarisierte Makrophagen proinflammatorisch und somit antitumoral (124).

Eine Metaanalyse von Troiano et al und kleinere Studien, in denen CD68 als prognos-

tischer Marker bei HNSCC untersucht wurde, zeigten keine eindeutige Korrelation
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zwischen tumorassoziierten Makrophagen und dem Gesamtuberleben bzw. krank-
heitsfreien Uberleben (125, 193). Der auch in unserer Untersuchung verwendete Ober-
flachenmarker CDG68 ist ein Pan-Makrophagen-Marker und lasst keine Unterscheidung
hinsichtlich der Polarisation zu. Dies kdonnte eine mdgliche Erklarung dafur sein, dass
keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden konnten. CD163 als M2-Makrophagen-
Marker sagt beispielsweise bei starker Infiltration eine schlechtere Prognose voraus
(83, 193). Das gelegentlich verbesserte Uberleben bei hoher Infiltration von Makro-
phagen an der Tumorinvasionsfront konnte dadurch erklart werden, dass vor allem
M1-polarisierte Makrophagen mit zytotoxischer Funktion detektiert wurden, die zur Tu-
morregression fuhren (194).

Moglicherweise kann der Nachweis von CD68 in Zusammenhang mit anderen Fakto-
ren, wie beispielsweise dem Vorhandensein von VEGF oder der Lokalisation der Mak-
rophagen innerhalb der Tumormikroumgebung eine prognostische Rolle spielen (195).
So zeigten Seminerio et al, dass vor allem der intratumorale Nachweis (im Gegensatz
zum stromalen Vorkommen) von CD68+-Makrophagen eine negativ prognostische
Rolle spielt (129, 196). Andere Studien zeigten jedoch ein kiirzeres Uberleben bei stro-
maler Infiltration mit CD68-Makrophagen bei OSCC (197).

5.2.5.4 PD-1-exprimierende Immunzellen

Erwartungsgemal zeigte sich auch zwischen der Expression des PD-1-Rezeptors auf
Immunzellen und dem Outcome der Patienten kein eindeutiger Zusammenhang.
Durch die extrem heterogenen Ergebnisse der Aussagekraft der zugehorigen Ligan-
den, ist auch die Relevanz des Rezeptors strittig. Dadurch dass die PD-1-Expression
auf T-Lymphozyten eine inhibitorische Funktion gegen Effektor-T-Zellen ausubt (198)
und beobachtet wurde, dass PD-1 vor allem auf bereits aktivierten und teilweise auch
schon erschopften T-Lymphozyten hochreguliert wird, deutet dies auf eine negativ
prognostische Bedeutung der PD-1-Expression hin (139). Auch wenn PD-1 zumeist
von T-Lymphozyten exprimiert wird, wurde dieser Oberflachenmarker auch auf ande-
ren Immunzellen nachgewiesen. Dies passt zu Ergebnissen, die einen Zusammen-
hang zwischen einer dichten Infiltration von PD-1-positiven Zellen in der Tumorumge-
bung und einem besseren Uberleben vermutlich durch die generell starkere antitumo-

rale Immunreaktion herstellen konnten (128, 129).



87

5.2.6 Uberlebenszeit in Abhéngigkeit von der PD-L2-Expression

Der Einfluss der PD-L2-Expression auf die Prognose und das Therapieansprechen ist
deutlich weniger gut erforscht als der des PD-L1-Liganden.

Studien anderer Tumore, wie beispielsweise Mamma- oder Pankreaskarzinomen,
konnten keinen Zusammenhang zwischen der PD-L2-Expression und dem Uberleben
herstellen (199, 200). Auch fur Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich scheint
PD-L2 alleine keine prognostische Relevanz zu haben (131, 136, 138). Betrachtet man
PD-L2 in Zusammenhang mit anderen Faktoren, zeigte sich beispielweise fur HPV-
negative HNSCC Patienten bei hoher PD-L2-Expression ein schlechteres Uberleben
(201). Eine andere Studie zeigte, dass die mittels Immunhistochemie nachgewiesene
PD-L2-Expression einen additiven Wert gegenuber dem PD-L1-Status allein bei der
Vorhersage des Ansprechens auf Anti-PD-1-Immuntherapien hat. Hierbei war jedoch
die PD-L2-Expression signifikant mit der PD-L1-Expression assoziiert, was die Aussa-
gekraft der beiden Marker getrennt voneinander schwer beurteilen Iasst (109).

