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2 Einleitung

2.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

Kopf- und Hals-Plattenepithelkarzinome werden in der englischsprachigen Literatur mit
HNSCC (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma) abgekiirzt. Diese sind laut Definition
Tumore, welche im paranasalen Sinus, der Nasenho6hle, der Mundhoéhle, dem Pharynx oder
dem Larynx auftreten. Sie kdnnen die Struktur und Funktion von Organen beeinflussen, die
fur Stimm-, Sprach-, Geruchs- und Geschmacksbildung zustandig sind. Darlber hinaus
kbnnen auch das Gehor oder lebensnotwendige Funktionen, wie Atmung und
Nahrungsaufnahme, beeinflusst werden (Thomas, Nadiminti et al. 2005). All diese Tumor-
Lokalisationen &hneln sich hinsichtlich ihrer Epidemiologie, Behandlung und Prognose. Laut
Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind dies maligne, epitheliale Tumore mit
plattenepithelialer  Differenzierung, charakterisiert durch ein  vom histologischen
Malignitatsgrad abhangiges Ausmald an Hornbildung und Vorhandensein von
Interzellularbricken (Mast 2014). Davon abzugrenzen sind weniger haufig vorkommende
Tumorentitaten, welche sich vor allem durch die Histologie, aber auch hinsichtlich klinischer
Prasentation, deutlich unterscheiden. Hierzu zéhlen etwa das verrukdse Karzinom (friher
Ackermann-Tumor), das basaloide Plattenepithelkarzinom, das spindelzellige Karzinom und
das lymphoepitheliale Karzinom (Bocker 2008). Etwa 40 - 70% aller Tonsillen- und
Zungengrundkarzinome sind mit dem Humanen Papilloma Virus (HPV) assoziiert. Diese
Karzinome werden ebenfalls als eigene Entitat gezéhlt, da sie sich hinsichtlich ihrer Prognose

deutlich von anderen Entitaten unterscheiden (Mast 2014).

211 Epidemiologie der Kopf- und Halstumore

HNSCCs sind fur etwa 6% aller Krebserkrankungen verantwortlich. Sie stellen somit nach den
Malignomen von Prostata, Darm, Lunge, Harnblase und dem malignen Melanom die
sechsthaufigste Tumorentitat weltweit dar. In absoluten Zahlen ausgedriickt bedeutet dies
etwa 650.000 Neuerkrankungen, sowie 350.000 Krebstote pro Jahr weltweit (Argiris,
Karamouzis et al. 2008). Allein in Europa treten jedes Jahr etwa 139.000 HNSCC-
Neuerkrankungen auf (Gregoire, Lefebvre et al. 2010). Laut den neuesten Daten des Robert-
Koch-Institutes (RKI) befinden sich HNSCCs bei Mannern an neunter Stelle sowie bei Frauen
an fiinfzehnter Stelle aller Krebsneuerkrankungen. Bezogen auf die Bundesrepublik
Deutschland (BRD) bedeutet dies konkret 9720 erkrankte Manner und 4180 Frauen fur das
Jahr 2016, bei einer Mortalitat von 4070 bei Mannern sowie 1387 bei Frauen (Koch-Institut
and e.V. 2019). Bei Frauen spielen diese Karzinome eine eher untergeordnete Rolle. Einer
der Hauptgrinde dafur ist der geschlechtsspezifische Unterschied im Konsum der klassischen
Risikofaktoren Alkohol und Tabak (Koch-Institut and e.V. 2019). Das mittlere Erkrankungsalter

liegt fir Ma&nner bei 61 und fur Frauen bei 65 Jahren. Bei Mannern treten zumeist Karzinome
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der Mundhdhle oder des Larynx auf, wahrend bei Frauen Oropharynxkarzinome tberwiegen
(Vigneswaran and Williams 2014). Hinsichtlich der altersstandardisierten Mortalitat konnte bei
Mannern in den letzten Jahren ein leichter Rickgang (6,7/100.000) beobachtet werden,
wéhrend sie bei Frauen annéhrend konstant blieb (1,8/100.000) (Koch-Institut and e.V. 2019).
Etwa zwei Drittel aller HNSCCs werden erst in fortgeschrittenen Tumorstadien entdeckt, in
denen oftmals bereits eine lymphogene Metastasierung erfolgt ist (Argiris, Karamouzis et al.
2008). Neben einem erhdhten Risiko fur Zweiterkrankungen ist dieses Faktum ein Grund fir
eine durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) von lediglich 47 — 63% je nach Entitat
und Geschlecht. Manner haben eine geringere 5-JUR als Frauen (Argiris, Brockstein et al.
2004, Koch-Institut and e.V. 2019).

21.2 Klassifikation der Kopf- und Halstumore

HNSCCs werden wie andere Tumore nach der TNM-Klassifikation, der International Union for
Cancer Control (UICC), eingeteilt. Die TNM-Klassifikation ermdglicht eine internationale
Vergleichbarkeit, das Erstellen von Statistiken, sowie eine gemeinsame Therapieplanung der
beteiligten Disziplinen. In den Tabellen 1 bis 3 werden die einzelnen Punkte dieser Einteilung
genauer erlautert. ,T“ steht grundsatzlich fur Primartumorausdehnung, N fir
Lymphknotenmetastase und ,M“ fir Fernmetastase. Die T- und N-Einteilungen variieren je
nach Lokalisation des Primartumors. Im Gegensatz dazu gilt die M-Einteilung gleichermal3en
fur alle Kopf-Hals-Tumore (Webber, Gospodarowicz et al. 2014). Der Zusatz p (pathologisch)
bedeutet, dass die Klassifizierung anhand der Befunde der histopathologischen Untersuchung

des Operationspraparates getroffen wurde (Wittekind 2010).

pTx Primé&rtumor kann histologisch nicht gedeutet werden
pTO Kein histologischer Anhalt fiir einen Primartumor
pTis Carcinoma in situ

T1.T4 Zunehmende GroRe und/oder lokale Ausdehnung des
pli- .
Priméartumors

Tabelle 1: Primar-Tumor (T) der Mundhdhle (Wittekind 2010)
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pN-Klassifikation

Regiondare Lymphknoten konnen histologisch nicht beurteilt

PRix werden

pTO Kein histologischer Anhalt fiir Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten < 3 cm

pN2a Metastase in solitarem ipsilateralem Lymphknoten > 3 cm aber
<6cm

pN2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten <6 cm

pN2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten alle
s6cm

pN3 Metastase(n) in Lymphknoten > 6 cm

Tabelle 2: Lymphknotenmetastasen (N) auRer Tumore des Nasopharynx (Wittekind 2010)

pM-Klassifikation

pMx Fernmetastase(n) kdnnen histologisch nicht beurteilt werden
pMO Kein histologischer Anhalt fir Fernmetastase(n)

pM1 Histologisch gesicherte Fernmetastase(n)

Tabelle 3: Fernmetastasen (M) mit Primartumor im Kopf-Hals-Bereich (Wittekind 2010)

Die TNM-Klassifikation im engeren Sinn gibt keinerlei Hinweise Uber die durchzufihrende
Therapie. Es fehlt ein etablierter Klassifikationsmarker, welcher Ruickschlisse auf den
Therapieerfolg zulasst. Aus diesem Grund wird zusatzlich der Residualfaktor (R) ermittelt.
Dieser darf allerdings nur in Bezug auf den Primartumor angewendet werden. Das zusatzliche
Vorhandensein eines Residualtumors kann ein entscheidender Faktor fur die weiterfuhrende
Therapieplanung sein (Wittekind 2010).

Residualtumor R

Rx Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Tabelle 4: Residualtumor (R) mit Primartumor im Kopf-Hals-Bereich (Wittekind 2010)
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In der TNM-Klassifikation wird ebenfalls die histomorphologische Malignitatsgraduierung (G)
erfasst. Diese gilt fur alle Lokalisationen von HNSCCs. Sie gibt Auskunft Uber die

Differenzierung und folglich auch den Malignitatsgrad des Tumors (Wittekind 2010).

Gx Grad der Differenzierung kann nicht bestimmt werden
Gl gut differenziert

G2 maRig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert

Tabelle 5: Histopathologisches Grading (G) (Wittekind 2010)

Zusatzlich zu den bisherigen Unterteilungen findet man auch Zusatz-Symbole, die als
Kleinbuchstaben vor dem jeweiligen Faktor angegeben werden. So bedeutet ein ,c*, dass das
Staging durch eine klinische (englisch: clinical) Untersuchung, also pratherapeutisch erfolgte.
Bei vorangestelltem ,a“ wurde der Tumor im Rahmen einer Autopsie klassifiziert. Bei klinisch
besonders ausgedehnten Tumoren kann es oft notwendig sein, vor der eigentlichen
chirurgischen Entfernung eine neoadjuvante Chemotherapie durchfilhren zu missen. Um
diese Art der Vorbehandlung in der TNM-Klassifikation hervorzuheben, wird in diesem Fall ein
,y* vorangestellt. Tritt ein Rezidiv nach zunachst erfolgreicher Therapie auf, so wird dies mit
einem ,r* gekennzeichnet. So kommt es zu keiner Verwechslung mit der priméren
Klassifikation (Wittekind 2010). Ausgehend von der TNM-Klassifikation teilt die UICC die

HNSCCs in nachfolgende Stadien ein:

0 Tis NO MO

| T1 NO MO

1] T2 NO MO
T1, T2 NO, N1

1l MO
T3 N1
T1, T2, T3 N2

VA MO
T4a NO, N1, N2
alle T N3

IV B MO
T4b alle N

IvVC alleT alle N M1

Tabelle 6: Stadieneinteilung der HNSCCs (Wittekind 2010)
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2.1.3 Risikofaktoren, Atiologie und klinisches Bild

Die genauen Ursachen fir die Entstehung von HNSCCs sind nach wie vor Gegenstand
intensiver Forschung. Als gesichert gilt bisher, dass Alkohol- und Tabakkonsum die beiden
wichtigsten Risikofaktoren darstellen (Blot, McLaughlin et al. 1988). So erhéht Gbermaliger
Alkohol- oder Tabakkonsum allein bereits das Risiko ein HNSCC zu entwickeln (Hashibe,
Brennan et al. 2007). Beide in Kombination zeigen einen deutlich synergistischen Effekt
(Pelucchi, Gallus et al. 2008). Menschen, die regelmalig Alkohol zusammen mit Tabak
konsumieren, haben ein bis zu 35-fach erhdhtes Risiko, an einem HNSCC zu erkranken, als
Menschen ohne diese Noxen-Exposition (Blot, McLaughlin et al. 1988). Raucher haben zudem
ein bis zu zehnfach erhohtes Risiko an einem HNSCC zu erkranken (Schlecht, Franco et al.
1999). Trotz weltweit erkennbarem Trend im Riickgang der Raucherzahlen, sind nach wie vor
zirka 80% aller HNSCCs mit Tabakkonsum assoziiert (Sturgis and Cinciripini 2007).
Gleichzeitig beobachtet man seit einigen Jahren eine Zunahme der nicht noxenassoziierten
Oropharyngeal Squamous Cell Carcinomas (OPSCC), einer Subgruppe der HNSCCs
(Chaturvedi, Engels et al. 2011). Diese sind zumeist HPV-assoziiert und treten gehauft bei
mannlichen Erwachsenen mittleren Alters, Nichtrauchern sowie Immunsupprimierten auf
(Argiris, Karamouzis et al. 2008, Marur, D'Souza et al. 2010) . Es gibt etwa 100 verschiedene
Subtypen von HPV, von denen vor allem HPV 16 und in geringerem Ausmafl} HPV 18
kanzerogene Eigenschaften besitzen (D'Souza, Kreimer et al. 2007). Einerseits wird bei HPV-
assoziierten HNSCCs meist ein fortgeschrittenes Tumorstadium und Lymphknotenmetastasen
bei der Primardiagnose nachgewiesen (Lindenblatt Rde, Martinez et al. 2012), andererseits
wird fur HPV-assoziierte OPSCCs in der Literatur auch erhéhte Radiosensitivitat beschrieben
(Gottgens, Ostheimer et al. 2018, Liu, Mann et al. 2018). Es gilt heute als erwiesen, dass die
HPV-assoziierte Kanzerogenese der HNSCCs einer anderen Molekularpathologie folgt als die
der nicht HPV-assoziierten Karzinome. Ging man vor 10 Jahren noch von einem Anteil von
20% der HPV-assoziierten Tumore an allen HNSCCs aus (Leemans, Braakhuis et al. 2011),
so gehen neueste Schatzungen von einer Pravalenz von 30 bis anndhrend 60% HPV-
assoziierter Tumore an allen HNSCCs aus. Besonders in den westlichen Landern ist eine
deutliche Zunahme im vergangenen Jahrzehnt zu beobachten (Economopoulou, Kotsantis et
al. 2020). Die HPV-Infektion als Risikofaktor wird im Kapitel p16 noch genauer betrachtet. Dort
wird auch die Bedeutung der Onkoproteine E6 und E7 néher erlautert.

Neben diesen drei Hauptrisikofaktoren werden zudem zahlreiche andere Noxen fir die
Entstehung von HNSCCs mitverantwortlich gemacht. So gilt etwa das Kauen von Betelniissen,
welches vor allem im sudostasiatischem Raum sehr verbreitet ist, als weiterer gesicherter
Risikofaktor (Proia, Paszkiewicz et al. 2006). Auch eine Infektion mit Epstein-Barr-Virus (EBV)
gilt als Risikofaktor, insbesondere fir das nasopharyngeale Plattenepithelkarzinom (Zheng, Li

et al. 2007). Dartuber hinaus wird auch den Expositionen gegeniuber bestimmten
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Industriefarben, Treibstoffen und Metallstauben ein erhdhtes Risiko fur HNSCC, insbesondere
Larynx-Karzinomen, zugeschrieben (Brown, Mason et al. 1988).

Klinische Symptome eines Patienten mit HNSCC sind zumeist eher uneinheitlich und variieren
je nach Lokalisation und Komorbiditaten. Typische Beschwerden sind neu aufgetretene Haut-
und Schleimhauteffloreszenzen, Funktionsstorungen wie Kieferklemme oder Doppelbilder.
Weitere Symptome sind Gefuhls- bzw. Funktionsausfalle wie eine Fazialisparese, Dysphagie,
Otalgie, Dysphonie, Globusgeftihl und Dyspnoe (Tumorzentrum-Minchen 2014). Ein weiterer
klinischer Hinweis auf eine Tumorerkrankung im Kopf-Hals-Bereich kann eine neu
entstandene, schmerzlose Schwellung der cervikalen Lymphknoten sein. Gleichzeitig konnte
dies bereits ein Hinweis fir eine lymphogene Metastasierung des Tumors bedeuten, was
wiederum weitreichende Behandlungskonsequenzen nach sich ziehen wirde. In jedem Fall ist
es eine ernstzunehmende Krankheit, die fur den Betroffenen oft mit hohem Leidensdruck
verbunden ist. Haufig sind Patienten durch ihre Erkrankung in den Aktivitdten des taglichen
Lebens beeintrachtig, kénnen dies allerdings teilweise durch Organdysfunktionen nicht
entsprechend artikulieren. In diesem Zusammenhang wird der Begriff ,Quality of Life* (QoL)
verwendet, der auch die psychoonkologische Komponente dieser Erkrankung miteinbezieht
(Deutschinoff, Friedrich et al. 2005). Ein psychosozialer Aspekt von Tumorerkrankung ist die
gehaufte Komorbiditat mit Depressionen (Haisfield-Wolfe, McGuire et al. 2009). In dem hier
vorliegenden Kollektiv betrug die Depressionsrate 8,7%, was in etwa der Pravalenz in der
Allgemeinbevdlkerung entspricht (Jacobi, Hofler et al. 2016). Erfasst wird diese QoL mittels
unterschiedlicher Fragebdgen, wie etwa dem ,European Organization for Research and
Treatment Quality of Life Head & Neck 35“ (EORTC QOL H&N 35). Dieser beriicksichtigt
Faktoren wie Schluckbeschwerden, Sinnes- und Sprachbeeintréchtigungen, Sozialkontakte
sowie Sexualverhalten (Hernandez-Vila 2016).

Strukturierte Patientenfragebtgen erméglichen nicht nur die Auswirkungen einer Erkrankung
und deren Behandlung auf das Leben des Patienten zu quantifizieren, sondern helfen vielmehr
auch gemeinsam mit dem Patienten individuell fir ihn geeignete Therapie- und
Rehabilitationsmdglichkeiten festzulegen, sowie seine personlichen Motivationsabsichten

festzuhalten und miteinzubeziehen (Vartanian, Rogers et al. 2017).

214 Diagnostik

Neben einer orientierenden allgemeinérztlichen Untersuchung ist eine spezielle Untersuchung
der betroffenen Region durch einen Facharzt fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde in der
Diagnosefindung notwendig (Munscher, Prochnow et al. 2019). Die Anamneseerhebung sollte
unbedingt die Erfragung von Tumorrisikofaktoren wie Nikotin- und Alkoholabusus enthalten.
Eine gezielte klinische Untersuchung in Kombination mit den vorliegenden Symptomen und

der Anamnese kann erste Hinweise auf die vorliegende Tumordignitat, Lokalisation, das
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Ausmalf und Stadium der Raumforderung geben. Eine klinische Symptomatik kann bei diesen
Tumoren allerdings auch lange Zeit vollig fehlen (Tumorzentrum-Minchen 2014).

Besteht ein klinischer Verdacht, so sollten ab diesem Zeitpunkt weiterfihrende apparative
Diagnostik und ein Tumor-Staging erfolgen. Dazu zahlen insbesondere die Endoskopie, die
Sonografie, die Computertomographie, die Magnetresonanztomografie (MRT), die
Positronenemissionstomografie (PET), die kombinierte Positronenemissionstomografie-
Computertomographie (PET-CT) und die Szintigrafie (Spector, Gallagher et al. 2014). Der
Sonografie kommt dabei eine wichtige Bedeutung in der Beurteilung des Krankheitsverlaufes
zu, da sie zur kostenguinstigen und schnellen Detektion von Lymphknotenmetastasen geeignet
ist. Die Limitation der Aussagekraft dieser Untersuchung liegt allerdings in individuellem
Koénnen und der Erfahrung des Untersuchers (Mast 2014).

Fur das PET-CT, die kombinierte Anwendung von PET und CT, zeigten sich bessere
Ergebnisse in der Detektion von malignen Lasionen im Kopf-Hals-Bereich als bei bloRRer
Anwendung einer der beiden Methoden (Branstetter, Blodgett et al. 2005).

Eine besondere Bedeutung sowohl fur die Detektion als auch fur das Staging von HNSCCs
kommt dem CT zu. Aufgrund einer Ortsauflosung von bis zu 15 Linienpaaren pro Zentimeter,
sowie der Mdglichkeit der Kontrastmittelapplikation, kédnnen maligne Tumore und deren
raumliche Ausbreitung exakt erfasst werden. Zusatzlich kdnnen aus Mehrzeilen-CT-
Datenséatzen Bilder in jeder rGumlichen Orientierung rekonstruiert werden. Die klassische
Réntgen-Thorax-Aufnahme in zwei Ebenen ist ebenfalls Bestandteil des priméren Stagings
und der Nachsorge. Bei ausgedehnten Malignomen (T3 und T4 Stadium nach UICC) sollte
eine jahrliche CT-Untersuchung des Thorax durchgefihrt werden (Mast 2014). Trotz dieser
groRen Anzahl an Untersuchungsmadglichkeiten bleibt nach wie vor bei bis zu 5% der HNSSCs
der Primartumor unentdeckt (Cancer of Unknown Primary, CUP) (Argiris, Karamouzis et al.
2008).