Zhou et al. haben kurzlich einen immunbasierten prognostischen Score entwickelt, der
sieben Merkmale (wie z.B. die CD3- und CD8-Expression) kombiniert, die eine signifi-
kante klinische Relevanz fiir das Uberleben nach kurativer Resektion haben. Neben
anderen Immunmarkern deutet vor allem das vermehrte Vorhandensein intratumoraler
CD3+-Zellen und zytotoxischer T-Lymphozyten auf eine bessere Prognose der Pati-
enten hin. Durch die Kombination mehrerer relevanter Biomarker nahert man sich der
komplexen Gesamtheit der Immunprozesse bei Tumorgeschehen immer genauer an
und ermdglicht in Kombination mit der klassischen TNM-Klassifikation eine bessere
Einschatzung. Immunoscores kdnnen beispielsweise genutzt werden, um die An-
sprechbarkeit auf Immuntherapien sowie die erwartete Prognose einzuschatzen und
Patienten somit einer bestmdglichen Therapie zuzufuhren (125). Durch genaue soft-
warebasierte Berechnungen wurden die untersuchten Patienten in dichotome Grup-
pen eingeteilt (niedrige/hohe Expression des jeweiligen Markers). Da wir bei unseren
Untersuchungen vier Quartile der Immunzellmarker-Expression bei der Untersuchung
der prognostischen Relevanz des Immunzellinfiltrats verwendeten, sind signifikante
Ergebnisse seltener zu erwarten als nach genauer Berechnung des optimalen Cut-Off-
Wertes mittels einer Software.

Die Expression der programmierten Zelltod-Liganden 1 und 2 (PD-L1/PD-L2) auf Tu-

morzellen und die Interaktion mit ihrem Rezeptor (PD-1) auf tumorspezifischen T-
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Zellen, die die Antitumoraktivitat begrenzen, sind nur ein Mechanismus, um der Im-
munantwort des Wirts zu entgehen. Es gibt auch noch weitere Mechanismen fur die
Resistenz solider Tumore gegenuber der Immunerkennung, beispielsweise die Rek-
rutierung von regulatorischen T-Zellen, myeloiden Suppressorzellen und die lokale

Sekretion von inhibitorischen Zytokinen (202).



89

6 Zusammenfassung

Die trotz standiger medizinischer Fortschritte weiterhin schlechte Prognose von Pati-
enten mit einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich macht es notwendig, die
Ursachen hierfur genauer zu untersuchen und maoglicherweise immunsuppressive Ei-
genschaften des Tumors therapeutisch zu nutzen. Viele maligne Tumore haben Me-
chanismen entwickelt, um der Immunabwehr des Wirtsorganismus zu entkommen,;
dies geschieht beispielsweise mittels Expression von Oberflachenproteinen auf Tu-
morzellen, die Uber eine Schwachung der T-Zell-Aktivitat zu einer Tumorprogression
fuhrt. Somit steht die Erforschung von molekularpathologisch bestimmbaren Biomar-
kern als prognostische Parameter bzw. als Behandlungsansatz bei Tumorerkrankun-
gen im Fokus aktueller Untersuchungen.

Immuncheckpoint-Inhibitoren (Anti-PD-1-/PD-L1-Antikorper) sind bisher beim HNSCC
nur als Zweitlinientherapie empfohlen, obwohl mit ihnen in einigen Fallen signifikant
verbesserte Ansprech- bzw. Uberlebensraten, vor allem bei verstarkter Tumor-lmmu-
nogenitat, sowie PD-L1- und HPV-Positivitat, erzielt werden konnten. Da funktionsfa-
hige Immunzellen in der Tumormikroumgebung zu einem verbesserten Ansprechen
auf eine Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren fihren, ware es in Zukunft denkbar, mul-
timodale Kombinationen einer Immuncheckpointblockade mit immunstimulatorischen
Substanzen oder Therapien zu etablieren. So kdnnten zum Beispiel die immunsystem-
stimulierenden Eigenschaften der First-Line-Radiochemotherapie genutzt werden und
in ausgewahlten Fallen durch eine Immuncheckpoint-Blockade erganzt werden. Ein
weiterer Ansatzpunkt ware die direkte Starkung der T-Zell-Aktivitat, was unabhangig
vom PD-L1-Status zu einer Verbesserung der Tumorabwehr und somit zu einer bes-
seren Prognose fuhren sollte.