215 Therapie

Ein frihes Erkennen der Symptome und eine rasche Diagnosestellung von HNSCCs sind
wesentlich fur die weitere Therapieplanung und den gesamten Krankheitsverlauf (Argiris,
Karamouzis et al. 2008). Die Behandlung ist komplex und erfordert ein Zusammenspiel der
chirurgischen Disziplinen, wie HNO und Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie, sowie internistischer
Onkologie und Strahlentherapie. Lange Zeit galten die Bestrahlung und chirurgische
Entfernung als Standardbehandlungsmethoden. Auch heute noch sind sie wichtige Eckpfeiler
der Gesamttherapie. Die moderne Wissenschaft erlangte in den letzten Jahren allerdings ein
immer besseres Verstdndnis der molekularen Mechanismen, welche neoplastische
Veradnderungen, Tumor-Progression und Tumor-Verhalten antreiben (Bose, Brockton et al.
2013). Folglich verlagert sich auch der Fokus der modernen Behandlung von einer

Radiochemotherapie auf gezielte Inhibierung beziehungsweise Aktivierung bestimmter
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molekularer Ziele und Bahnen, der sogenannten Target-Therapie (Nowak, Soria et al. 2012).
Neben dem priméren Ziel, die Uberlebenszeit und die Symptome des Patienten zu verbessern,
spielt vor allem die Erhaltung der Lebensqualitat, die aus der weitgehenden Wiederherstellung
der Funktionalitat und Asthetik resultiert, eine groRe Rolle in der Therapieplanung (Mast 2014).
Viele der Tumore werden erst in lokal fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert und haben sich
zu diesem Zeitpunkt bereits in der Umgebung ausgebreitet. Das und zudem eine hohe Anzahl
an Begleiterkrankungen erklaren auch, dass lediglich 40% der Patienten mit Karzinomen im
Stadium Il und IVA nach UICC, sowie lediglich 15% der Patienten mit Tumoren im Stadium
IVB noch 5 Jahre nach Diagnosestellung leben (Mast 2014). Deshalb gilt es, vor Beginn jeder
MalRnahme, gemeinsam mit den unterschiedlichen Fachdisziplinen und dem Patienten die
Zielsetzung der Therapie genau zu definieren. Je nach Tumorstadium und weiteren Faktoren
wird zwischen einer kurativen oder palliativen Therapie entschieden.

Die chirurgische Therapie hat als primares Behandlungsziel eine RO Resektion des Tumors.
Dieser Wunsch steht oft im Gegensatz zum anatomischen Ausmaf3 des Tumors und dem
Wunsch nach Organerhalt. Etwa ein Drittel aller HNSCCs werden im Stadium | oder I
diagnostiziert (Argiris, Karamouzis et al. 2008). In diesen Stadien ist eine chirurgische
Therapie mit kurativer Absicht indiziert. Je nach Ausmafll des Primarius, der
Resektionsgrenzen und abhangig von einer lymphogenen Metastasierung ist die Radiatio eine
zusatzliche Option. So gelingt fir 90% der Patienten im Stadium | und fiir 70% der Patienten
im  Stadium Il eine Heilung (Argiris, Karamouzis et al. 2008). Eine
Halslymphknotenausrdumung (Neck Dissection, ND) ist, neben der Entfernung des
Primartumors, ein zentraler Bestandteil des chirurgischen Behandlungskonzeptes von
HNSCCs mit lymphogener Metastasierung bzw. Metastasierungspotential (Mast 2014). Eine
2015 veroffentlichte randomisierte Studie konnte zeigen, dass eine elektive ND bei Tumoren
im Fruhstadium (T1 und T2) das Gesamtuberleben verbessern kann (D’Cruz, Vaish et al.
2015).

Auch flr lokal fortgeschrittene Tumore (Stadium Il und IV) wird zunachst eine chirurgische
Sanierung angestrebt. Ist eine RO Resektion aufgrund von Komorbiditaten oder
Tumorinfiltration in  umliegendes Gewebe nicht realisierbar, so ist im weiteren
Behandlungsplan eine postoperative Radiochemotherapie vorgesehen (Pignon, le Maitre et
al. 2009). Meist erfolgt dies mittels Intensitdtsmodulierte Radiotherapie (IMRT) in Kombination
mit Cisplatin. So konnten einige Studien zeigen, dass die Cisplatin-basierte Chemotherapie in
Kombination mit der Radiotherapie besonders vielversprechend hinsichtlich lokoregionaler
Tumorkontrolle, krankheitsfreiem Intervall (Disease Free Survival, DFS) und
Gesamtuberleben (Overall Survival, OS) ist (Bernier, Domenge et al. 2004, Bonner, Harari et
al. 2006, Fietkau, Barten et al. 2006, Semrau, Mueller et al. 2006). In Zahlen ausgedrickt

bedeutet dies zumindest eine Zunahme der 5-JUR von 4% (Pignon, Bourhis et al. 2000).
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Bei Patienten mit fortgeschrittenem Stadium, die als inoperabel eingestuft werden, ist die
Bestrahlung in Kombination mit der Chemotherapie die Standardtherapieform (Adelstein, Li et
al. 2003). Cisplatin, Carboplatin, Paclitaxel, Docetaxel, 5-Fluoruracil und der monoklonale
Antikorper Cetuximab gelten hier als Standardmedikamente. Insbesondere Cetuximab scheint
in der palliativen Situation nach neueren Erkenntnissen hinsichtlich des Gesamtiiberlebens
den Cisplatin-haltigen Chemotherapeutika tiberlegen zu sein (Huang, Zhang et al. 2016).

Bei Tumorrezidiven, Zweittumoren oder Fernmetastasen ist in vielen Fallen ein chirurgisches
Eingreifen nicht mehr méglich. Der Behandlungsplan erfolgt daraufhin palliativ mittels alleiniger
Chemotherapie. Fur Patienten mit akzeptablem Allgemeinzustand ist das Mittel der Wahl eine
Kombination von Cetuximab mit Cisplatin oder Carboplatin mit 5-Fluoruracil (Gregoire,
Lefebvre et al. 2010). Fiur diese Kombinationen konnte ein verbessertes Gesamt-, sowie
krankheitsfreies Uberleben nachgewiesen werden (Vermorken, Mesia et al. 2008).

Im Falle einer Radiotherapie erfolgt diese perkutan in taglichen Dosen von 2 Gray bis zu einer
Gesamtdosis von 70 Gray verteilt auf insgesamt 7 Wochen (Burtness, Manola et al. 2008).
Moderne Radiotherapie sollte 3D-konforme Radiotherapie oder IMRT beinhalten, um
gesundes Gewebe zu schonen (Gregoire, Lefebvre et al. 2010).

Das bessere Verstandnis der molekularen Vorgange ermoglicht es der Wissenschaft gezielt
einige Schlusselenzyme der Tumorentstehung zu steuern. Seit einigen Jahren ist der EGFR-
Blocker Cetuximab fir lokal metastasierte HNSCCs als sogenannte Target-Therapie
zugelassen. Die beiden Immunmodulatoren Pembrolizumab und Nivolumab wurden von der
FDA 2016 im Falle einer nicht ausreichend Wirkung einer Cisplatin-Therapie bei Rezidiven
zugelassen (Chow, Haddad et al. 2016). Zahlreiche Klinische Versuchsreihen beschaftigen
sich derzeit mit der Rolle dieser Immunmodulatoren als Monotherapie, sowie ihrer Rolle in
Kombination mit den etablierten Methoden wie Chemo- und/oder Radiotherapie (Prasad and
Kaestner 2017, Cohen, Bell et al. 2019).

Trotz all dieser Fortschritte auf molekularer Ebene steht noch immer der Patient als Mensch
mit all seinen Sorgen und Wiinschen im Mittelpunkt der Behandlung. Multimodale Konzepte,
die auch Psychosomatik und psychoonkologische Aspekte betrachten, sind deswegen

unumganglich (Mast 2014).

2.16 Molekularpathologie des Plattenepithelkarzinoms

Neben den makroskopisch sichtbaren Veranderungen finden auch auf mikroskopischer Ebene
zahlreiche Umbauprozesse statt. Das Wachstumsverhalten der Plattenepithelkarzinome ist
dabei maligeblich bedingt durch ein Wechselspiel der Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen, sowie der simultanen Aktivierung von Protoonkogenen durch
Deletionen, Punktmutationen, Promoter-Methylierungen und Gen-Amplifikationen (Perez-
Ordonez, Beauchemin et al. 2006). In weiterer Folge fihrt dies zu genetischen Instabilitaten

(Argiris, Karamouzis et al. 2008).
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PCR-basierte Mikrosatelliten-Analysen erlaubten es, ein Model fir das genetische
Fortschreiten von HNSCCs, basierend auf den Haufigkeiten dieser genetischen Alterationen
in pra-invasiven Lasionen sowie invasiven Tumoren zu erstellen (Califano, van der Riet et al.
1996, Califano, Westra et al. 2000). Abbildung 1 skizziert dieses Model.

Normal mucosa Hyperplasia Dysplasia Carcinoma in situ Squamous cell
I ' ' ' carcinoma
9p21 deletion 3p deletions 11913 18q deletion
p16/pl4 17p13 (p53 13921 10923
inactivation mutations)
8p deletion 326
Trisomy 7 Tetraploidy
Aneuploidy pTEN
EGFR inactivation
Cyclin D1
Telomerase amplification
activation

Abbildung 1: Hypothetisches Model fur die Entstehung von HNSCC (Califano, van der Riet et al. 1996)

Demnach findet sich in bis zu 80% der HNSCCs ein Heterozygotenverlust (Loss of
Heterozygocity, LOH) der Region 9p21. Ebenso wird ein Verlust der Region 3p beobachtet,
welcher in bis zu 70% der HNSCCs vorliegt. Somit stellen diese beiden die haufigsten
genetischen Veranderungen dar, die in Dysplasien bzw. HNSCCs beobachtet werden kénnen
(Perez-Ordonez, Beauchemin et al. 2006). Deletionen wie diese kdnnen einen Zellzyklusarrest
zur Folge haben, beispielsweise durch die Inaktivierung von p1l6 und pl14“7F, welche
normalerweise fur die Gi-Zellzyklusregulation oder den MDM2-gesteuerten Abbau von p53
zustandig sind. Insbesondere p16 ist in HNSCCs haufig inaktiviert (Califano, van der Riet et
al. 1996).

LOH von 17p und Punktmutationen des Tumorsuppressorgens p53 kdnnen in bis zu 50% der
HNSCCs beobachtet werden (Nawroz, van der Riet et al. 1994, van Houten, Tabor et al. 2002).
Die meisten dieser Mutationen tauchen erst sehr spét in der Progression einer epithelialen
Dysplasie zu einem invasiven Karzinom auf (Shahnavaz, Regezi et al. 2000).

Bei etwa 20% der HNSCC-Patienten finden sich weil3liche, nicht abwischbare Flecken auf der
Schleimhaut, sogenannte Leukoplakien. Diese sind die haufigsten pramalignen Lasionen, die
Zeichen von makroskopisch sichtbaren Dysplasien aufweisen (Mast 2014). Diese L&sionen
stellen als sogenannte Prakanzerosen einen Zwischenschritt in der HNSCC-Progression dar
und bedurfen besonderer Beachtung. Etwa 5% der diagnostizierten Leukoplakien entwickeln
sich in weiterer Folge zu HNSCCs. Jedoch findet sich lediglich bei 25% aller HNSCCs eine

Vorlauferlasion in Form einer solchen Leukoplakie (Neid and Tannapfel 2009). Als
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Hauptrisikofaktor fUr die Entstehung von Prakanzerosen werden in der Literatur unter anderem
Ubermaniger Alkohol- und Tabakkonsum angefiihrt (Maserejian, Joshipura et al. 2006).
Ploidiestatus, Chromosomen-Polysomie und LOH-Analyse von oralen Prakanzerosen kénnen
ebenfalls wichtige Informationen Uber das Risiko einer Progression zu einem Karzinom,
sekundarer Karzinomentstehung und tumorspezifischem Tod liefern (Perez-Ordonez,
Beauchemin et al. 2006).

2.2 Prozesse der Krebsentstehung
Auf molekularer Ebene werden derzeit vier wesentliche Prozesse diskutiert, welche eine Rolle
in der HNSCC-Entstehung, ausgehend von einer gesunden Zelle hin zur Karzinomzelle
spielen. Im Wesentlichen sind dies:

1. Zellzyklusregulation/Signaltransduktion

2. Krebsstammzellen

3. Immunmodulation

4. HPV-Infektion
Im folgenden Abschnitt wird jeder dieser Bereiche beschrieben. Im Anschluss daran werden
im folgenden Kapitel ausgewéhlte Biomarker/Enzyme aus jedem Abschnitt, die im Rahmen

dieser Arbeit untersucht wurden, genauer erlautert.

Im Bereich der Signaltransduktion/Zellzyklusregulation werden folgende vier Enzyme und
deren nachgeschaltete Signalwege fur die Entstehung von HNSCCs diskutiert (Bose, Brockton
et al. 2013):

1. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

2. Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGF)

3. Phosphatidylinositol-3-Kinase-AKT-Mammalian Target of Rapamycin (PI3K-Akt-

MTOR)

4. Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK STAT)
Der EGFR ist ein Mitglied der ,ErbB Growth Factor Receptor Tyrosine Kinase“ Familie, welche
eine zentrale Rolle in der Tumorbiologie der HNSCCs spielt (Karamouzis, Grandis et al. 2007).
Ligandenbindung fuhrt zur Aktivierung einer molekularen Kaskade, die unter anderem
Zellproliferation, Apoptose, Metastasierungspotential und Angiogenese regeln (Argiris,
Karamouzis et al. 2008). EGFR-Expression kann in bis zu 90% der HNSCCs beobachtet
werden (Grandis and Tweardy 1993). Es ist daher naheliegend, dass sich viele
Forschungsarbeiten mit einem Therapieansatz in und um diesen Rezeptor beschaftigen.
Gezieltes Ausschalten dieses Rezeptors wurde bereits erfolgreich fir Therapien genutzt
(Karamouzis, Grandis et al. 2007). Auch unserer Forschungsgruppe fiir molekulare Onkologie

gelang hierbei ein bedeutender Beitrag zum besseren Verstandnis dieses Signalweges.
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Konkret konnte beobachtet werden, dass die in-vitro Blockade des EGFR-Rezeptors die
Tumorzell-Migration unter Radiatio reduziert (Pickhard, Margraf et al. 2011).

Angiogenese ist wesentlich fir die Fahigkeit des Tumors zu wachsen und zu metastasieren.
Dieser Vorgang wird von zahlreichen Faktoren gesteuert, von denen der bekannteste wohl der
VEGF ist. Dementsprechend naheliegend ist auch der Versuch eines Therapieansatzes in der
Inhibierung der Angiogenese. Obwohl die Bedeutung des VEGF bereits fur andere Tumorarten
bestatigt wurde, bleibt der Grad der Bedeutung bei HNSCCs Gegenstand kontroverser
Diskussionen. Insbesondere erhofft man sich in Zukunft durch individualisierte anti-angiogene
Behandlungsmaoglichkeiten, basierend auf molekulargenetischer Tumor-Charakterisierung,
ein verbessertes Therapieansprechen fur HNSCC-Patienten (Micaily, Johnson et al. 2020).
Der PI3K-Signalweg ist einer der am haufigsten aktivierten Signalwege in der Krebsentstehung
(Vivanco and Sawyers 2002). Physiologisch regelt PI3K etwa das Zell-Uberleben, die
Proliferation und Differenzierung (Engelman, Luo et al. 2006). Nach Aktivierung gerat eine
Signalkaskade in Gang, die unter anderem auch Proteinkinase B (Yu, Weinberger et al. 2007),
sowie das Tumorsuppressor-Protein ,Phosphatase and Tensin Homolog“ (PTEN) enthélt.
Erstere regelt dabei hauptsachlich anabole zellulare Uberlebensprozesse, wahrend zweiteres
die Signaltransduktion durch den PI3K-Signalweg blockiert (Bose, Brockton et al. 2013).
Weiter unten in dieser Signalkaskade folgt mMTOR, welches eine Rolle fiir die Regelung der
Energiequellen und Verflgbarkeit von Nahrstoffen fur die Zelle spielt. Mutieren nun die Gene,
die fur PI3K kodieren oder geht der negative Regulator PTEN verloren, kommt es zur
irrtmlichen  Aktivierung des  PI3K-Signalweges und  moglicher  konsekutiver
Malignitatsentstehung. So sind Mutationen dieser Gene in HNSCCs etwa mit
fortgeschrittenem Krankheitsstadium, erhdhter Gefal3invasion sowie Lymphknotenmetastasen
assoziiert (Bose, Brockton et al. 2013).

Ebenso wird dem JAK-STAT Signalweg eine mdgliche Beteiligung an der Karzinogenese der
HNSCCs zugeschrieben, indem er Einfluss auf das Zelliberleben und Wachstum,
Angiogenese sowie Unterdriickung der Immunkontrolle nimmt (Sriuranpong, Park et al. 2003).
Ferner werden Krebsstammzellen (Cancer Stem Cells, CSC) als mdgliche Treiber im
Tumorprogress von HNSCCs diskutiert. Diese besonderen Zellen besitzen die
uneingeschrankte Fahigkeit zur Proliferation, was wiederum zu verstarktem Nicht-Ansprechen
auf konventionelle Therapie (Radio-, und/oder Chemotherapie) flihren kann (Dong,
Ochsenreither et al. 2017). Aus diesen Griinden werden sie als essenziell fur Tumorinitiation,
-erhaltung, Rezidivheigung und Metastasierungspotential angesehen. Es konnte gezeigt
werden, dass CSCs im Zusammenhang mit dem Epithelialen-Mesenchymalen-
Ubergangsprozess (EMT) stehen, indem sie etwa zum Verlust der Zellpolaritat und Zell-Zell-
Adhasion beitragen (Ishiwata 2016). All diese Vorgange tragen zur Veranderung der

Zellstruktur bei und ermdglichen es diesen Zellen Uber die Grenzen des Primartumors hinaus
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zu migrieren und Lymph- bzw. Blutgeféal3e zu befallen (De Craene and Berx 2013). Tats&chlich
gelten CSCs in Tumorzellen als jene Zellen mit dem hodchsten Migrations- und folglich
Metastasierungspotential. lhre Identifizierung wurde als moglicher Angriffspunkt fiir die Target-
Therapie gegen Krebs vorgeschlagen (Nassar and Blanpain 2016). In diesem Zusammenhang
haben Studien gezeigt, dass in CSCs Zelloberflachenmarker wie CD44 oder ALDH1, die
bereits in verschiedenen soliden Tumoren identifiziert wurden, verstarkt exprimiert werden
(Michifuri, Hirohashi et al. 2012, Qian, Ma et al. 2015). Diese beiden Marker werden in
Abschnitt 2.7 genauer beschrieben.