In dieser Studie wurde mittels Immunhistochemie die Immunogenitat ausgewahlter
HNSCC und die Expression einer Auswahl potentiell relevanter prognostischer bzw.
pradiktiver Biomarker an 137 HNSCC-Patienten der Universitatsmedizin Mainz in ei-
nem 6-jahrigen Erhebungszeitraum untersucht. Es zeigte sich eine signifikant hohere
Expression des immunsuppressiven Oberflachenmarkers PD-L1 beim mannlichen Ge-
schlecht. Alle weiteren klinischen Parameter (Patientenalter, Tumorlokalisation, TNM-
/UICC-Klassifikation, Grading und Noxenabusus) zeigten keine Zusammenhange zum
PD-L1-Status. PD-L1-exprimierende Tumore wiesen insgesamt eine signifikant ho-

here Infiltration mit zytotoxischen T-Lymphozyten und PD-1-exprimierenden Zellen
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auf, was als Reaktion des Tumors auf die laufende Immunreaktion des Wirts interpre-
tiert werden kann. Hiermit einhergehend ist die Verklrzung des Langzeituberlebens
bei niedriger PD-L1-Expression und somit geringer Infiltration mit CD3-exprimierenden
T-Lymphozyten, durch eine vermutlich geringer ausfallende Antitumor-Immunreaktion
und somit schnellere Progression bzw. Metastasierung des Tumors. Auf das Infiltrat
mit weiteren Immunzellen (T-Helferzellen, Naturliche Killerzellen, und Makrophagen)
scheint die Expression von PD-L1 keinen relevanten Einfluss zu haben. Auch wurde
das Uberleben durch die Infiltration mit T-Helferzellen, NK-Zellen und Makrophagen
nicht signifikant beeinflusst.

Durch die Kombination mehrerer Biomarker nahert man sich der komplexen Gesamt-
heit der Immunprozesse bei Tumorgeschehen immer genauer an und ermdglicht in
Kombination mit der klassischen TNM-Klassifikation eine bessere prognostische Ein-
schatzung (203). Aullerdem ware es erstrebenswert, Patienten, die sich fur eine Im-
muntherapie eignen, vor Therapiebeginn genauer selektieren zu kbnnen, um die An-
sprechbarkeit zu erhdhen und Nebenwirkungen zu reduzieren.

Es wurde bereits bei verschiedenen Krebsarten mittels eines Immunoscores versucht,
die komplexen Interaktionen im ,2tumor microenvironment® abzubilden. Hierbei werden
verschiedene (molekulare) Tumoreigenschaften kombiniert, um den Patienten der op-
timalen individuellen Therapie zuzufihren und eine prognostische Aussage treffen zu
konnen (125, 204). Auch wenn die digitale Bildanalyse (noch) limitierende Faktoren
aufweist, ist sie fur die gleichzeitige Auswertung mehrerer molekularpathologischer
Marker eine sinnvolle Alternative, die eine objektive Analyse unter Einsparung von
Ressourcen ermoglicht.

In Zukunft werden weiterfuhrende grofRere prospektive Studien bendtigt, die verschie-
dene immunhistochemische Marker in Kombination mit klinischen Aspekten untersu-
chen und gleichzeitig Immuntherapeutika-Therapieregimes beinhalten, um auch eine
Aussage Uber das Therapieansprechen machen zu konnen. Zur Verbesserung der
Vergleichbarkeit waren ebenso einheitliche Cut-Off-Werte fur die Definition der PD-L1-

Positivitat wiinschenswert.



Anhang
Versuchsprotokoll immunhistochemische PD-L1-Farbung

1.