In den letzten Jahren gewann das Feld der Immunmodulation auch im Zusammenhang mit
HNSCCs mehr und mehr an Bedeutung. Intakte Immuntberwachung innerhalb der Zelle ist
fur die Unterdrickung der Karzinogenese von entscheidender Bedeutung. Um sich lokal
vermehren und metastasieren zu konnen, missen Krebszellen bestimmte Mechanismen
entwickeln, die es ihnen ermdglichen, die Eliminierung durch das Immunsystem des Wirts zu
umgehen. Die Immuntherapie arbeitet mit der Grundidee, dass das Immunsystem des Wirts
aktiviert werden kann, um diese erworbenen Mechanismen der Immunevasion des Tumors zu
Uberwinden. Dadurch werden Krebszellen als korperfremde Zellen erkannt und kdénnen so
eliminiert werden (Forster and Devlin 2018). HNSCCs stellen eine der am haufigsten
immuninfiltrierten Tumorentitdten Gberhaupt dar (Mandal, Senbabaoglu et al. 2016).
Ebenfalls beobachtete man in den letzten Jahren die Zunahme der Inzidenz von HPV-
assoziierten HNSCCs. Die Infektion mit Hochrisiko-HPV-Typen férdert die Tumorgenese durch
Expression seiner Onkoproteine E6 und E7 (Bose, Brockton et al. 2013). HPV-positive Tumore
zeigen im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren ein erhdhtes Ansprechen auf
Radiochemotherapie (Gottgens, Ostheimer et al. 2018). Aufgrund der Tatsache, dass dies
zumeist eine jungere Patientengruppe ohne langerer Noxenexposition und Multimorbiditat
betrifft, zeigt sich fur diese eine verbesserte Prognose im Vergleich zu nicht-HPV-assoziierten
HNSCCs. So haben HPV-assoziierte HNSCC-Patienten eine 3-Jahres-Uberlebensrate von
82,4%, verglichen mit 57,1% bei nicht-HPV-assoziierten Patienten (Ang, Harris et al. 2010).
Dies bietet die Mdglichkeit, die Mechanismen der Strahlenempfindlichkeit aufzuklaren, welche
wiederum Ziele fUr eine verbesserte Therapie bei nicht-HPV-assoziierten HNSCCs sein
konnten (Gottgens, Ostheimer et al. 2018).

AbschlieRend soll in diesem Abschnitt auch festgehalten werden, dass zwischen all diesen
Signalwegen mdgliche Querverbindungen bestehen. Dies koénnte bedeuten, dass
therapeutisches Behandeln einer dieser Kaskaden eine Modulierung anderer zur Folge haben
kénnte. Es bedarf weiterer klinischer sowie experimenteller Untersuchungen, um die genauen
Zusammenhéange auf molekularer Ebene zu verstehen (Bose, Brockton et al. 2013). Im

Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ausgewdahlte Proteine aus allen der oben
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beschriebenen Signalwege ausgewahlt und deren Potenzial als prognostische Biomarker
sowie deren mdgliche Interaktionen in HNSCCs untersucht. Das folgende Kapitel gibt einen

Uberblick tiber den aktuellen Forschungsstand der in dieser Arbeit untersuchten Marker.

2.3 Biomarker

Bis vor kurzem galten die TNM-Klassifikation sowie die Noxenbelastung der Patienten als
zuverlassigste prognostische Faktoren fir die Uberlebenswahrscheinlichkeit von HNSCC-
Patienten. Da diese die Unterschiede, die sich vor allem auf molekularer Ebene abspielen,
nicht bericksichtigen, ermdglichen sie keine individuelle Vorhersage innerhalb der
Patientengruppen mit gleichem TNM-Stadium (Economopoulou, de Bree et al. 2019). Deshalb
besteht grol3es Interesse an der Identifikation von Biomarkern, die eine Einordnung in ein
individuelles Risiko- und Therapiekonzept erméglichen. Biomarker sind laut National Cancer
Institute (NCI) definitionsgemal “biologische Molekile, welche in Blut, Gewebe oder anderen
Kdrperflissigkeiten zu finden sind und Zeichen von natirlichen oder unnatirlichen Prozessen
oder Krankheiten darstellen® (NCI 2001). Biomarker kbénnen zeigen, wie gut der Koérper auf
eine gewisse Therapie oder Zustand anspricht (Pardoll 2012). Trotz grof3er Bemiihungen
haben sich bislang fir HNSCCs wenige Biomarker dauerhaft beweisen kénnen. Mit der von
unserer Forschungsgruppe getatigten Auswahl an Biomarkern aus allen vier weiter oben
beschriebenen Prozessen der Krebsentstehung soll eine solche Stratifizierung einerseits
hinsichtlich krankheitsspezifischer Uberlebensprognose und in weiterer Folge hinsichtlich

Verhaltens des Tumors unter Strahlentherapie erfolgen.
231 Signaltransduktionsmolekiile

2.3.1.1 pAkt (Proteinkinase B)

Der PI3K/Akt-Signalweg ist einer der am haufigsten fehlregulierten Signalwege in humanen
Krebsformen und hat somit Auswirkungen auf beinahe alle Aspekte von bosartigem
Krebswachstum (Szymonowicz, Oeck et al. 2018). PI3K wird beispielsweise durch
Tyrosinkinase-Transmembranrezeptoren und andere Signal-Molekile, wie Ras-Onkogenen
und G-Proteinen aktiviert (Rodriguez, Garcia-Gonzalez et al. 1994). Durch eine nachfolgende
Signalkaskade wird Akt an der Zellmembran schlie3lich phosphoryliert und somit aktiviert. Im
Zellkern werden folglich mittels der Informationen, die durch die Signalkaskaden
weitergegeben wurden, bestimmte Gene transkribiert. Diese Akt-Substrate sind dann an
verschiedenen Prozessen in der Zelle beteiligt, wie etwa Proliferation (p27, CycD1, Foxo3a,
u.a.), Stoffwechsel (GSK3R, GLUT4, u.a.), Uberleben (BCL2-associated Agonist of Cell Death,
Bad, Caspase 9 u.a.) und Zellwachstum (mTOR, PDE3B u.a.) (Szymonowicz, Oeck et al.
2018). Einige der Akt-Aktivitaten fuhren zu einer verstarkten Zellproliferation bei gleichzeitig
verminderter Apoptose. Deswegen wird Akt in seiner aktivierten Form als Proto-Onkogen

angesehen (Moral and Paramio 2008).
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Wie in Abbildung 2 ersichtlich, stimulieren die Nachfolgemolekile von PI3K, PIP, und PIP; die
Phosphorylierung und Aktivierung von Akt. Sobald Akt aktiviert ist, kann es zellulare Prozesse
durch Phosphorylierung von Substraten, die die Apoptose (gezeigt in rot), Proteinsynthese
(gezeigt in blau), Metabolisierung (gezeigt in grin) und Zellzyklus (gezeigt in grau) regeln
steuern. Pfeilspitzen zeigen Aktivierung von Signalkaskaden; aufrechte Linien zeigen
Inhibierung von Signalkaskaden (West, Castillo et al. 2002).

RTK
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Abbildung 2: Uberblick tber den PI3K/Akt Signalweg. Der PI3K/Akt Signalweg kann durch
Rezeptortyrosinkinasen (RTK), Ras-Aktivierung, Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) oder durch Inaktivierung des Tumorsuppressors PTEN aktiviert werden (West, Castillo et al. 2002)

Die 3 Isoformen pAktl, pAkt2 und pAkt3 werden durch unterschiedliche Gene auf den
Chromosomen 14932.32, 199g13.1 und 1944 codiert. Mehrere Studien haben eine
Veranderung von Akt-Familienmitgliedern in mehreren humanen Krebsformen, wie etwa
Brust-, Eierstock-, Prostata-, aber auch in bis zu 60% der Kopf- und Halstumore festgestellt
(Sun, Paciga et al. 2001, Amornphimoltham, Sriuranpong et al. 2004, Segrelles, Moral et al.
2006). Gesteigerte Akt-Aktivierung steht in Zusammenhang mit schlechtem klinischem
Ergebnis, hoherer lokaler Metastasierungsrate und vermindertem Gesamtlberleben
(Massarelli, Liu et al. 2005, Yu, Weinberger et al. 2007). Yu et al. konnten so etwa flr
Patienten, bei denen im Tumor niedrig-exprimiertes pAkt vorlag, eine geringere
5-Jahres-Rezidivrate (5% versus 38%) nachweisen. Zusatzlich hatten diese Patienten eine
verbesserte 5-JUR (45% versus 27%). Dieser Uberlebenseffekt ist wohl auf die hohere
Rezidivrate bei pAkt-Uberexpression zuriickzufiinren. So konnte in weiteren Analysen die
pAkt-Expression im Tumorgewebe als starker Pradiktor fir lokale Rezidive gefunden werden.

Ferner wurde eine inverse Beziehung zwischen pAkt und PTEN gefunden: Tumore, mit hoher
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pAkt-Expression wiesen niedrige PTEN-Expressionen auf und vice versa (Yu, Weinberger et
al. 2007). PTEN konvertiert PIP3 wieder zu PIP2 und kann somit den von PI3K-initiierten
Signalweg sowie weitere Akt-Aktivierung in Folge beenden. PTEN ist damit der starkste
naturliche Gegenspieler/Regulator von Akt (Moral and Paramio 2008).

Der PI3K/Akt-Weg reguliert aber nicht nur Zellproliferation und Uberleben, erhoht die
Proteinsynthese und den Stoffwechsel, sondern ist darlber hinaus auch aktiv an der
Entstehung von Krebsmetastasen beteiligt (Bruhn, Pearson et al. 2010). Insbesondere wird
diskutiert, ob Akt zu erhohter Zellbeweglichkeit und folglich vermehrter Metastasenbildung
fihren kann (Xue and Hemmings 2013).

Ein weiteres Phanomen, das auch in HNSCC-Tumorzellen vermehrt beobachtet werden kann,
ist die Aktivierung von Akt durch Hypoxie (Alvarez-Tejado, Naranjo-Suarez et al. 2001). Diese
gilt als gemeinsame Eigenschaft von soliden Tumoren und wird als prognostischer Marker flir
schlechteres Therapieansprechen angesehen (Vaupel and Mayer 2007). Stegeman et al.
konnten 2012 zudem nachweisen, dass hypoxische HNSCC-Zellen deutlich empfindlicher
gegen Akt-Inhibierung waren als normoxische (Stegeman, Kaanders et al. 2012).
In der Klinik sind Krankheiten wie Diabetes und Krebs eng mit abweichender Akt-Aktivitat
verbunden. Dies hat zahlreiche Versuche im Therapieansatz nach sich gezogen, spezifische
Akt-Inhibitoren zu entwickeln. Die einzelnen Akt-Unterformen konnen hierbei allerdings
gegenlaufige Funktionen haben. Um ungewollte Nebenwirkungen der Target-Therapie zu
vermeiden, missen diese Wechselwirkungen noch eingehend erforscht werden (Xue and
Hemmings 2013).

2.3.1.2 Hypoxie-induzierter Faktor (Hifla)

Ein niedriger intratumoraler Sauerstoffpartialdruck (pO2) ist in vielen Tumorentitdten ein
Pradiktor fur verminderte Strahlenempfindlichkeit und geringeres Gesamtiiberleben (Brizel,
Dodge et al. 1999). In hypoxischen Bereichen des Tumors kommt es zu vermehrter Expression
des ,Hypoxie-induzierten Faktors®, von dem es mehrere Untertypen gibt (Michifuri, Hirohashi
et al. 2012). Dieser ist ein Transkriptionsfaktor, der physiologisch fur die Balance zwischen
Sauerstoffangebot und Bedarf sorgt. In Tumorzellen transaktiviert er verschiedene Zielgene,
wie Glukose-Transporter, glykolytische Enzyme oder VEGF. All diese Vorgange sind
nattirliche Reaktionen des Tumors auf sich &ndernde Umgebungseinflisse mit dem Ziel, seine
Nahrstoffzufuhr und somit sein Uberleben zu sichern (Semenza 2000). Somit spielt Hif1a eine
zentrale Rolle in der Tumor-Entstehung (Blancher, Moore et al. 2000). Gesteigerte Hif1a-
Expression ist zumeist mit vermehrter Metastasenbildung, gesteigerter Angiogenese,
schlechterer  Prognose, schlechtem Therapieansprechen sowie aggressiverem
Tumorverhalten assoziiert (Masoud and Li 2015). Zudem beeinflusst Hypoxie auch die
Empfindlichkeit gegentber Strahlentherapie, da die Bildung freier Radikale, die den Zelltod

durch DNA-Strangbriche induzieren, von Sauerstoff abhangt. Folglich tragt Hypoxie zu
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vermehrter Strahlen-, aber auch Chemoresistenz bei (Hosokawa, Okumura et al. 2012,
Masoud and Li 2015). Ein mdglicher Therapieansatz ware durch gezielte Inhibierung der
Mediatoren der pathologischen Angiogenese die Strahlenempfindlichkeit zu erhéhen. Ein
mogliches Medikament daflr ist etwa der Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib (Matsumoto, Batra
etal. 2011).

Hif1a kann auRerdem auch tber den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg aktiviert werden (Onoyama,
Kitadai et al. 2013). Zahlreiche Studien belegen, dass die Interaktion zwischen dem Akt- und
Hif1a-Signalweg eine wichtige Rolle fir das hypoxische Zelliberleben und Hypoxie-induzierte
Strahlungsresistenz spielen (Stegeman, Kaanders et al. 2012). Vor allem mTOR als
nachgeschaltetes Protein von Akt besitzt in seiner aktivierten Form die F&higkeit zum
Zellwachstum, zur Proliferation, zur Stoffwechsel- und T-Zell-Aktivierung (Perri, Pacelli et al.
2015). Eine Aktivierung von mTOR kann auf zwei unterschiedliche Weisen passieren:
Entweder durch eine ,Loss-of-Function“-Mutation von PTEN oder eine vermehrte Expression
von EGFR (Yu, Weinberger et al. 2007). In aktivierter Form steuert mMTOR die vermehrte
Expression von Hif1a. Unter anderem gelang es unserer Arbeitsgruppe, bereits gezielt den
EGFR-Signalweg in vitro zu blockieren und somit eine vermehrte Expression von mTOR sowie
Hif1a zu unterbinden (Pickhard, Margraf et al. 2011).

Aufgrund der hohen Komplexitéat in der Regulierung des Hifla-Signalweges und der daran
beteiligten Enzyme ist es allerdings bis heute noch nicht gelungen, einen selektiven Hif1a-
Inhibitor zu kreieren. Dies ist zumeist den verschiedenen Wechselwirkungen der Signalwege
untereinander geschuldet (Masoud and Li 2015). Die spezifische Wechselwirkung zwischen
Hypoxie, Hif1a und Akt-Signalwegen in einem Tumor kénnte allerdings eine wichtige Rolle fiir
verschiedene neue Behandlungsstrategien spielen, wie beispielsweise in Form hypoxischer
Modifikation oder Akt-Signalweg-Inhibitoren. Ein Einblick in die Wechselwirkung zwischen
Hypoxie und Akt-Signalisierung kénnte daher dazu beitragen, die Patientenauswahl und damit

das Patienten-Outcome zu verbessern (Stegeman, Span et al. 2016).

2.3.1.3  Survivin (Baculoviral Inhibitor of Apoptose Repeat-Containing 5, BIRC5)

Der Zellzyklus ist definiert als der periodische Ablauf von Ereignissen in einer Zelle zwischen
zwei Zellteilungen (Munk 2000). An der Regulation dieses Zyklus sind eine unterschiedliche
Anzahl an Proteinen, aber auch innere und auf3ere Einflussfaktoren beteiligt. Zu den aufReren
Umgebungseinfliissen zahlen unter anderem ZellgréRe, Verfligbarkeit von Nahrstoffen oder
Prasenz von Wachstumsfaktoren. Im Inneren der Zelle wird an speziellen Kontrollpunkten,
sogenannten Checkpoints, der korrekte Ablauf des Zellzyklus tUberwacht und im Falle einer
Fehlregulation der Zellzyklusarrest oder die Apoptose eingeleitet (Munk 2000).

Survivin (BIRCS) ist das kleinste Mitglied (16,5 kDa) der Apoptoseinhibitoren-Familie und greift
malfigeblich in die Kontrolle des Zellzyklus ein (Antonia, Villegas et al. 2017, Pickhard, 2014).

Bislang konnte Survivin lediglich in Tumorzellen nachgewiesen werden, nicht aber in

28



Normalgewebe (Sah, Khan et al. 2006). Seine Gbermafige Expression scheint allerdings ein
sehr frihes Ereignis in der Tumorentstehung zu sein (Ambrosini, Adida et al. 1997).
Die Survivin-Expression kann bei verschiedenen Krebsarten durch mehrere Mechanismen
reguliert werden, beispielsweise durch die Vergrol3erung des Survivin-Locus auf Chromosom
17925 (Islam, Kageyama et al. 2000), Demethylierung von Survivin-Exons (Hattori, Sakamoto
et al. 2001), verstarkter Promoter-Aktivitat (Li and Altieri 1999) oder verstarkter Signalwirkung
in den Upstream-Signalwegen PI3K oder Mitogen-Activated-Protein-Kinases (MAPK) (Vaira,
Lee et al. 2007).

Allgemein gilt eine hohe Survivin-Expression bei Tumorpatienten als prognostisch ungiinstiger
Faktor, korrelierend mit verringertem Gesamtuberleben in verschiedenen Malignitaten, wie
kleinzelligem Lungen-, Magen-, Darm- und Brustkarzinom, sowie Neuroblastomen. Zudem
wurde eine erhdhte Survivin-Expression in Zusammenhang mit erhthten Rezidivraten,
vermehrter Lymphknoteninvasion (N+) sowie vermehrter Metastasenbildung (M+) gebracht
(Marioni, Bertolin et al. 2006, Osaka, Suzuki et al. 2006). Grundsatzlich besitzt Survivin zwei
Hauptfunktionen:

1. Apoptose-Kontrolle: Survivin soll anti-apoptotische Eigenschaften besitzen. Dachte
man friher, dass Survivin und andere IAPs selektiv an Caspasen (Caspase 3, 6, 9)
andocken und deren Abbau initiieren (Altieri 2003), so zeigten neuere Studien eher
eine indirekte Beteiligung von Survivin an der Apoptose. So bindet es nicht, wie
urspringlich angenommen, direkt an Caspasen, sondern lediglich an sekundare
mitochondriale Aktivatoren von Caspasen und besitzt somit als Zwischenglied die
Fahigkeit die Apoptose zu stoppen (Song, Yao et al. 2003). Weiterfihrende
Experimente zeigten zudem, dass Survivin doch in der Lage ist, die Caspasen 3 und 7
direkt zu binden, wahrend hingegen fur die Bindung von Caspase 9 ein Cofaktor wie
das Hepatitis B X-interacting Protein (HBXIP) notwendig ist (Marusawa, Matsuzawa et
al. 2003). Dariber hinaus kann Survivin auch einen Komplex mit X-interacting Protein
(XIAP), einem weiteren starken Inhibitor der Apoptose, eingehen und dessen
inhibierende Wirkung auf die Caspase 9 unterstitzen (Dohi, Okada et al. 2004).
Survivin inhibiert so im Zusammenspiel mit anderen IAPs die Aktivitat von
Smac/Diablo, den beiden bekanntesten pro-apoptotischen Proteinen (siehe Abbildung
3) (Khan, Khan et al. 2010, Athanasoula, Gogas et al. 2014).

2. Zellzyklus-Kontrolle: Survivin wird wahrend der Mitose zumeist in der G2-M-Phase
exprimiert. Es interagiert dann mit Tubulin und siedelt sich an den beiden subzellularen
Spindelpolen an (Mita, Mita et al. 2008). Survivin ist somit zentraler Regulator wahrend
der Zellteilung, indem es an Zentrosom-Funktionen, an der Zusammensetzung der

Mikrotubuli wahrend der Meta- und Anaphase sowie an der Mitose-Checkpoint-
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Regulierung beteiligt ist. Abbau von Survivin fuhrt zu fehlerhafter Zellteilung tber
Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53 (Altieri 2003).
In Zellen mit mangelnder Survivin-Expression treten haufiger Fehler im Zellteilungsprozess mit
nachfolgender fehlerhafter Aufteilung der Chromatiden auf. Zwar wird die Zytokinese auch
ohne Survivin normal gestartet, in weiterer Folge scheitert sie jedoch haufig in Zellen ohne
Survivin-Expression aufgrund fehlerhafter Spindelzonen- und Mikrotubulizusammensetzung
(Vivek, Kannan et al. 2011).
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Abbildung 3: Rolle von Survivin in der Apoptose (Athanasoula, Gogas et al. 2014)

Darlber hinaus wird Survivin eine Rolle in der Tumor-Angiogenese nachgesagt, zumal es in
Endothelzellen wahrend der Proliferationsphase stark exprimiert wird (Tran, Rak et al. 1999).
Ebenso konnte in vitro und in vivo nachgewiesen werden, dass die Inhibierung von Survivin
das Tumorwachstumspotential reduziert und die Tumorzellen dadurch empfindlicher fr
chemotherapeutische Mittel wie Paclitaxel, Cisplatin, Etoposid, Gamma-Strahlung und
Immuntherapie gemacht wurden (Zaffaroni and Daidone 2002). Auch die Rolle von Survivin in
Zusammenhang mit Strahlentherapie wurde bereits kontrovers diskutiert. So fanden etwa
Freier et al. heraus, dass erhohte Survivin-Expression mit schlechterer Prognose und
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geringerer Strahlenempfindlichkeit einhergeht (Freier, Pungs et al. 2007). Neuere Studien
kamen allerdings zu einem gegenteiligen Ergebnis (Farnebo, Tiefenbock et al. 2013). Somit
ist die Rolle Survivins in der Karzinogenese und Radiotherapie Gegenstand aktueller
Forschung. Dennoch scheint dieser Biomarker nicht zuletzt aufgrund seiner Expression
vorwiegend in malignem Gewebe ein ideales Ziel fir eine Target-Therapie zu sein. So konnte
in Zukunft ein zuvor identifiziertes Patientenkollektiv von der Bestimmung des Survivin-Status

hinsichtlich Prognose- und Therapieplanung profitieren (Mita, Mita et al. 2008).

2.3.2 Krebsstammzellenmarker

Wie weiter oben bereits beschrieben, gehéren Krebsstammzellen einer bestimmten Gruppe
von Zellen innerhalb eines Tumors an, die eine uneingeschrankte Fahigkeit zur Proliferation
besitzen, was wiederum zu verstarktem Nicht-Ansprechen auf konventionelle Therapie
(Radio/Chemotherapie) fuhrt (Dong, Ochsenreither et al. 2017). Die Theorie der CSCs besagt,
dass spezielle CSCs in der Lage sind Tumorentstehung zu initiieren (Wicha, Liu et al. 2006).
Allgemein werden Tumore mit positiver immunhistochemischer CSC-Expression mit héheren
Metastasierungsraten und somit einer schlechteren Prognose assoziiert (Ortiz, Lopes et al.
2018). Unter Therapie behalten CSCs weitestgehend ihre tumorspezifischen Eigenschaften.
Dies ermdglicht ihnen haufig ein Uberleben wahrend konservativer Tumortherapie und erhéht
so die Rezidivrate. Eine zielgerichtete Eradikation von CSCs wird nicht zuletzt deshalb als
wichtige Herausforderung in der gesamten Krebstherapie gesehen (Dong, Ochsenreither et
al. 2017). Zwei Biomarker, die unter anderem in diesem Zusammenhang mit der Entstehung
von HNSCCs diskutiert werden, sind CD44 sowie ALDH1.

2.3.2.1  Cluster of Differentiation 44 (CD44)

CD44 ist ein Transmembranglykoprotein und einer der Haupthyaluron-Rezeptoren, welche
intrazellulare Signale an die extrazellulare Mikro-Umgebung weitergibt. Es wird als Adhasions-
Molekll beschrieben, das in verschiedensten Zelltypen (Epithelzellen, Endothelzellen,
Fibroblasten und Leukozyten) auftritt (Swain, Routray et al. 2017). CD44 spielt eine Rolle in
mehreren Signalwegen, welche unter anderem fir Proliferation, Migration, Hamatopoese und
Lymphozyten-Besiedlung zusténdig sind (siehe Abbildung 4) (Jordan, Racine et al. 2015). Das
CD44-Protein besteht aus drei funktionellen Doménen, einschlie3lich einer extrazellularen
Doméane (Ektodoméne, ED), einer Transmembrandoméne (TM) und einer intrazellularen

Doméne (ICD), die alle unterschiedliche Aufgaben besitzen (Swain, Routray et al. 2017).
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Abbildung 4: Die physiologischen Funktionen von CD44 (Swain, Routray et al. 2017)

Die Bedeutung fiir CD44 in der Tumorentstehung wurde bereits eingehend diskutiert. Diese
kénnte laut derzeitigem Stand der Forschung auf drei unterschiedlichen Wirkmechanismen
beruhen:

1. Hyaluron-unabhéngige Signalubertragung: CD44 besitzt sowohl aktivierende als auch
inaktivierende Funktionen auf den Tumor (Sun, Yu et al. 2016). Welche Funktion
ausgefuhrt wird, hangt davon ab, welcher Ligand an der zytoplasmatischen Seite
gebunden wird. Wird etwa LRP6 (Low-Density Lipoprotein Receptor-related Protein 6)
gebunden, kann CD44 den Wnt-B-Catenin-vermittelten Signalweg aktivieren, welcher
die zytoskeletale Zusammensetzung verdndert und somit zu vermehrter
Zellbeweglichkeit beitragt. So wurde beobachtet, dass CD44 die Zellproliferation und
Migration Uber den MAPK-Signalweg beeinflussen kann. Im Gegensatz dazu kann
CD44 auch in Kombination mit PP2A, einer Phosphatase, die Raf, MEK und Akt
dephosphoryliert, die intrinsische  Apoptose fordern, indem es die
Phosphorylierungsrate von ERK heruntersetzt (Swain, Routray et al. 2017).

2. Hyaluron-abhangige Signalubertragung: Die mdgliche Rolle von CD44 in der
Tumorentstehung hangt auch vom Molekulargewicht seines wichtigsten Liganden
Hyaluron ab. Interaktion mit hohem Molekulargewicht (>950 kDA) aktiviert vor allem
die Signalwege, die fir Tumorentstehung zustandig sind: PI3K, Akt und MAPK-Ras
(Swain, Routray et al. 2017). CD44 unterstutzt dabei die Zellproliferation, Migration und

Invasion. Kontrar dazu fihrt die Assoziation mit Hyaluron mit niedrigem
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Molekulargewicht zu einer Blockade der von CD44-vermittelten onkogenen
Signalwege und folglich zu Tumorsuppression (Misra, Heldin et al. 2011).

3. Rolle von CD in CSCs: CD44, speziell seine Isoform CD44v6, wird Gberwiegend in
Krebs-Stammzellen in verschiedensten humanen Krebsformen exprimiert. Dabei wird
ihm eine Auswirkung auf aggressives Tumorverhalten, Medikamentenresistenz und
erhéhte Rezidivraten unterstellt (Swain, Routray et al. 2017). Mehrere mdgliche
Funktionsweisen wurden hierzu fir CD44 vorgeschlagen, etwa eine Rolle in der
Stammzellerhaltung (siehe Abbildung 5), Einleitung des Epithelialen-Mesenchymalen-
Ubergang-Prozesses (EMT) oder der Schutz vor freien Radikalen (Yan, Zuo et al.
2015).
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Abbildung 5: Mdogliche Rolle von CD44 in Krebsstammzellen durch Erhalt der Stammfunktion
(Wachstumsfaktor-vermittelter Kinaseweg und intramembrandse Spaltung), Induktion von EMT und
Hemmung reaktiver Sauerstoffspezies (Aktivierung des antioxidativen Enzyms) (Swain, Routray et al. 2017)

Die Rolle der CD44-Expression in HNSCCs ist noch nicht vollstandig geklart. Wang et al.
berichten etwa, dass eine hohe CD44-Expression mit vermehrter
Lymphknotenmetastasierung und erhéhtem T-Stadium einhergehen. Ebenso werden einige
CD44-Isoformen mit vermehrter Strahlenresistenz in  Verbindung gebracht (Wang,
Wreesmann et al. 2007). Andere Arbeitsgruppen fanden heraus, dass CD44 und seine
Isoformen keinerlei Rolle in der HNSCC-Progression spielen (Herold-Mende, Seiter et al.

1996, van Hal, van Dongen et al. 1999). Dennoch konnte ein Modell aufgestellt werden,
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wonach CD44 nach Interaktion mit Hyaluron einen multimolekularen Komplex mit EGFR und
LARG (Leukemia-associated Rho-guanine) formt, wodurch zahlreiche nachfolgende
Signalwege aktiviert werden. Wechselwirkungen mit Ras, RhoA, Rhokinase und
Phosphatidylinositol-3 Kinase konnen auftreten. Dies wiederum kann zu vermehrter

Tumorprogression und Strahlenresistenz in HNSCCs fuhren (Wang and Bourguignon 2011).

2.3.2.2 Aldehyddehydrogenase-1 (ALDH1)

Neben CD44 existieren auch noch weitere Marker fir Stammzellpopulationen. Unter diesen
CSC-Markern sind fur HNSCCS auch die Aldehyddehydrogenase-lsoenzyme gut erforscht.
Die ALDH-Superfamilie besteht aus 19 Isoformen, welche physiologisch reaktive Aldehyde,
die durch Alkohol, chemotherapeutische Bestandteile oder auch Lipid-Peroxidation gebildet
werden, in ihre inaktive Form dberfihren (Ma and Allan 2011). ALDH1-positive CSCs finden
sich sowohl in Primartumoren aus der Mundhéhle, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx, als
auch in Lymphknotenmetastasen (Qian, Wagner et al. 2014). Diese Isoenzyme kdnnen
intrazellular Aldehyde oxidieren und die Oxidation von Retinol zu Retinsdure steuern.
Retinsdure wiederum besitzt die Fahigkeit, in den Zellkern einzudringen und mittels
Aktivierung von Heterodimeren die Transkriptionsaktivitat von nachfolgenden Signalketten zu
starten. So tragt Retinsaure unter anderem zum d bei (Yoshida 1992). ALDH-Aktivitat wird
aber auch bendtigt, um eine niedrige Konzentration an Sauerstoffradikalen beizubehalten und
so eine Apoptose der CSCs zu verhindern (siehe Abbildung 6) (Xu, Chai et al. 2015). Zudem
wird die katalytische Aktivitat des ALDH1-Enzyms als mitverantwortlich fiir die Resistenz von
Vorlauferzellen  gegen  Chemotherapeutika  betrachtet  (Lindahl  1992).  Viele
Chemotherapeutika wie Cisplatin oder Erlotinib erzeugen ebenfalls oxidativen Stress und
heben so den Level an verschiedenen Aldehyden, die durch Lipid-Peroxidation entstehen
(Raha, Wilson et al. 2014). Sowohl in bestimmten Krebszellen, aber auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen wurden erhohte Level von oxidierten Makromolekilen
nachgewiesen (Chen, Budas et al. 2008, Ma and Allan 2011). ALDH spielt fur die weitere
Metabolisierung dieser reaktiven Aldehyde sowie die Reduzierung des oxidativen Stresses in
der Zelle eine entscheidende Rolle (Singh, Brocker et al. 2013). Bei der adenokarzinomatdsen
Form von Brustkrebs konnte so beispielsweise eine erhéhte ALDH1Al1l- und ALDH3ALl-
Aktivitat bereits als Pradiktor fur vermindertes Ansprechen auf eine Cyclophosphamid-
Therapie nachgewiesen werden (Moreb, Mohuczy et al. 2007).

Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass selektive Inhibitoren der relevanten ALDH-
Isoenzyme bei HNSCCs moglicherweise den Widerstand gegen Chemotherapeutika
reduzieren und so die Krebszellen fir eine verminderte Dosis an Chemotherapeutika
sensibilisieren konnten (Kim, Shin et al. 2017). Mittels sogenannter ALDH-Inhibitoren (Aldis)
konnten Khanna et al. fir eine bestimmte Zelllinie bei Lungenkrebs (A549) zeigen, dass diese

die Sensitivitat der Zellen fiir Mafosfamid (einem Metaboliten von Cyclophosphamid)
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signifikant erhéhen konnten. Es wird vermutet, dass diese Aldis die Uberfihrung der
Chemotherapeutika in ihre inaktive Form verhindern (Khanna, Chen et al. 2011).

Cytosol ALDH1 family (ALDH1A1, ALDH1A2, ALDH1A3) Regualtion of SCs

and CSCs

Retinol (Vitamin A)
-Antiapoptosis

‘ Transcription
Retinal c-MYC

Oxidation l /ER CyclinD1) -Cell proliferation

-Tumor Growth (CSC)

Transcription -Differentiation
o “ -Inhibit growth
Nucleus :
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Transcription

l—t
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ROS
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Abbildung 6: Steuerung und Funktion von ALDH1 in CSCs. Mehrere ALDH-Isoenzyme metabolisieren
Retinsdure (RA) und fuhren so zu Selbsterneuerung, Differenzierung und Tumorwiderstand von SCs und
CSCs (Xu, Chai et al. 2015)

Eine Arbeit, die in der Abteilung fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie am Klinikum rechts
der Isar, Miinchen durchgefiihrt wurde, konnte fir eine grof3e Kohorte den Zusammenhang
zwischen hoher ALDH1-Expressionsrate in Lymphknoten und dem UICC Stadium [V
(P=0,044), sowie T4-Stadium (p=0,03) demonstrieren. Aufgrund ihrer Daten schlagt die
Arbeitsgruppe deshalb die ALDH1-Expresion als méglichen Parameter fur eine ungtinstige
Prognose vor (Gotz, Bissinger et al. 2018). Dies unterstreicht die Annahme, dass ALDH zu
gesteigerter Tumorgenese beitragt (Yoshida 1992). Im Rahmen dieser Arbeit wird ALDH1
stellvertretend fur die ALDH-Familie vor allem hinsichtlich ihrer Rolle in Radio- und

Chemoresistenz genauer untersucht.

2.3.3 Rolle des Immunsystems in der Krebsentstehung
Damit eine Anti-Krebs-Immunantwort zu einer wirksamen Abtdtung von Krebszellen fiihren
kann, muss eine Reihe von schrittweisen Ereignissen eingeleitet werden. Diese Schritte
werden als Krebsimmunitatszyklus (Cancer Immunity Cycle, CIC) bezeichnet, welcher in
Abbildung 7 dargestellt wird. Zusammengefasst lauft dieser Vorgang folgendermal3en ab:

1. Tumorzellen produzieren mutierte Antigene, die von dendritischen Zellen festgehalten

werden.
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2. Die dendritischen Zellen beladen T-Zellen mit Tumorantigen und stimulieren die
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen.
Aktivierte T-Zellen wandern folglich zum Tumor und infiltrieren die Tumorumgebung.
Die aktivierten T-Zellen erkennen die Krebszellen und binden an diese.
Die gebundenen Effektor-T-Zellen setzen Zytotoxine frei, die in ihren Zielkrebszellen
Apoptose induzieren (Chen and Mellman 2013).
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Abbildung 7: Der Krebs-Immun Zyklus (Chen and Mellman 2013)

Das Abtoten der Krebszellen wiederum lasst einige zuséatzliche tumor-assoziierte Antigene frei
(Schritt 1 wird wiederholt), die daflr sorgen, dass die Gesamtantwort des Zyklus noch breiter
und effektiver wird. Bei Krebspatienten funktioniert dieser CIC-Zyklus nicht optimal. Oft werden
Tumor-Antigene nicht erkannt oder dendritische Zellen und T-Zellen erkennen Antigene als
,eigen” anstatt als ,fremd“ an. Dies fluhrt dazu, dass eher T-regulatorische Zellreaktionen
anstatt Effektorantworten erzeugt werden. Somit kdnnen T-Zellen nicht richtig auf Tumore
wirken bzw. daran gehindert werden, dass sie den Tumor infiltrieren. Ebenso ist es maglich,
dass Faktoren in der Tumormikroumgebung die eben produzierten Effektorzellen unterdriicken
(Motz and Coukos 2013).

Jeder Schritt im Krebs-Immun-Zyklus erfordert die exakte Koordination von zahlreichen
Faktoren, die sowohl stimulierender als auch inhibierender Natur sind. Stimulierende Faktoren
(grun dargestellt) férdern die Immunitat, wohingegen Inhibitoren (rot dargestellt) den Prozess

Uberwachen, die Immunaktivitdit reduzieren und sogar Autoimmunitat verhindern.
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Immun-Checkpoint-Proteine wie etwa CTLA4 (Zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen) kénnen
die Entwicklung einer aktiven Immunantwort verhindern, indem sie primar auf dem Level
der T-Zell-Entwicklung und Proliferation arbeiten (Schritt 3). Davon abzugrenzen sind immuno-
statische Faktoren wie etwa PD-L1, welche ihre inhibierende Funktion priméar darin ausiben,
dass sie aktive Immunantworten im Tumorbett ,modulieren® (Schritt 7) (Chen and Mellman
2013). Weitere Beispiele solcher Faktoren und ihre Angriffspunkte im CIC-Zyklus sind in

Abbildung 7 zusammengefasst.

2.3.3.1 PD-1/PD-L1

Der PD-1-Rezeptor (Programmed Cell Death Receptor 1, CD279) wird auf der Oberflache von
aktivierten T-Zellen exprimiert. Dessen Liganden PD-L1 (CD274) und PD-L2 (CD273) sind fur
gewohnlich auf der Oberflache von dendritischen Zellen oder Makrophagen exprimiert (siehe
Abbildung 8) (Freeman, Long et al. 2000). Wie oben bereits beschrieben, zahlen PD-1 und
seine Liganden zur Gruppe der Immuno-Checkpoint-Inhibitoren, welche die Entwicklung einer
T-Zell-vermittelten Immunantwort unterbinden kdnnen. Die Interaktion zwischen PD-1 und PD-
L1 stellt sicher, dass das Immunsystem nur in einem bestimmten geforderten Zeitraum aktiviert
ist. So wird beispielsweise verhindert, dass es zu chronischen Autoimmun-Entziindungen
kommt. Unter normalen Bedingungen erfolgt der oben beschriebene CIC-Zyklus, eine Art
Antikrebs-Immunantwort, in Form von Apoptose (Chen and Mellman 2013).

Tumorzellen kdnnen an diese Antitumor-Aktivitdt adaptieren, indem sie den PD-1/PD-L1
Signalweg nutzen. Normalerweise ist PD-L1 auf Tumorzellen oder Tumoren in der
Mikroumgebung des Tumors tuberexprimiert (Pardoll 2012). Die Interaktion zwischen PD-1 und
PD-L1 reguliert die Immunantwort negativ. Es kommt zu einer Senkung der Zytokinproduktion
und Induktion der Apoptose von T-Lymphozyten. Die Hochregulierung von PD-L1 ermdéglicht
es den Tumorzellen dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen, indem sie funktionell die
Immunkontrolle der T-Zellen hemmt. Durch gezieltes Blocken dieser Wechselwirkung kann die
T-Zell-Antwort verstarkt und klinische Anti-Tumor-Aktivitat vermittelt werden (Riley 2009,
Gordon, Maute et al. 2017). Hohe PD-L1-Immunexpressionen werden in 46% - 100% der Falle
berichtet (Zandberg and Strome 2014).