Entparaffinieren: Die auf Objekttrager aufgetragenen in Paraffin gebetteten Tu-
morschnitte 20 Minuten bei 66 °C im Warmeschrank lagern und das verflussigte
Paraffin ablaufen lassen

Rehydratisieren: Objekttrager fur 15 min in Xylol gegeben (hierbei wird das rest-
liche Paraffin gelost), anschlielend wird das wasserunldsliche Xylol in einer ab-
steigenden Alkoholreihe (3 min in 99%igen Ethanol, gefolgt von jeweils 2 Minu-

ten in 96%iger und 70%iger Ethanolldsung) aus dem Gewebe gewaschen

3. Spulen in Aqua dest.

4. Herstellen der pH-Losung: Target Retrieval Solution (50-fach konzentriert) 1:50

verdunnen. Bei TRS low-pH 8ml TRS mit 242ml Aqua dest. Auf 250ml verdln-
nen), bei TRS high pH 5ml TRS mit 245ml Aqua dest. Auf 250ml verdinnen)
Vorbehandlung in pH-LOsung zur hitzeinduzierten Epitopdemaskierung (je nach
Vorgabe des Primar-AK): die Tumorschnitte im vorgeheizten Low-pH-Puffer
(pH 6,1 — fur PD-L1, PD-L2 und PD1) im Dampfgarer 35 min kochen

Far die CD-Farbungen wurden die Schnitte in high-pH-Puffer (pH 9) fur 20 Mi-
nuten gekocht (95-99 °C)

Abkuhlen: Kiuvetten mittels Warmekonvektion ca. 7 Minuten unter fliellendem
Leitungswasser auf Raumtemperatur bringen

Schnitte fur 4 min in 1:20 mit Aqua dest. verdinntem Wasch-Puffer stellen, um
die Oberflachenspannung des Leitungswassers aufzuldsen

Objekttrager in die Facher des Farbeautomaten stellen, etwas Wasch-Puffer
uber die Schnitte geben

Automatisierte Farbung der Schnitte: Autostainer mit dem programmierten Pro-
tokoll starten

Hierbei wird der Tumorschnitt nach Blockierung der endogenen Peroxidase
zum Vermeiden falsch positiver Farbungen, zuerst mit dem (ggf. mit Diluent ver-
dunnten) Primar-AK (bei PD-Farbungen 30 min, bei CD-Farbungen 20 min),
dann mit dem Sekundar-AK (Rabbit-/Mouse-LINKER) inkubiert und im An-
schluss dann der gebundene Komplex mittels Tertiar-AK (HRP) und Chromo-

gen DAB+ sichtbar gemacht.
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Es konnten nach Befullen der vorgegebenen Facher des Autostainers somit alle
acht immunhistochemischen Farbungen ohne Unterbrechung automatisch
nach einmaligem Programmieren nacheinander automatisiert ablaufen.
Das Praparat wird zum Schluss des Programmes noch mittels HE-Farbung ge-
gengefarbt

10.HE-Farbung blauen: nach Beenden des Laufes Schnitte 3 Minuten in Leitungs-
wasser tauchen

11.Haltbarmachen der gefarbten Schnitte: in einer aufsteigenden Alkoholreihe
Schnitte dehydratisieren und abschliel3end in Xylol geben

12.Eindecken: Zum Schutz der Schnitte Objekttrager mittels Entellan mit einem
Deckglaschen versehen

13.Digitalisieren: Objekttrager mit einem Scanner (Nano Zoomer) einscannen. Es

wurde mit 20-facher VergroRerung und vollautomatischem Modus gearbeitet

Das immunhistochemische Farbeergebnis zeigt:
e Zellkerne: blau
e Zytoplasma und Bindegewebe: grau bis hellblau

e Antikorper-induzierte Epitope: braun
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Abbildung 32: Beispiel-Core mit mittlerer Anzahl CD8-positiver Zellen

Abbildung 33: Beispiel-Core mit hoher Anzahl CD8-positiver Zellen
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Abbildung 35: Beispiel-Core mit hoher PD-L1-Expression
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Abbildung 36: QuPath-Auswertung PD-L1 positiver/negativer Zellen (positiv-rot, nega-

tiv-blau)
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