In den letzten Jahren wurden mehrere medikamentdse Immuno-Checkpoint-Inhibitoren
entwickelt. Gerade in fortgeschrittenen, bereits metastasierten Krankheitsstadien sollen diese
eine Verlangerung der Lebenszeit bei gleichzeitiger Verbesserung der Lebensqualitat bringen
(Huang and Shi 2019). Die beiden vielversprechendsten Inhibitoren sind Nivolumab und
Pembrolizumab, die beide im Jahr 2016 zugelassen wurden. Seitdem wird ihre Rolle als
Einzelmedikament, aber auch in Kombination mit den herkdmmlichen Behandlungsmethoden
intensiv untersucht. Nivolumab ist ein PD-1 Antikorper, der selektiv die PD-1/PD-L1 Achse
hemmen soll (Forster and Devlin 2018). Erste Studien in HNSCC konnten hier signifikante

Verbesserungen im Uberleben (OS, DFS) und ein 30% niedrigeres krankheitsbezogenes
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Todesrisiko (HR: 0,70; 95% CI: 0,51 bis 0,96) zeigen. Fur andere Tumor-Entitaten sind bereits
mehr Daten vorhanden, wie fir das humane Melanom. Auch hier zeigt sich ein deutlicher
Benefit fir die Patienten in spaten Krebs-Stadien (Topalian, Sznol et al. 2014).
Pembrolizumab, ein weiterer PD-1 Antikorper, wurde ebenfalls eingehend als
Behandlungsmaoglichkeit fur Patienten mit Rezidiven bzw. Metastasen untersucht. Auch hier
konnte das OS und DFS merklich gesteigert werden. Hinsichtlich der Toxizitat wurde die
Behandlung ebenfalls gut vertragen. Lediglich bei 9% aller Patienten wurde ein Toxizitats-Grad
von 3 oder 4 berichtet (Chow, Haddad et al. 2016).

Atezolizumab
Durvalumab
Avelumab

Nivolumab
Pcmbrohzumab

®.

T-Cell

1
Ipilimumab
Tremelimumab |

[I20 1nown] /|90 8unguasald uasyuy

Abbildung 8: Monoklonale Antikérper gegen wichtige inhibitorische Immuno-Checkpoints. PD-L1, das auf
den Tumorzellen exprimiert wird, bindet an die PD-1 Rezeptoren auf den aktivierten T-Zellen und fiuihrt so
zu deren Inhibierung. Diese deaktivierten T-Zellen verbleiben im inaktiven Zustand in der
Tumormikroumgebung (Forster and Devlin 2018)

Neben Interesse an der Kombination von Immun-Checkpoint-Inhibitoren mit anderen neueren
Therapeutika, gibt es auch ein Bestreben, diese mit Radio- bzw. Chemotherapie zu
kombinieren. Beide dieser herkdmmlichen Behandlungsmethoden verdndern die Tumor-
Mikroumgebung und induzieren immun-vermittelten Zelltod (Forster and Devlin 2018).
Arbeiten wie die von Deng et al. konnten in préklinischen Versuchen anhand von Mausezellen
eine Uberexpression von PD-L1 nach primarer Radiochemotherapie (RCTx) nachweisen
(Deng, Liang et al. 2014). Im Falle des nicht operablen, fortgeschrittenem nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinoms konnte in einer grof3 angelegten Phase Il PACIFIC-Studie eine merkliche
Verbesserung bei Therapieansprechen, DFS und mittlerer Zeit bis zum Todeseintritt bei
adjuvanter Anwendung von Durvalumab (ein IgG1 PD-1/PD-L1-Inhibitor) nach primarer RCTx

festgestellt werden (Antonia, Villegas et al. 2017). Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass
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eine hohe Anzahl von CD3+ und CD8+ Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) positiv mit
dem klinischen Outcome nach RCTx in HNSCCs korreliert (Balermpas, Michel et al. 2014).
Wie in der Einleitung im Kapitel 2 beschrieben, wird auch der Tyrosinkinaseinhibitor Cetuximab
in Kombination mit Strahlentherapie in lokal fortgeschrittenen HNSCCs eingesetzt. Eine Studie
konnte dazu bereits nachweisen, dass Cetuximab-aktivierte natirliche Killerzellen eine
Interaktion mit dendritischen Zellen eingehen. Dies wiederum fuhrte zur Aktivierung von
Tumor-Antigenen und Zytokinfreisetzung. Somit wurde vorgeschlagen, dass die Identifikation
von EGFR-spezifischen T-Zellen in mit Cetuximab behandelten HNSCC-Patienten als
Biomarker fur Therapieansprechen genutzt werden kdnnte. Darliber hinaus wird vermutet,
dass dies auch eine Auswirkung auf die vermehrte Expression von Checkpoint-Inhibitoren wie
PD-1, TILs, sowie Cytotoxic T-Lymphocyteassociated Protein 4 (CTLA-4) haben koénnte
(Srivastava, Lee et al. 2013, Sridharan, Margalit et al. 2016). Die genaue molekulare
Verbindung konnte bislang allerdings noch nicht nachgewiesen werden.

Dennoch zeigen die genannten Ansatze, dass eine mogliche Kombination von Biomarkern
eine Risiko- bzw. Therapie-Selektion von HNSCC-Patienten fir eine Immuntherapie
ermdglichen kénnte. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen Aufschlisse Uber mogliche
Zusammenhange der gewahlten Biomarker gefunden werden, die eine erste Einordnung in ein

klinisches Setting ermdglichen.

234 Humanes Papilloma Virus
Neben UbermaRigem Alkohol- und Tabakkonsum gilt eine Infektion mit dem Humanen
Papilloma Virus als gesicherter Risikofaktor bei der Entstehung von HNSCCs. HPV ist Mitglied
der Papillomaviridae-Familie, welches als unbekapseltes Virus bestehend aus sechs bis acht
Genen mit zirkularer Doppelstrang-DNA beschrieben wird (Mallen-St Clair, Alani et al. 2016).
Bei jedem neudiagnostizierten HNSCC sollte ein HPV-Status erhoben werden, um eine
Einordnung in bestimmte Risikopopulationen zu erméglichen. Dazu gibt es mehrere
Maglichkeiten:
1. Indirekt mittels p16 Immunhistochemie als Surrogatparameter fur HPV,
2. Fluorescence in situ Hybridization (FISH, lokalisieren einer bestimmten DNA-Sequenz
auf einem Chromosom),
genetische Analysen des HPV-Gens,
sowie Flussig-Biopsien (Liquid Biopsies, eine Art genetische Untersuchung des
Tumors auf Basis von im peripheren Blut zirkulierendem genetischen Material) (Venuti
and Paolini 2012).
Es bestehen einige molekulargenetische Erklarungspunkte fir die Rolle von HPV bel
HNSCCs. Das Tumorsuppressorgen p53 liegt bei HPV-assoziierten HNSCCs in seiner
Wildtypform vor und auch die Mutationsrate ist wesentlich geringer als bei nicht-HPV-

assoziierten Tumoren. HPV 16 bzw. seine viralen Onkogene HPV E6 und HPV E7 greifen
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entscheidend in die Zellzykluskontrolle ein. HPV EG6 inaktiviert p53, was folglich zu einer
Fehlfunktion von p53 flihrt. Zudem findet in diesen Tumoren auch keine pl16-Deletion mehr
statt. Weil HPV E7 zudem das zweite Tumorsuppressorgen Retinoblastom (Rb) inaktiviert,
welches wiederum den Zellzyklus in Wirtszellen reguliert, wird p16 somit Uberexprimiert
(Perrone, Suardi et al. 2006). Die Folge sind unkontrolliertes Zellwachstum und DNA-
Schadigung, welche in weiterer Folge zu malignen Zellen fihren (Kobayashi, Hisamatsu et al.
2018). Experimentell konnten die Einflisse von HPV E6 und E7 eindeutig nachgewiesen
werden, sowie durch Blockade dieser Onkoproteine eine geordnete Apoptose der entarteten
Zellen ermoglicht werden (Smeets, van der Plas et al. 2011). Einen genauen Ablauf der
molekularpathologisch beteiligten Enzyme zeigt Abbildung 9.

»

Ubiquitination
Degradation

Abbildung 9: Signalwege der high-risk HPV Onkogene. E6 inaktiviert den durch den Tumorsuppressor p53
gesteuerten DNA-Schadigungs- und Apoptose-Signalweg. E7 inaktiviert die durch den Tumorsuppressor
Rb gesteuerte Zellzyklusregulation (Kobayashi, Hisamatsu et al. 2018)

Die genaue Rolle der HPV-Infektion unter Strahlentherapie wurde bereits eingehend
untersucht. Zu verstehen, warum HPV-assoziierte Tumore besser auf Strahlentherapie
reagieren, ist ein wesentlicher Punkt in der Therapieplanung von HNSCCs. Bislang konnte
gezeigt werden, dass HPV-assoziierte HNSCCs teilweise die Fahigkeit besitzen, durch
ionisierende Strahlung entstandene DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren. Ebenso konnte
in derselben Arbeit eine Hochregulierung der fir Basenexzision und Einzelstrang-DNA-
Reparatur verantwortlichen Molekiile beobachtet werden (Nickson, Moori et al. 2017). Andere
Studien wiederum fanden veranderte DNA-Reparatur-Mechanismen sowie eine modifizierte

Regulierung des Zellzyklus in HPV-assoziierten HNSCCs (bspw. durch den Abbau der
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Acetyltransferase Tip60, welche ebenfalls fir die Aktivierung der Reparatur bei DNA-
Schadigung verantwortlich ist (siehe Abbildung 10) (Jha, Vande Pol et al. 2010). Auch nach
Bestrahlung Uberleben in der Tumormikroumgebung von HPV-assoziierten HNSCCs mehr
Immunzellen und pro-inflammatorische Zytokine, welche ihrerseits zu einer besseren

Tumoreradikation beitragen kénnen (Gottgens, Ostheimer et al. 2018).
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Abbildung 10: Mechanismen, die zur erhdhten Strahlensensitivitat bei HPV-positiven HNSCCs beitragen
kénnen: E6 und E7, sowie moglicherweise bislang unbeschriebene Prozesse unterdriicken fir die DNA-
Reparatur verantwortliche Molekile wie SMG-1, p53 und BRCA2. Bestrahlung von HPV-positiven Tumoren
erzeugt hohere Expressionen von yH2AX und RAD51 Foki im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren.
Zusatzlich glaubt man bisher durch verminderte Expression des Enzymes 53BP1, dass HPV-positive
HNSCCs beeintrachtigte Doppeltrang-Reparaturmechanismen aufweisen, was zu ihrer intrinsischen
Strahlensensitivitat fihren kann (Gottgens, Ostheimer et al. 2018)

Tumorhypoxie scheint ebenso eine Rolle in der Entstehung von HNSCCs zu spielen und wird
als negativ prognostischer Faktor angesehen (Hong, Zhang et al. 2013). Zwar weisen HPV-
positive wie negative HNSCCs gleiche Verteilungsraten an Hypoxie innerhalb des Tumors auf,
jedoch scheint es in HPV-positiven Zellen durch Bestrahlung vermehrt zu einem
Zellzyklusarrest und Abnahme der proliferierenden Zellen zu kommen. Bislang konnte
allerdings noch kein in vivo Nutzen der Hypoxie-Kontrolle bei HPV-assoziierte HNSCC-
Zelllinien gefunden werden (Sorensen, Busk et al. 2014). Samtliche dieser Ergebnisse
belegen, dass HPV-assoziierte HNSCCs als eigene Entitat innerhalb der HNSCCs angesehen
werden und folglich auch unterschiedlich therapiert werden missen. Unsere Studie soll mittels
Einteilung in spezielle Subgruppen von Marker-Kombinationen eine mogliche
Risikostratifizierung als weiteren Schritt in der HPV-assoziierten HNSCC-Forschung
darstellen.
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2.4 Problemstellung

HNSCCs sind zurzeit die sechsthaufigste Tumor-Entitat weltweit. Trotz verbesserter
Behandlungsmethoden stagniert das mittlere 5-Jahres-Uberleben der Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom in dieser Korperregion bei ca. 50%. Ebenfalls etwa 50% der Patienten
ab Tumorstadium Il entwickeln ein Lokalrezidiv in den ersten zwei Jahren ab Erstbehandlung
(Bose, Brockton et al. 2013). Lediglich bei 50% aller HNSCC-Patienten erfolgt eine
vollstandige Heilung (Goerner, Seiwert et al. 2010). All diese Zahlen verdeutlichen, welch
grol3es Interesse darin besteht, bessere prognostische und therapeutische Marker fir die
individuelle Therapieplanung fur Patienten mit HNSCC zu finden. Bislang galten Risikofaktoren
wie etwa Alkohol- oder Nikotinkonsum sowie klassische Staging-Parameter wie die TNM-
Klassifikation als zuverlassigste Prognosemarker. Bis vor wenigen Jahren waren Bestrahlung
sowie chirurgische Entfernung der Tumore die Standardbehandlungsformen bei HNSCC
(Argiris, Karamouzis et al. 2008). In den letzten Jahren gelang es allerdings immer besser, die
zugrundeliegenden molekularpathologischen Vorgange bei Tumoren zu verstehen. Obwohl im
Bereich der HNSCC noch Nachholbedarf besteht, gewinnt die sogenannte Target-Therapie

immer mehr an Bedeutung.

2.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Basierend auf den zahlreichen Vorarbeiten im Bereich der Target-Therapie soll es Ziel dieser
Arbeit sein, mogliche Angriffspunkte auf molekularer Ebene hinsichtlich ihrer Aussagekraft als
prognostische Marker zu prifen. Da sich bislang kein Einzelmarker in Bezug auf die Prognose
eindeutig  durchsetzen konnte, ist unsere Hypothese, dass moglicherweise
Markerkombinationen die Einordnung in gewisse Risikoprofile zulassen konnten. Um diese
Fragestellung zu untersuchen, wurden sieben  Schlisselenzyme  spezieller
Signaltransduktionswege einerseits sowie der Zellzyklusregulation andererseits ausgewahlt
und anhand von immunhistochemischen Farbungen ausgewertet.

Zudem qilt die Radiotherapie nach wie vor als eine der Grundbausteine in der Tumortherapie
(Argiris, Karamouzis et al. 2008). Zahlreiche Untersuchungen wurden in den letzten Jahren
hinsichtlich Radiotherapie und ihrer Auswirkungen auf zellularer Ebene durchgefuhrt. Fur
einige Krebsformen konnte so eine strahleninduzierte Migration der Krebszellen
nachgewiesen werden. Dies flhrte etwa bei Glioblastomen zu einer vermehrten Rezidivrate
(Wild-Bode, Weller et al. 2001). Ahnliche Arbeiten in diesem Themenfeld wurden zudem von
unserer Arbeitsgruppe unternommen (Pickhard, Margraf et al. 2011, Schuettler, Piontek et al.
2015). Eine weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit beinhaltet die bereits gefundenen
theoretischen Daten anhand eines Patienten-Kollektives klinisch zu untermauern, welches in
den Jahren 2008 bis 2014 aufgrund eines diagnostiziertem HNSCC am Klinikum rechts der

Isar in Minchen behandelt wurde. Neben den Markern pAkt (Proteinkinase B) und Survivin,
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welche bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe (Pickhard, Grober et al. 2014) als
vielversprechende Marker hinsichtlich strahleninduzierter Migration vorgeschlagen wurden,
wurde unsere Auswertung unter anderem auch hinsichtlich Krebsstammzellmarker wie CD44
bzw. ALDH1 sowie immunmodulatorische Marker, wie etwa PD-1 sowie dessen Ligand PD-L1
erweitert. Ein zweites Ziel dieser Arbeit ist es, diese Marker mit Daten aus der Strahlentherapie
zu korrelieren und mogliche Aussagen etwa beziglich Migrationsverhalten,
Langzeitliberleben, Krankheitsverlauf oder Rezidivrate der einzelnen Patienten zu treffen. Dies

soll als Grundstein fir kiinftige individuelle Therapie- und Prognoseplanung dienen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

In dieser Arbeit wurden folgende Materialien zur Erstellung der immunhistochemischen
Praparate und in weiterer Folge zur Auswertung der resultierenden Ergebnisse verwendet:
1. Priméarantikdrper
2. Chemikalien (Reagenzien und Puffer)
Gerate

3
4. Verbrauchsmaterialien
5

Softwareprogramme
3.1.1 Primarantikorper
P16 1:200 Zervix-Karzinom US Biological; Salem, MA,
USA
PAKT Ser473 1:20 Mamma-Karzinom Cell Signaling Technology,
Inc.; MA, USA
HIF1la 1:100 Mamma-Karzinom Abcam; Cambridge, MA,
USA
Survivin 1:100 Tonsille-Milz- Dako Deutschland GmbH;
Thymus-Uterus Hamburg, DE
CD44 1:2500 Tonsille ThermoFisher Scientific;
Waltham, MA, USA
ALDH1 1:800 Ovarial-Karzinom GeneTex; Irvine, CA, USA
PD-1 Keine Tonsille Ventana Medical Systems;
Tucson, AZ, USA
PD-L1 Keine Tonsille Ventana Medical Systems;
Tucson, AZ, USA

Tabelle 7: Verwendete Antikorper sowie Positivkontrolle
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3.1.2 Chemikalien

Wasserstoffperoxid 30%
Ethanol 96%
Isopropanol p.a.

Tris Base
Natriumchlorid
Salzsaure
Natriumhydroxid
EDTA-Puffer
Citrat-Puffer

Roti® Histokitt II

Carl Roth Gmbh u. Co KG; Karsluhe, DE

Xylol

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG; Stuttgart, DE

Dako REAL Antibody Diluent

Goat Serum (Normal)

REAL™
Peroxidase/DAB+

Detection System

Dako GmbH; Hamburg, DE

Saures Hamalaun nach Mayer
Hamatoxylin

Blauungsreagenz

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, TU
Minchen, DE

Citrogensaure Monohydrat

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH;

Seelze, DE

Pertex Eindeckmedium

Medite Medizintechnik GmbH; Burgdorf, DE

Demineralisiertes Wasser

SAV Liquid Production GmbH; Flintsbach am
Inn, DE

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien (Reagenzien und Puffer)
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3.1.3 Gerate

Farbeautomat BenchMark GX

Roche — Ventana, Basel, CH

Mikrotom Microm HM355S

Microm International GmbH, Walldorf, DE

Wasserbad Typ 1003

GFL, Burgwedel, DE

Kihlplatte
Paraffin Streckbad TFB 35
Objekttragerstrecktisch OTS 40

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf, DE

Brutschrank HeraCell 150i CO2 Inkubator

Thermo Scientific. Waltham, MA, USA

Leica Mikroskop DMI6000 B

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE

Leica Mikroskopkamera DFC425 C

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE

Tabelle 9: Verwendete Gerate

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Mikrotomklingen Blade S35

Novoglas Labortechnik, Bern CH

Objekttrager Superfrost Plus

Thermo Scientific. Waltham, MA, USA

Deckglaser 24x60 mm

Thermo Scientific. Waltham, MA, USA

Drucketiketten

Roche — Ventana Mannheim, DE

Antikorperdispenser

Roche — Ventana Mannheim, DE

Objekttrager Kasten

NeolLab Migge GmbH Heidelberg, DE

Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmaterialien

3.15 Softwareprogramme

Microsoft® Word 1810

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Microsoft® Excel 1810

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

IBM® SPSS® Statistics Version 25

IBM GmbH, Ehningen, DE

Adobe Photoshop Version 22

Adobe System Inc., San Jose, CA, USA

Leica Application Suite LAS V3.8

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar. DE

ECLIPSE Version 13.0

Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, USA

Tomotherapy Planning Station Version
4.2.3

Accuray, Sunnyvale, CA, USA

Tabelle 11: Verwendete Softwareprogramme
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3.2 Methoden

3.21 Studienkollektiv

Die vorliegende Studie beinhaltet insgesamt 121 Patienten, die von Juli 2007 bis Juli 2017
aufgrund eines Plattenepithelkarzinoms im Kopf- und Halsbereiches am Klinikum rechts der
Isar der Technischen Universitdt Minchen in der Klinik und Poliklinik fir Hals-Nasen- und
Ohrenheilkunde behandelt und in diesem Zeitraum von uns beobachtet wurden. Von den 121
Patienten wurden drei Patienten bei Behandlungsbeginn aufgrund des fortgeschrittenen
Tumorstadiums als inoperabel fiir die Biopsiegewinnung angesehen und somit vollstandig aus
der Betrachtung herausgenommen. Somit erhielten die verbliebenen 118 Patienten eine
primére Strahlentherapie Uber durchschnittlich 16,4 Wochen, in der Regel bis hin zu einer
Gesamtstrahlendosis von 70 Gy. Von diesen 118 Patienten erlitten im durchschnittlichen
zehnjahrigem Beobachtungszeitraum 30 Patienten (25,4%) ein Rezidiv des Primé&rtumors. Flr
sie wurden zusatzlich Volumengrol3e der Rezidive und weitere Daten aus der Strahlentherapie
ermittelt. Folgende Kklinische und histologische Daten der Patienten wurden aus den
Aufzeichnungen der einzelnen Abteilungen des Klinikums rechts der Isar entnommen und
anonymisiert. Da samtliche Patienten des Studienkollektives fur die vorliegende Arbeit in
einem Zeitraum von 2007 bis 2017 in die medizinische Datenbank des Klinikums rechts der
Isar aufgenommen wurden, musste fur die Beurteilung die 7. Auflage des Buches ,TNM
Klassifikation maligner Tumore* aus dem Jahr 2010 (Wittekind 2010) herangezogen werden,
obwohl zum Zeitpunkt der Verotffentlichung dieser Arbeit bereits eine 8. Auflage erschienen ist
(Wittekind 2017). Neue Beurteilungskriterien, wie etwa die Tumoreindringtiefe, wurden in der
alten Klassifikation noch nicht bertcksichtigt und somit auch nicht von uns erhoben. Fir diese
Studie besteht zudem ein Ethikvotum des Klinikums rechts der Isar mit positivem Bescheid
unter der Nummer 1420/05.

Geschlecht Mannlich oder weiblich

Alter Patienten sind zwischen 50 und 85 Jahre alt

Tumorspezifische Daten

Diagnose - Lokalisation Mundhohle, Oropharynx, Hypopharynx, Larynx,
Nasopharynx, Nasennebenhohle sowie Kombinationen
T1 bis T4b

NO bis N3

MO, M1

G1 bis G4

O =2 -
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Stadium
Entitat

Operations-Datum
Ende Strahlentherapie

Gesamtdosis Strahlentherapie

Follow-Up-Daten

Datum des letzten Follow-Up
Lokal-Rezidiv
Lokal-Rezidiv-Datum

Tod

Todes-Datum

Todesursache
Patientenbezogene
Risikofaktoren
Alkoholabusus

Nikotinabusus

Karnofsky-Index

Errechnete Uberlebensdaten

Overall Survival (OS)

Disease Free Survival (DFS)

Behandlungsdauer RTx

Stadium 1 bis 4c

PE-CA ohne nahre Angabe; nichtverhornendes
PE-CA; verhornendes PE-CA; Adenosquamdses-CA;
PE-CA; lymphoepitheliales CA,;
Carcinoma in situ f. PE-CA; basaloides PE-CA;
kleinzelliges PE-CA

Zwischen Juni 2008 und Méarz 2014

Zwischen September 2008 und Juni 2014

Gemessen in Gray (Burtness, Manola et al.) entspricht

undifferneziertes

Joule/Kilogramm

Zeitpunkt, an dem entweder Tod, Rezidiv oder Ende
der Beobachtungszeit eingetreten ist

Patient hat Lokal-Rezidiv ja/nein

Datum des Lokal-Rezidives, sofern entwickelt

Patient verstorben ja/nein

Wenn Patient bereits verstorben

Tumorassoziiert oder Nicht-tumorassoziiert

Ja/nein (mehr als zehn Jahre kein Alkohol wird als
Nichttrinker gewertet)

Ja/nein (mehr als zehn Jahre kein Nikotin wird als
Nichtraucher gewertet)
Von 10 bis 100;

Krebspatienten

Lebensqualitats-Index  fur

Zeitraum zwischen Operationsdatum und Last Follow-
up (Tod/Ende des Beobachtungszeitraumes)

Fir Patienten mit Rezidiv: Zeitraum zwischen Ende der
RTx bis zum Rezidiv; Fur P. ohne Rezidiv: Ende

Beobachtungszeitraum oder Tod

Zeitraum zwischen OP und Ende RTx

Tabelle 12: Studienrelevante klinische Parameter

48



3.2.2 Kollektiv zur Immunhistochemischen Analyse

Zur immunhistochemischen Untersuchung konnten im Rahmen dieser Studie die Gewebe von
100 Patienten beriicksichtigt werden. Die Differenz zum gesamten Patientenkollektiv von 121
ergab sich durch zum Zeitpunkt der Probenerstellung teils bereits unzureichend zur
Auswertung geeignetem Tumorgewebe auf den Gewebeblécken. Das im Rahmen einer
Probenentnahme (PE) bzw. primarer Operation enthommene Gewebe besteht aus Tumor-
sowie angrenzendem Normalgewebe. Diese Gewebsproben wurden mittels Formalin fixiert
und anschliel3end in Paraffin eingebettet (sogenanntes Formalin-Fixed Paraffin Embedded
Tissue, FFPE Gewebe). Mittels spezieller immunhistochemischer Farbungen wurden die
Gewebe anschlieRend auf die Expression folgender Antigene gepruft: P16, Akt, Hif1q,
Survivin, CD44, ALDH1, PD-1, PD-L1.

3.2.3 Immunhistochemie

3.2.3.1 Farbevorgang der Immunhistochemie
Zunachst wurden die FFPE Gewebebldcke auf einer Kihlplatte fur ca. 10 min. gekuhlt. Mittels
des Mikrotoms wurden anschlieRend daraus 1,5 um dicke Schnitte angefertigt. Diese Schnitte
wurden anschlielRend im Wasserbad bei 43°C gestreckt und sofort auf einen Objekttrager
aufgezogen. Danach wurden die Proben fur mindestens 12 Stunden im Brutschrank bei 38°C
getrocknet. Daraufhin erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte durch drei Wiederholungen
eines zehnminltigen Eintauchens der Schnitte in Xylol. Die anschlielende Rehydrierung
erfolgte durch zweifach wiederholtes Eintauchen der Schnitte in Isopropanol fiir jeweils flnf
Minuten, sowie das nachfolgende Eintauchen der Schnitte fur jeweils funf Minuten jeweils in
96% Ethanol, dann in 70% Ethanol und abschliel3end zur Rehydrierung in destilliertes Wasser.
Um eine ausreichende Renaturierung zu gewabhrleisten, wurden die Schnitte anschlieRend
noch in Citrat-Puffer (pH 6,0) im Dampfkochtopf fiir 7 Minuten gekocht. Im Anschluss daran
wurden die Schnitte fir 5 Minuten in TRIS-Puffer (pH 7,6) gewaschen. Alle Schritte sind
notwendig, damit samtliche Antigene fir die immunhistochemische Farbung zuganglich
werden und keine Eiweil3rlickstande tbrigbleiben.
Nach AbschlieRen der oben beschriebenen Punkte, folgt der eigentliche Farbeprozess mittels
eines Farbeautomaten von Ventana unter der Zugabe von verschiedenen Primarantikérpern
nach der Streptavidin-Biotin-Methode (Mulhardt 2013):

1. Inkubation mit Wasserstoffperoxid.

2. Hinzufugen der spezifischen Primarantikérper in passender Verdinnung: Die priméren

Antikérper binden an die Antigen-Bindungsstellen.
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3. Inkubation mit dem Detektionskit (bestehend aus biotinylierten Sekundar-Antikorper,
dem Peroxidase-markierten (Strept)avidin als auch dem Chromogen Diaminobenzin
(Hashibe, Brennan et al. 2007). Die sekundéren biotinylierten Antikbrper binden an den
Fc-Teil der priméren Antikorper. Das Peroxidase-markierte (Strept)avidin bindet an das
Biotin der sekundaren Antikorper. Das DAB dient der Visualisierung des Komplexes.
Es wird durch die Peroxidase in ein braungefarbtes Endprodukt umgewandelt.

4. Gegenfarbung mit Hamatoxylin und Blauungsreagenz.

AnschlieRend erfolgte eine erneute Dehydrierung der Schnitte durch Eintauchen in eine
aufsteigende Alkoholreihe von 70% Ethanol, 96% Ethanol und zweimaligem Eintauchen in
Isopropanol. Schlussendlich erfolgt das Eindecken mittels Deckglases.

3.2.3.2 Auswertung der Immunhistochemie

Samtliche histologischen Schnitte wurden durch zwei unabhéngige Untersucher der
Arbeitsgruppe ,Molekulare Onkologie® in der Klinik und Poliklinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde des Klinikums rechts der Isar der TU Miinchen untersucht und ausgewertet.
Die Auswertung der jeweiligen Markerexpressionen erfolgte semiquantitativ unter
Beriicksichtigung des Prozentsatzes an positiven Zellen, sowie der Farbeintensitat in
Anlehnung an den semiguantitativen immunreaktiven Score (Brizel, Dodge et al. 1999) nach
Remmele et al. (Remmele and Schicketanz 1993). Beim urspriinglichem IRS werden Anzahl
der positiv gefarbten Zellen (Percentage Points, PP) und Intensitat der Farbung (Staining
Intensity, SI) multipliziert und ergeben so einen Gesamt-Score. In dieser Arbeit wurde eine
leichte Modifikation dieses Scores vorgenommen: Der prozentuale Anteil der positiv gefarbten
Zellen (PP) wurde hier mit der der Intensitat der Farbung (SI) addiert (Pickhard, Grober et al.
2014).

Demzufolge kann dieser Score Werte zwischen minimal 0 und maximal 7 annehmen. Den
schwachsten positiven Wert, den eine Farbung anhand dieses Scores annehmen kann, ist
demzufolge 2. Fur spatere Berechnungen wurde somit auch bei einem Wert von 2 der Cut-Off
beziglich negativer und positiver Expression gewahlt, um die Erstellung eines dichotomen
Ereignisses zu gewahrleisten.

Fur die Marker PD-1 und PD-L1 wurde jede Expression von >= 1% als positiv gewertet. Als
Grundlage diente der sogenannte Cologne-Score, von uns in einer modifizierten Form
verwendet (Hirsch, McElhinny et al. 2017).

50



IRS = PP + S

PP ]

negativ 0 negativ 0
<10 % 1 schwach positiv 1
10% - 29 % 2 mittel positiv 2
30 % - 60 % 3 stark positiv 3
> 60% 4

Tabelle 13: Immunreaktiver Score (Brizel, Dodge et al. 1999) zur Auswertung der membranstandigen
Markerexpression (modifiziert nach Remmele und Schicketanz, 1993)

3.24 Zellmigrationsanalyse

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, bestand ein zweiter wesentlicher Teil dieser Arbeit darin,
die Zellmigration bei Patienten mit Lokal-Rezidiv ndher zu untersuchen. Die
immunhistochemischen Markerexpressionen wurden hierfir mit bildgebenden Daten der
Radiologie und Strahlentherapie, insbesondere den Bestrahlungsplanen, verglichen.
Hypothese: Es wurde angenommen, dass durch die Strahlentherapie eine Zellmigration aus
dem bestrahlten Volumen heraus auftritt. In der Bildgebung (MRT oder CT) bedeutet dies,
dass im Randbereich des mit hoher Dosis bestrahlten Volumens und auRerhalb Tumorrezidive
auftreten mussten.
Samtliche Patienten des untersuchten Kollektivs erhielten initial eine Strahlentherapie. Die
Bestrahlungsplanung erfolgte nach CT- und MRT-gestutzter 3D-Bestrahlungsplanung mit den
Bestrahlungsplanungssystemen ECLIPSE Version 13.0 (Varian Medical Systems, Palo Alto,
CA, USA) fur volumetrisch-modulierte Arc-Therapie (VMAT) und intensitdtsmodulierte
Radiotherapie (IMRT) sowie Tomotherapy Planning Station Version 4.2.3 (Accuray,
Sunnyvale, CA, USA) fir helikale Tomotherapie (HT).
Verordnet wurde dabei zumindest eine Gesamtdosis von 30 bis maximal 70 Gy. Die mediane
Bestrahlungszeit aller Patienten lag bei 132 Tagen. Insgesamt wurde in die Studie 121
Patienten eingeschlossen. Davon erlitten 30 Patienten ein Lokalrezidiv. Die Rezidivbildgebung
wurde mit der Bestrahlungsplanungsbildgebung (CT und MRT) sowie der initialen Bildgebung
im Rahmen der Diagnostik der Tumorerkrankung im Bestrahlungsplanungssystem ECLIPSE
fusioniert. Fur 23 der 31 Rezidivpatienten konnte eine suffiziente Fusion der Bilddatensatze
erzielt werden.
Anhand dieser Fusionsbilder wurden dann folgende Volumina ermittelt:

1. Volumen des Ursprungstumors (Gross Tumor Volume, GTV) [cm?]

2. Volumen des Rezidivs [cm?]
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3. Volumens des Rezidivs, welches im geplanten Bestrahlungsbereich des
Ursprungstumors lag, inklusive Sicherheitssaum fiir eventuelle Lagednderungen
(Planned Target Volume, PTV) [cm?]

4. Volumen des Rezidivs, welches im Hochdosisbereich (Boost) des Ursprungstumors
lag [cm?]

Der Uberschneidungsbereich der Volumina muss jeweils in Prozent angegeben werden.
Dabei ist der genaue Bezug zu beachten (z.B. % des Rezidivwolumen im initialen
Tumorvolumen (GTV), % im jeweiligen PTV bzw. Boostvolumen)

Abbildung 12 veranschaulicht die ermessenen Volumina, aus denen in weiterer Folge
Parameter errechnet wurden in einer Modell-Skizze. Abbildung 13 und 14 zeigen in
Detailaufnahmen die Volumenbestimmung an den Feldgrenzen, bzw. auerhalb dieser (,out
of field®).

Ursprungstumor
@ Rezidiv

Boost

Abbildung 11: Schema der erhobenen Fusionsbilder aus Ursprungs-CT und Rezidiv-CT-Bildern

Rezidiv

Volumen d.
Rezidives
auBBerhalb
Feldgrenze

Boost

Abbildung 12: Detailaufnahme-Schema zur Rezidiv-Volumenbestimmung an den Feldgrenzen
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Ursprungstumor

meme Rezidiv auBerhalb d.
Feldgrenze ("out of field")

Boost

Abbildung 13: Detailaufnahme-Schema zur Rezidiv-Volumenbestimmung auBerhalb der Feldgrenzen (,,out
of field”)

Prozentual wurde daraus errechnet, welcher Anteil des Rezidiv-Volumens somitim PTV, bzw.
im Boost der urspriinglichen Bestrahlung lag. Der Cut-Off zwischen Niedrig- und
Hochdosisbereich bzw. fiir den Boost wurde bei jeweils 95% festgelegt und somit wiederum
ein dichotomes Ereignis festgelegt. Danach wurden die errechneten Parameter mit den
immunhistochemischen Expressionen (positiv versus negativ) der gewéhlten Marker mittels
Vier-Felder-Tafeln  korreliert und daraus moglich Zusammenhdnge zwischen

Markerexpression und strahleninduzierter Migration des Tumors abgeleitet.

3.25 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte anhand der Software IBM® SPSS® Statistics
25. Fur alle statistischen Analysen wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt.

Fir das gesamte Patientenkollektiv wurde zunachst eine rein deskriptive Statistik der
unterschiedlichen Haufigkeiten der einzelnen erhobenen Parameter durchgefihrt. Im zweiten
Schritt wurde eine Analyse der Daten durchgefiihrt, welche sich aus der Immunhistochemie
ergaben. Bei jenen Markern, bei denen mehrere intrazellulare Lokalisationen gefarbt waren,
wurde jene Lokalisation mit der hochsten Expression zur Betrachtung herangezogen. Mittels
Spearman-Korrelation wurden folglich samtliche Marker untereinander bivariat verglichen.
Diese Ergebnisse wurden, sofern signifikant, mittels dreidimensionalen Streudiagrammen
veranschaulicht. Ebenso wurden diese Marker mit patientenspezifischen Risikofaktoren
(Raucherstatus, Alkohol-Konsum) verglichen.

Die weiteren klinischen Parameter (T-Stadium, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen,
Grading, Tumorstadium und Rezidivrate), aber auch jene Daten, die aus der Strahlentherapie
entnommen wurden, wurden mittels Kreuztabellen / Vier-Felder-Tafeln (Chi-Quadrat-Test
bzw. flr geringe Fallzahlen mittels exaktem Test nach Fisher) mit den Ergebnissen aus der

Immunhistochemie verglichen. Um, wie in diesem Fall gefordert, zwei dichotome Ereignisse
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miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde fur sdmtliche Werte ein Cut-Off festgelegt, welcher
die Grenze zwischen niedrigem und hohem Stadium bzw. im Fall der Marker zwischen
niedriger und hoher Markerexpression festlegt. Im Fall der klinischen Parameter wurde so
zumeist zwischen Anfangs- oder fortgeschrittenem Stadium unterschieden (bspw. T1 und T2
vs. T3 und T4). Fir die Markerexpression wurde ein Cut-Off von 2 festgelegt. Damit galten alle
Marker unabhangig von der Anzahl der gefarbten Zellen oder der Farbintensitat als positiv
(Score = 2). Damit konnte einem der Hauptkritikpunkte an der immunhistochemischen
Auswertung entgegengewirkt werden.

In einem weiteren Schritt wurden fur die Marker Uberlebensanalysen mittels Kaplan-Meier-
Kurven und Log-Rank-Test durchgefiihrt. So konnte ein moglicher Zusammenhang zwischen
Markerexpression und OS bzw. DFS mittels Uberlebenskurven dargestellt werden. Auch in
diesem Fall wurde fiir die Marker ebenfalls ein Cut-Off von 2 ausgewahlt.

AbschlieRend wurde eine binar logistische Regressionsanalyse durchgefihrt, um zu
Uberprifen, ob jene Variablen, die im Chi-Quadrat Test einen signifikanten Zusammenhang
zeigten, tatsachlich als unabhangige Vorhersageparameter fir das Eintreten eines definierten
Ereignisses geeignet sind. Die gewahlte Analyse sollte zudem zeigen, wie stark die Variablen

die Wahrscheinlichkeit, dass dieses definierte Ereignis eintritt, beeinflussen.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Kollektivs
Patienten
Anzahl

Lokal-Rezidive
OP / Radiochemotherapie
Initial Inoperabel / verweigert

Geschlecht
Mannlich
Weiblich

Alter
Mittleres Alter
Altersverteilung

Medianes Gesamtliberleben

Medianes Krankheitsfreies Uberleben

Medianes Alter bei Diagnosestellung

Nikotinkonsum
Raucher
Nichtraucher
Keine Angaben
Alkoholkonsum
Regelmalig
Kein Konsum

Keine Angaben

121 (100%)
30 (25,4%)
118 (97,5%)

3 (2,5%)

94 (77,7%)
27 (22,3%)

69,05 Jahre
50-85 Jahre
3,2 Jahre
2,9 Jahre
62,1 Jahre

43 (35,5%)
76 (62,8%)

2 (1,7%)

50 (41,3%)
68 (56,2%)

1 (0,8%)
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pN-Klassifikation
pNO

pN1

pN2a

pN2b

pN2c

pN3

pN2 Gesamt
Fehlend

Gesamt

cM-Klassifikation
cMO

cM1

Fehlend

Gesamt

Histopathologisches Grading

Gl1/G2/
G3/G4
Fehlend
Gesamt

Tumorstadium
I

Il

1

IVa

IVb

IVc

Fehlend

Gesamt

19 (15,7%)
7 (5,8%)
3 (2,5%)
46 (38,0%)
42 (34,7%)
1 (0,8%)
91 (77,1%)
3 (2,5%)
121 (100%)

108 (89,3%)
12 (9,9%)

1 (0,8%)
121 (100%)

2 (1,7%) / 64 (52,9%) /
47 (38,8%) / 2 (1,7%)
6 (5,0%)

121 (100%)

2 (1,7%)
7 (5,8%)
7 (5,8%)
90 (74,4%)
4 (3,3%)
9 (7,4%)
2 (1,7%)
121 (100%)
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Entitat

PE-CA o.n.A.
Nichtverhornend
Verhornend
Adenosquamos
Undifferenziert
Lymphoepithelial
Carcinoma In Situ
Basaloid
Kleinzellig
Fehlend

Gesamt

Anatomische Lokalisation
Mundhohle

Oropharynx

Hypopharynx

Larynx

Nasopharynx
Mehretagentumor des Pharynx
Lymphknoten

Fehlend

Gesamt

HPV-Status
P16 positiv
P16 negativ
Fehlend

Gesamt

Tabelle 14: Charakterisierung des Patientenkollektives zum Zeitpunkt der Kollektiv-Erstellung

65 (53,7%)
15 (12,4%)
27 (22,3%)
5 (4,1%)
2 (1,7%)
2 (1,7%)
2 (1,7%)
2 (1,7%)
1 (0,8%)
0 (0,0%)
121 (100%)

11 (9,1%)
40 (33,1%)
29 (24,0%)
19 (15,7%)
6 (5,0%)
13 (10,7%)
2 (1,7%)

1 (0,8%)

121 (100%)

23 (19,0%)
69 (57%)

29 (24,0%)
121 (100%)
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4.2 Immunhistochemische Auswertung

Die vollstdndige immunhistochemische Auswertung der einzelnen Marker befindet sich im
Anhang in den Tabellen A-J. Tabelle 15 zeigt zunadchst die jeweilige Lokalisation der

Markerfarbung innerhalb der Zelle.

Marker Zellkern Cytoplasma Zellmembran
PAKT Positiv Positiv
HiF1a Positiv Positiv
Survivin Positiv
CD44 Positiv Positiv
ALDH1 Positiv Positiv
PD-1 Positiv
PD-L1 Positiv
P16 Positiv

Tabelle 15: Lokalisation der Markerdetektion

4.2.1 Immunhistochemische Abbildungen der einzelnen Marker

Im nachfolgenden Teil werden Beispiel-Bilder der immunhistochemischen Auswertung der
jeweiligen Marker dargestellt. Es werden zunachst zwei Bilder eines Markes mit positiver

Expression in 10x und 20x Vergré3erung gezeigt.

Abbildung 14: Immunhistochemische Darstellung von pAKT im Tumorgewebe a) positive Expression 10x
b) positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)




Abbildung 15: Immunhistochemische Darstellung von Survivin im Tumorgewebe a) positive Expression
10x b) positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)

Abbildung 16: Immunhistochemische Darstellung von Hiflia im Tumorgewebe a) positive Expression 10x
b) positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)

Abbildung 17: Immunhistochemische Darstellung von CD44 im Tumorgewebe a) positive Expression 10x
b) positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)

Abbildung 18: Immunhistochemische Darstellung von ALDH1 im Tumorgewebe a) positive Expression 10x
b) positive Expression 20x c¢) negative Expression 20x (von links nach rechts)

Abbildung 19: Immunhistochemische Darstellung von PD-1im Tumorgewebe a) positive Expression 10x b)
positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)
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Abbildung 20: Immunhistochemische Darstellung von PD-L1im Tumorgewebe a) positive Expression 10x
b) positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)

Abbildung 21: Immunhistochemische Darstellung von PD-1immun im Tumorgewebe a) positive Expression
10x b) positive Expression 20x c) negative Expression 10x (von links nach rechts)

Abbildung 22: Immunhistochemische Darstellung von PD-Llimmun im Tumorgewebe a) positive
Expression 10x b) positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)

Abbildung 23: Immunhistochemische Darstellung von p16 im Tumorgewebe a) positive Expression 10x b)
positive Expression 20x c) negative Expression 20x (von links nach rechts)
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4.3 Statistische Auswertung

43.1 Korrelationsanalyse

Im Zuge der statistischen Auswertung der Immunhistochemie wurde im ersten Schritt eine

Spearman-Korrelations-Analyse fur samtliche Marker durchgefuhrt (Ausnahme PD-1immun

und PD-L1Immun: hier erfolgte die Angabe lediglich in Prozent, es gibt noch keine validierten

Scores). Hierbei wurden die jeweiligen Expressionsraten bivariat miteinander verglichen.

Es zeigte sich im ersten Schritt lediglich eine signifikante Korrelation zwischen Hif1a und

Survivin, deren Korrelationskoeffizient mit 0,218 (p=0,038) aber umso deutlicher ausfiel.

Tabelle 16 veranschaulicht samtliche Kombinationen von Korrelationen. Kein statistisch

signifikanter Zusammenhang, jedoch ein Trend in der Korrelation I&sst sich zudem fir folgende

Markerkombinationen feststellen:
pAkt und CD44: Korrelationskoeffizient -0,183 (p=0,094)
Survivin und CD44: Korrelationskoeffizient 0,179 (p=0,090)

Korrelationen

Hifl
AKT- Survivin Alpha- CD44- ALDH1 PDL1 PD1S
Score -Score Score Score -Score Score core
Spearm AKT- Korrelations 1,000 ,128 ,090 -,183 ,079 -,055 111
an-Rho Score koeffizient
Sig. (2- ,238 412 ,094 486  ,636 ,335
seitig)
N 86 86 86 85 80 76 77
Survivin- Korrelations ,128 1,000 218" ,179 ,063 -,076 -.107
Score koeffizient
Sig. (2- ,238 ,038 ,090 627  ,499 334
seitig)
N 86 94 91 91 87 82 83
HifLAlph Korrelations ,090 218" 1,000 -,111 -068 -,097 -,133
a-Score koeffizient
Sig. (2- ,412 ,038 ,300 534 ,388 231
seitig)
N 86 91 92 90 85 82 83
CD44-  Korrelations -,183 179 -,111 1,000 , 101,030 ,058
Score koeffizient
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Sig. (2- ,094 ,090 ,300
seitig)
N 85 91 90

ALDH1- Korrelations ,079 ,053 -,068
Score koeffizient
Sig. (2- ,486 ,627 ,534
seitig)
N 80 87 85

PDL1Sc Korrelations -,055 -,076 -,097

ore koeffizient
Sig. (2- ,636 ,499 ,388
seitig)
N 76 82 82

PD1Scor Korrelations ,111 -,107 -,133

e koeffizient
Sig. (2- ,335 ,334 231
seitig)
N 77 83 83

93

,101

,354

86

,030

, 786

83

,058

,601

84

,354

86

1,000

88

,042

712

80

-,041

, 720

80

,786

83

,042

712

80

1,000

84

,042

711

81

,601

84

-,041

,720

80

,042

711

81

1,000

85

*. Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

Tabelle 16: Ergebnisse der Spearman-Korrelationsanalyse fur die einzelnen Marker

In weiterer Folge wurden klassische Risikofaktoren fir HNSCC (Alkohol, Nikotin, p16-Status)

mit dem Expressionsstatus der verschiedenen Marker im Tumorgewebe korreliert. Hierbei

konnte eine positive Korrelation zwischen der pl6-Expression und der Hifla- Expression

gefunden werden (Korrelationskoeffizient: 0,260, p=0,014). Beziiglich des Alkoholkonsums

sowie dem Rauchverhalten der Patienten konnte keine signifikante Korrelation zu den Markern

gefunden werden. Jedoch zeigt sich, dass die p16-Expression negativ mit dem Alkoholkonsum

korreliert (Korrelationskoeffizient: -0,265, p=0,011). Das bedeutet, dass Patienten mit positiver

pl16-Expression (Surrogatparameter fiir HPV-Infektion), vermehrt Nicht-Trinker sind. Tabelle

17 veranschaulicht die gefundenen Ergebnisse nochmals.

P16 Alkohol Nikotin

Spearman-Rho AKT-Score Korrelationskoeffizient ,106 -,057 -,026
Sig. (2-seitig) ,342 ,603 ,815

N 83 85 85

Survivin-Score  Korrelationskoeffizient , 164 ,044 , 160

Sig. (2-seitig) ,123 677 ,126
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N 90 93 93

HiflAlpha-Score Korrelationskoeffizient ,260" -,016 , 157
Sig. (2-seitig) ,014 ,880 ,137
N 89 91 91
CD44-Score Korrelationskoeffizient -,008 ,077 ,048
Sig. (2-seitig) ,940 ,466 ,652
N 90 92 92
ALDH1-Score Korrelationskoeffizient ,091 -,155 -,028
Sig. (2-seitig) ,401 ,151 , 799
N 87 87 87
PDL1Score Korrelationskoeffizient , 132 -,003 ,012
Sig. (2-seitig) ,233 977 ,916
N 83 83 83
PD1Score Korrelationskoeffizient ,030 -,086 ,147
Sig. (2-seitig) ,790 ,439 ,182
N 84 84 84
P16 Korrelationskoeffizient 1,000 -,265" -,035
Sig. (2-seitig) . ,011 (44
N 92 91 91

*. Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)

Tabelle 17: Spearman-Korrelation zwischen Alkoholkonsum / Rauchverhalten / p16-Expression und allen
untersuchten Markern

4.3.2 Vier-Felder-Tafeln

Fur die Zusammenhdnge der weiteren Kklinischen Daten mit den jeweiligen
Markerexpressionen im Tumorgewebe wurden in einem zweiten Schritt Vier-Felder-Tafeln
mittels Chi-Quadrat-Test erstellt. Der mittlere Tumornachsorgezeitraum fir die Erhebung der
Daten betrug 3,2 Jahre bei einem Gesamtbeobachtungszeitraum von 10 Jahren. Als klinische
Daten wurde die TNM-Klassifikation, histopathologisches Grading (G), das UICC-
Tumorstadium sowie das Auftreten eines Tumorrezidives gewahlt. Um die beiden
Datenformen miteinander mittels Tests vergleichen zu konnen, wurden die Expressions-
Stadien der Marker in zwei Kategorien unterteilt: ,positiv" und ,negativ®. Als positiv wurden
jegliche Expressionen >= 2 gewahlt (wie oben beschrieben Cut-Off bei 2). Als Aushnahmen
sind hier PD-1 und PD-L1 zu nennen, bei denen der Cut-off bei 1 gewahlt wurde. Bei den
Markern PD-1 und PD-L1 wurde neben der Expression im Tumorgewebe auch die Expression

in den Immunzellen bestimmt. Diese wird in Prozent (%) angegeben. Eine Positivitdt wurde
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hier bei einer Expression der Immunzellen ab 1% festgelegt und ebenfalls in einen
Expressionsscore mit 0 und 1 eingeordnet.

Insgesamt konnten nur wenige signifikante Zusammenhange zwischen TNM-Klassifikation
und Markerexpression hergestellt werden. Allerdings zeigte etwa das histopathologische
Grading eine Signifikanz in Kombination mit dem p16-Status. So hatten jene Patienten mit
einem negativem pl6-Stadium ein signifikant niedrigeres histopathologisches Grading und
waren somit gut bis mittelmafig differenziert. Ebenso lie3 das Tumorstadium eine Expression
invers mit pAKT in Verbindung bringen. So zeigten jene Patienten mit fehlender pAKT-
Expression eine signifikante Korrelation zu hdheren Tumorstadien nach UICC (Il / IV). Des
Weiteren zeigte sich ein Trend flr die Kombination von Hif1a und dem Metastasierungsgrad
(M-Stadium). Es lasst sich riickschliel3en, dass jene Patienten ohne Fernmetastasen eine
positive Hifla-Expression vorweisen. Fiur keinen der untersuchten Marker konnte eine
Korrelation fur das Vorliegen von Rezidiven gefunden werden. Die statistisch signifikanten

Ergebnisse sowie Trends sind nachfolgend in den Tabellen 18, 19 und 20 Ubersichtlich

dargestellt.
Kreuztabelle
P16

0 1 Gesamt
G Cutoff G1/G2 Anzahl 44 7 51
Erwartete Anzahl 38,3 12,8 51,0
% innerhalb von 63,8% 30,4% 55,4%

P16
% der Gesamtzahl 47,8% 7,6% 55,4%
G3/G4 Anzahl 25 16 41
Erwartete Anzahl 30,8 10,3 41,0
% innerhalb von 36,2% 69,6% 44,6%

P16
% der Gesamtzahl 27,2% 17,4% 44.6%
Gesamt Anzahl 69 23 92
Erwartete Anzahl 69,0 23,0 92,0
% innerhalb von 100,0% 100,0% 100,0%

P16

% der Gesamtzahl 75,0% 25,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotisch Exakte Exakte
e Signifikanz  Signifikanz Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
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Chi-Quadrat
Pearson

nach

Kontinuitatskorrektur®
Likelihood-Quotient
Exakter Test nach
Fisher
Zusammenhang linear-
mit-linear
Anzahl
Falle

der gultigen

7,758% 1

6,468

7,829

7,674 1
92

,005

,011
,005

,007

,006

,005

a. 0 Zellen haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist

10,25.

b. Wird nur fir eine 2x2-

Tabelle berechnet

Tabelle 18: Kreuztabelle und Chi-Quadrat-Test fr die Kombination G und Hifla

Kreuztabelle

AKTCutOff
0 1 Gesamt
Stage SI/ Sl Anzahl 4 5 9
CutOff Erwartete Anzahl 6,8 2,2 9,0
% innerhalb von 6,2% 23,8% 10,5%
AKTCutOff
% der Gesamtzahl 4,7% 5,8% 10,5%
SllI / SIV Anzahl 61 16 77
Erwartete Anzahl 58,2 18,8 77,0
% innerhalb von 93,8% 76,2% 89,5%
AKTCutOff
% der Gesamtzahl 70,9% 18,6% 89,5%
Gesamt Anzahl 65 21 86
Erwartete Anzahl 65,0 21,0 86,0
% innerhalb von 100,0% 100,0% 100,0%
AKTCutOff
% der Gesamtzahl 75,6% 24,4% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotisch Exakte Exakte
e Signifikanz =~ Signifikanz Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach 5,2802 1 ,022
Pearson
Kontinuitatskorrektur® 3,564 ,059
Likelihood-Quotient 4,546 ,033
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Exakter Test
Fisher

nach

Zusammenhang linear- 5,219
mit-linear

Anzahl der gultigen 86
Falle

,022

,036

,036

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete

Haufigkeit ist 2,20.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

Tabelle 19: Kreuztabelle und Chi-Quadrat-Test fur die Kombination Stage und pAkt

Kreuztabelle

HifCutoff
0 1 Gesamt
CM cutoff MO Anzahl 27 52 79
Erwartete Anzahl 29,8 49,2 79,0
% innerhalb von 79,4% 92,9% 87,8%
HifCutoff
% der Gesamtzahl 30,0% 57,8% 87,8%
M1 Anzahl 7 4 11
Erwartete Anzahl 42 6,8 11,0
% innerhalb von 20,6% 7,1% 12,2%
HifCutoff
% der Gesamtzahl 7,8% 4,4% 12,2%
Gesamt Anzahl 34 56 90
Erwartete Anzahl 34,0 56,0 90,0
% innerhalb von 100,0% 100,0% 100,0%
HifCutoff
% der Gesamtzahl 37,8% 62,2% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotisch Exakte Exakte
e Signifikanz = Signifikanz Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach 3,5652 1 ,059
Pearson
Kontinuitatskorrektur® 2,422 ,120
Likelihood-Quotient 3,445 ,063
Exakter Test nach ,094 ,062

Fisher
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Zusammenhang linear- 3,525 1 ,060

mit-linear

Anzahl der glltigen 90

Falle

a. 1 Zellen (25,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist 4,16.

b. Wird nur fur eine 2x2-Tabelle berechnet

Tabelle 20: Kreuztabelle und Chi-Quadrat-Test fir die Kombination cM und Hif1a (nicht signifikant)

Da Patienten mit positivem HPV-Status als eigene Entitdten innerhalb der HNSCCs gelten,
wurde das Patientenkollektiv in einem weiteren Schritt in p16-positive (p16+) und p16-negative
(p16-) Gruppen unterteilt und die Berechnungen nochmals durchgefiihrt. Auch dies fuhrte zu
keinen nennenswerten Korrelationen innerhalb beider Subgruppen. Lediglich bei den pl16-
positiven HNSCCs lasst sich ein Trend im Zusammenhang von hohem histopathologischen
Grading G und hoher ALDH1-Expression (p=0,062), sowie hohem Tumorstadium (Stage) und

niedriger pAkt-Expression (p=0,071) vermuten. Tabelle 21 und 22 stellen diese Ergebnisse

dar.
Kreuztabelle
ALDHCutoff
0 1 Gesamt
G Cutoff 0 Anzahl 5 2 7
Erwartete Anzahl 2,8 4.2 7,0
% innerhalb von 62,5% 16,7% 35,0%
ALDHCutoff
% der Gesamtzahl 25,0% 10,0% 35,0%
1 Anzahl 3 10 13
Erwartete Anzahl 5,2 7,8 13,0
% innerhalb von 37,5% 83,3% 65,0%
ALDHCutoff
% der Gesamtzahl 15,0% 50,0% 65,0%
Gesamt Anzahl 8 12 20
Erwartete Anzahl 8,0 12,0 20,0
% innerhalb von 100,0% 100,0% 100,0%
ALDHCutoff
% der Gesamtzahl 40,0% 60,0% 100,0%
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Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz ~ Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach 4,4322 1 ,035
Pearson
Kontinuitatskorrektur® 2,647 ,104
Likelihood-Quotient 4,499 ,034
Exakter Test nach ,062 ,052
Fisher
Zusammenhang linear- 4,211 1 ,040
mit-linear
Anzahl der glltigen 20

Falle

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete

Haufigkeit ist 2,80.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

Tabelle 21: Kreuztabelle und Chi-Quadrat-Test fiir die Kombination G und ALDH1 bei p16-positiven HNSCC

(nicht signifikant)

Kreuztabelle

AKTCutOff
0 1 Gesamt
Stage 0 Anzahl 0 2 2
CutOff Erwartete Anzahl 1,4 ,6 2,0
% innerhalb von 0,0% 33,3% 9,5%
AKTCutOff
% der Gesamtzahl 0,0% 9,5% 9,5%
1 Anzahl 15 4 19
Erwartete Anzahl 13,6 5,4 19,0
% innerhalb von 100,0% 66,7% 90,5%
AKTCutOff
% der Gesamtzahl 71,4% 19,0% 90,5%
Gesamt Anzahl 15 6 21
Erwartete Anzahl 15,0 6,0 21,0
% innerhalb von 100,0% 100,0% 100,0%
AKTCutOff
% der Gesamtzahl 71,4% 28,6% 100,0%
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Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz ~ Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach 5,5262 1 ,019
Pearson
Kontinuitatskorrektur® 2,335 1 127
Likelihood-Quotient 5,571 1 ,018
Exakter Test nach ,071 ,071
Fisher
Zusammenhang linear- 5,263 1 ,022
mit-linear
Anzahl der gultigen 21
Falle

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist 0,57.
b. Wird nur fur eine 2x2-Tabelle berechnet

Tabelle 22: Kreuztabelle und Chi-Quadrat-Test fur die Kombination Stage und pAkt bei pl6-positiven
HNSCC (nicht signifikant)

4.3.3 Uberlebenskurven — Kaplan-Meier-Analysen

4.3.3.1 Gesamtiberleben

Ebenso wurden fir die einzelnen Marker Kaplan-Meier-Analysen sowie Log-Rank-Tests
durchgefluihrt, um sie hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft auf das Gesamtiiberleben
(Overall Survival, OS) zu prifen. Wiederum wurde fur samtliche Marker ein Cut-off-Wert von
2 gesetzt (Ausnahme: PD-1 und PD-L1: hier wurde der Cut-off-Wert bei 1 gewéhlt). Auch hier
wurde der Expressionsstatus wiederum nur im Tumorgewebe (Ausnahme PD-1 und PD-L1:
separate Score-Auswertung fiir Expression der Immunzellen im Tumorgewebe) erhoben.

In den nachfolgenden Auswertungen konnte sich pl6 als Prognosemarker beweisen. Fir
Patienten mit positiver pl6-Expression konnte ein statistisch signifikantes langeres
Gesamtuberleben berechnet werden im Vergleich zu jenen Patienten, bei denen keine
Expression festgestellt wurde.

Zudem konnten fur PD-L1 sowie PD-1-Expressionen im Tumorgewebe Trends fir das
Gesamtuberleben gefunden werden. Erhohte PD-L1-Expression scheint mit einem
verlangertem Gesamtiberleben zu korrelieren, wahrend erhéhte PD-1-Expression zu einem

verkirzten Gesamtiberleben fihren kdnnte. Fur PD-1 gilt es hier allerdings die geringe
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Fallzahl mit positiver Expression zu beachten. Tabelle 23 fasst die Ergebnisse des Log-Rank-

Tests zusammen.

Log-Rank Test

Marker

pAkt

Survivin
HiF1la

CD44
ALDH1
PD-L1

PD-1
PD-L1lImmun
PD-1lmmun
P16

p-Wert

0,221
0,474
0,668
0,167
0,294
0,083
0,091
0,213
0,244
0,014

Tabelle 23: p-Werte des Log-Rank Tests fiur Kaplan-Meier Analysen der einzelnen Marke fir

Gesamtiberleben
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Abbildung 24: Uberlebenskurve fiir p16 (p=0,014; n=80)
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Abbildung 26: Uberlebenskurve fur PD-1 (p=0,091; n=75; nicht signifikant)

Overall Survival

Wie bei den Vier-Felder-Tafeln wurde das Patientenkollektiv zur naheren Betrachtung in p16-

positiv und p16-negativ unterteilt und obenstehende Berechnungen hinsichtlich OS erneut
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durchgefuhrt. Leider konnten weder fiur pl6-positive noch fir pl6-negative HNSCCs

Signifikanzen bzw. Tendenzen gefunden werden.

Schliel3lich wurde der Fokus auf jene Marker gelegt, die in der Spearman-Korrelation einen
Zusammenhang zeigten oder zumindest einen Trend vermuten lie3en. Es wurden somit jene
Patienten herausgefiltert, die eine Uberexpression beider Marker aufwiesen, und erneut
hinsichtlich der Uberlebenszeit analysiert. Ferner wurden jene Patienten mit doppelter
Noxenbelastung, also jene mit positiver Alkohol- als auch Nikotinanamnese, untersucht. Die

nachfolgende Tabelle zeigt die beriicksichtigten Markerkombinationen:

Marker p-Wert
HiFla + Survivin 0,488
CD44 + Survivin 0,749
CD44 + pAkt 0,543
P16 + HiFla 0,006
Alkohol + Nikotin 0,700

Tabelle 24: p-Werte des Log-Rank Tests fur Kaplan-Meier-Analysen der einzelnen Marker fur OS

In dieser kombinierten Analyse konnten sich die zuvor gefundenen Korrelationen gréf3tenteils
nicht mehr durchsetzen. Hifla und Survivin, welche als einzige eine signifikante Korrelation im
Spearman-Test zeigten, lielBen in Kombination ebenso wenig eine Aussage auf das OS zu,
wie die Kombination von CD44 mit Survivin bzw. pAkt. Auffallig war die Korrelation bei den
pl6-positiven Patienten mit gleichzeitig erhdhter Hifla-Expression. Diese zeigten ein
signifikant verlangertes OS (p=0,006).

Eine kombinierte Alkohol- und Nikotinanamnese zeigten wie schon zuvor in der einzelnen

Betrachtung keinerlei Zusammenhang zum OS.
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Abbildung 27: Uberlebenskurve fiir p16-positive HNSCCs und HiF1a (p = 0,006; n = 83)

4.3.3.2 Krankheitsfreies Uberleben

Die Marker wurden ebenfalls mittels Kaplan-Meier-Analysen sowie Log-Rank-Tests
hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft auf das krankheitsfreie Uberleben (Disease
Free Survival, DFS) geprift. Wiederum wurde fiir sdmtliche Marker ein Cut-off-Wert von 2
gesetzt (Ausnahme: PD-1 und PD-L1: hier wurde der Cut-off bei 1 gewahlt). Auch hier wurde
der Expressionsstatus wiederum nur im Tumorgewebe erhoben (Ausnahme PD-1 und PD-L1-
Immunzellen-Expression im Tumorgewebe). Tabelle 25 fasst die Ergebnisse des Log-Rank-
Tests zusammen.

Hier konnten keine statistischen Signifikanzen errechnet werden. Gerade nicht statistisch
signifikant, jedoch mit eindeutiger Tendenz waren die Expression von PD-L1 und PD-1 in den
Immunzellen der untersuchten Tumorgewebe (p=0,095 bzw. p=0,080). Patienten mit hoher
PD-L1-, bzw. PD-1-Expression in den Immunzellen zeigten einen Trend hin zu verlangertem
DFS.
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Log-Rank Test

Marker

pAkt

Survivin
HiFla

CD44
ALDH1
PD-L1

PD-1
PD-L1Immun
PD-1lmmun
P16

p-Wert

0,116
0,767
0,419
0,320
0,607
0,181
0,324
0,095
0,080
0,455

Tabelle 25: p-Werte des Log-Rank Tests fur Kaplan-Meier-Analysen der einzelnen Marker fur DFS
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Abbildung 28: DFS-Uberlebenskurve fir Marker PD-L1Immun (p=0,095; n=69; nicht signifikant)
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 29: DFS-Uberlebenskurve fiir PD-1immun (p=0,080; n=71; nicht signifikant)

Wie bereits fiir das OS zuvor, wurde das Patientenkollektiv zur ndheren Betrachtung in p16-
positiv und p16-negativ unterteilt und obenstehende Berechnungen erneut durchgefiihrt. Unter
den pl6-negativen HNSCCs konnte sich erneut ein Trend fir PD-L1lmmun (p=0,083) als
Prognosemarker fur DFS finden. Jene Patienten mit hoher PD-L1Immun-Expression scheinen
ein verlangertes DFS aufzuweisen.

Unter den p16-positiven HNSCCs konnte sich kein Marker signifikant durchsetzen.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 30: DFS-Uberlebenskurve fiir PD-L1lmmun bei p16-negativen HNSCCs (p=0,083; n=50; nicht
signifikant)

AbschlieBend wurden auch fir das DFS jene Marker in Kombination betrachtet, die im
Spearman-Test eine Korrelation aufwiesen. Hinsichtlich des DFS konnte hier fir keine der
Markerkombinationen eine signifikante Korrelation gefunden werden. Tabelle 26 zeigt die

gefundenen p-Werte im log-Rank-Test.

Marker p-Wert
HiFla + Survivin 0,444
CD44 + Survivin 0,595
CD44 + pAkt 0,270
P16 + HiFla 0,164
Alkohol + Nikotin 0,229

Tabelle 26: p-Werte des Log-Rank Tests fur Kaplan-Meier-Analysen der Marker-Kombinationen fiur DFS
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434 Cox-Regressions-Model

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analysen wurden zur weiteren Beurteilung
multivariate Analysen in Form von Cox-Regressions-Modellen durchgefiihrt. Ahnlich wie bei
den Kaplan-Meier-Analysen war hier die Fragestellung interessant, inwieweit
Markerkombinationen im Gegensatz zu Einzelmarkern bessere Aussagen beziglich
Prognosepotential (OS, DFS) zulieBen. Diese Forschungsfrage ist aufgrund der sehr
heterogenen Prozesse bei HNSCCs enorm wichtig.

In die jeweiligen Modelle wurden nur jene Marker aufgenommen, die in den Kaplan-Meier-
Analysen Signifikanzen (Nicht-Uberschneiden der Kurven) fiir OS und DFS oder zumindest
Trends (p<0,1) hinsichtlich positiver und negativer Expression zeigten und die
Voraussetzungen der MindestgruppengrofRe von 10 Personen pro Gruppe sowie
proportionaler Hazards erflllten.

Der Marker pl6 zeigte diesem Modell zur Folge einen signifikanten Effekt auf das OS.
Patienten mit positiver pl6 Expression zeigten statistisch signifikant ein bis zu 64,7%
verringertes Sterblichkeitsrisiko (verlangertes OS) (HR = 0,353; p =0,005; CI: 0,170 bis 0,733).
Gerade nicht signifikant zeigten sich PD-1 (HR = 3,116; p =0,064; CI: 0,937 bis 10,364) und
PD-L1 (HR = 0,576; p =0,060; CI: 0,324 bis 1,023). Positive Expressionen von PD-1 kdnnten
darauf hindeuten, dass sie mit bis zu 3-fach erhdhtes Sterberisiko (verklirztem OS) assoziiert
sind. Positive PD-L1-Expression kénnte zudem mit einem bis zu 36% verringerten Sterberisiko
(verlangertem OS) einhergehen.

In Bezug auf das DFS konnten sich keiner der Marker, welche sich in den Kaplan Meier
Analysen noch mit einem Trend zeigten, durchsetzen. Allerdings ist in diesem Fall
anzumerken, dass diese Berechnung aufgrund der sehr geringen Fallzahl von lediglich 16
Fallen und funf Ereignissen streng genommen die Voraussetzungen fur die Durchfiihrung
einer Cox-Regression nicht erfuillt.

Fir samtliche weitere Marker bzw. Markerkombinationen ergaben sich keine weiteren
Hinweise bezlglich eines positiven Prognosepotentiales im Hinblick auf das Gesamtiiberleben

und krankheitsfreies Uberleben.

Auswertung der Fallverarbeitung

N Prozent
Fir Analyse verfugbare Falle  Ereignis? 53 43,8%
Zensiert 19 15,7%
Insgesamt 72 59,5%
Nicht verwendete Falle Falle mit fehlenden Werten 49 40,5%
Félle mit negativer Zeit 0 0,0%
Zensierte Falle vor dem 0 0,0%

frihesten Ereignis in einer
Schicht
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Insgesamt 49 40,5%
Insgesamt 121 100,0%

a. Abhangige Variable: Overall Survival

Omnibus-
Tests der
Modellkoeffiz
ienten
-2 Log-Likelihood
389,566
Omnibus-Tests der Modellkoeffizienten?
Anderung aus Anderung aus
Gesamt (Wert) vorangegangenem Schritt vorangegangenem Block
-2 Log- Chi- Signifik Chi- Signifika Chi-
Likelihood Quadrat df anz Quadrat df nz Quadrat df  Signifikanz
375,387 13,791 3 ,003 14,179 3 ,003 14,179 3 ,003

a. Beginnen mit Block-Nr. 1. Methode = Einschluf

Variablen in der Gleichung
95,0% Konfidenzinterv. fiir

Signifikan Exp(B)
B SE Wald df z Exp(B) Untere Obere
PD-1- 1,137 ,613 3,435 1 ,064 3,116 ,937 10,364
CutOff
PD-L1 -,552 ,294 3,540 1 ,060 ,576 ,324 1,023
CutOff
P16 -1,042 373 7,806 1 ,005 ,353 ,170 , 733

Korrelationsmatrix der
Regressionskoeffizienten
PD-1-CutOff =~ PD-L1 CutOff

PD-L1 CutOff -,012
P16 -,145 ,067
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Kovariaten-

Mittelwerte
Mittelwert
PD-1-CutOff ,042
PD-L1 CutOff ,708
P16 264

Tabelle 27: Cox-Regressionsmodell fiir Overall Survival

Auswertung der Fallverarbeitung

N Prozent

Fir Analyse verfugbare Falle  Ereignis? 24 19,8%

Zensiert 41 33,9%

Insgesamt 65 53,7%
Nicht verwendete Falle Falle mit fehlenden Werten 54 44,6%

Falle mit negativer Zeit 0 0,0%

Zensierte Félle vor dem 2 1,7%

frihesten Ereignis in einer

Schicht

Insgesamt 56 46,3%
Insgesamt 121 100,0%

a. Abhangige Variable: Disease Free Survival

Omnibus-
Tests der
Modellkoeffiz
ienten
-2 Log-Likelihood
173,685
Omnibus-Tests der Modellkoeffizienten?
Anderung aus Anderung aus
Gesamt (Wert) vorangegangenem Schritt vorangegangenem Block
-2 Log- Chi- Signifika Chi- Signifika Chi- Signifika
Likelihood Quadrat df nz Quadrat df nz Quadrat df nz
169,851 3,976 2 ,137 3,833 2 , 147 3,833 2 ,147

a. Beginnen mit Block-Nr. 1. Methode = Einschluf
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Variablen in der Gleichung

B SE Wald df Signifikanz Exp(B)
PD-1ImmunCutoff -,607 ,510 1,419 1 ,233 ,545
PD-L1ImmunCutOff -,615 ,438 1,968 1 ,161 ,541

Kovariaten-Mittelwerte

Mittelwert
PD-1ImmunCutoff ,338
PD-L1ImmunCutOff , 738

Tabelle 28: Cox-Regression fiir Disease Free Survival

4.3.5 Untersuchung der Feldrand-Rezidive

4.35.1 Vier-Felder-Tafeln fur Strahlendaten

Ein weiterer wichtiger Teil der vorliegenden Arbeit bezieht sich auf die Untersuchung der
Feldrandrezidive, um so indirekte Hinweise auf ein mogliches Migrationsverhalten des Tumors
unter adjuvanter Radiochemotherapie zu erhalten. Dabei wurde die im Kapitel 3.2.4
beschriebene Methode verwendet. Es sollte untersucht werden, ob es bestimmte
Markerexpressionen gab, bei denen die Rezidive vermehrt innerhalb oder aufRerhalb des
geplanten Bestrahlungsbereiches (PTV), bzw. des geplanten Hochdosisbereiches (Boost) des
jeweiligen Ursprungstumors lagen. Hierzu wurden ebenfalls wieder Vier-Felder-Tafeln
berechnet. Als Cut-Off wurde fur die Marker wiederum 2 gewéhlt (Ausnahme PD-1 und
PD-L1: 1). Als Cut-Off fir PTV und Boost wurden 95% gewadhlt. Alle Volumenanteile der
Rezidive am Volumen des Ursprungstumors, die tiber 95% lagen, galten als ,im PTV* bzw. ,im
Boost” (in den Tabellen mit ,1 bezeichnet), alle Volumenanteile der Rezidive, die gleich oder
unter 95% betrugen, wurden als ,auerhalb PTV* bzw. ,auflerhalb Boost* gewertet (in den
Tabellen mit ,0“ bezeichnet). Da einerseits die Immunhistochemie einiger Rezidiv-Patienten
nicht zur Verfigung stand (teilweise zu wenig restliches Tumormaterial auf den histologischen
Blocken), und es sich bei den Rezidiv-Patienten andererseits um eine sehr kleine Gruppe von
n=30 handelte, konnten zur Berechnung eine maximale Anzahl von n=17 Patienten
herangezogen werden.

Aufgrund der geringen Fallzahl an Patienten mit Rezidiven konnten im Rahmen der Statistik
keine signifikanten Korrelationen der Marker mit dem Verhalten des Tumors wahrend der
Strahlentherapie berechnet werden. Ungeachtet dessen lassen sich auch bei der geringen
Fallzahl einige Trends anhand der Vier-Felder-Tafeln fur pAkt, CD44, PD-L1, PD-L1Immunzell
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und p16 fur die Entstehung von Rezidiven im Bestrahlungsbereich ableiten. Dennoch bleibt an
dieser Stelle anzumerken, dass Feldrandrezidive lediglich einen Hinweis flr
strahlenassoziierte Migration darstellen kénnen. Die exakte Kausalitat muss definitiv in
geeigneteren Studiendesigns geklart werden (siehe dazu 5.3.6 Probleme). Die Ergebnisse
sind in den nachstehenden Tabellen rein deskriptiv dargestellt.
1. Niedrige pAkt-Expression scheint mit geringerem Migrationsverhalten des Tumors und
in weiterer Konsequenz mit verringerter Rezidivneigung assoziiert zu sein.
2. Hohe Survivin-Expression scheint mit geringerem Migrationsverhalten des Tumors
assoziiert zu sein.
3. Hohe PD-L1-Expression scheint mit geringerem Migrationsverhalten des Tumors
assoziiert zu sein.
4. Niedrige PD-L1Immunzell-Expression scheint mit geringerem Migrationsverhalten des
Tumors assoziiert zu sein.
5. P16 negative (p16-) Tumore scheinen mit geringerem Migrationsverhalten des Tumors

assoziiert zu sein.
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Kreuztabelle

Anzahl
AKT Cut-off
0 1 Gesamt
95% 0 3 1 4
Bestrahlungsbereich 1 11 0 11
(0/2)
Gesamt 14 1 15

Tabelle 29: pAkt und Migrationsverhalten des Tumors unter Strahlentherapie

Kreuztabelle

Anzahl
Survivin Cut-off
0 1 Gesamt
Im Bestrahlungsbereich 0 5 0 5
nein/ja 1 7 6 13
Gesamt 12 6 18

Tabelle 30: Survivin und Migrationsverhalten des Tumors unter Strahlentherapie

Kreuztabelle

Anzahl
PD-L1 Cut-off
0 1 Gesamt
95% 0 1 4 5
Bestrahlungsbereich 1 5 8 13
(0/2)
Gesamt 6 12 18

Tabelle 31: PD-L1 und Migrationsverhalten des Tumors unter Strahlentherapie

Kreuztabelle

Anzahl
PD-1immun Cut-off
0 1 Gesamt
95% 0 3 2 5
Bestrahlungsbereich 1 13 0 13
(0/1)
Gesamt 16 2 18
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Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz Signifikanz
Wert df (zweiseitig) (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach 5,850? 1 ,016
Pearson
Kontinuitatskorrektur® 2,501 1 114
Likelihood-Quotient 5,828 1 ,016
Exakter Test nach ,065 ,065
Fisher
Zusammenhang linear- 5,525 1 ,019
mit-linear
Anzahl der glltigen 18
Falle

a. 3 Zellen (75,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist ,56.
b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

Tabelle 32: PD-L1 Immun-Expression und Migrationsverhalten des Tumors unter Strahlentherapie (p=0,065;
Exakter Test nach Fisher)

Kreuztabelle

Anzahl
P16
0 1 Gesamt
95% 0 3 1 4
Bestrahlungsbereich 1 10 3 13
(0/1)
Gesamt 13 4 17

Tabelle 33: p16 und Migrationsverhalten des Tumors unter Strahlentherapie

Keiner der immunhistochemischen Marker zeigte innerhalb des Hochdosis-Bereich (Boost)
anhand der Vier-Felder-Tafeln eine Signifikanz oder einen Trend hinsichtlich einer bestimmten

Markerexpression.

4.3.5.2 Vier-Felder-Tafeln fur Vergleich Primarius versus Rezidiv

Es wurde auch die immunhistochemische Expression des Primartumors mit jener des Rezidiv-
Tumors verglichen. Fur samtliche Marker wurden hier wieder Cut-off-Werte bei 2 gewahlt
(Ausnahme: PD-1 und PD-L1: 1). Damit sollte geprift werden, ob die Strahlentherapie
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signifikante Auswirkungen auf die Marker-Expression im Gewebe habe. Die geringen
Fallzahlen lie3en nur wenige signifikante Berechnungen zu.

Im ersten Schritt wurden die Markerexpressionen mit dem Auftreten eines Rezidivs korreliert.
Dabei zeigte sich, dass eine hohe PD-1Immunzell-Expression signifikant mit der Anzahl der
Rezidive korrelierte. Bei jenen Patienten mit hoher PD-1immunzell-Expression zeigten sich

signifikant weniger Rezidive.

Kreuztabelle

Anzahl
PD-1Immun Cutoff
0 1 Gesamt
Rezidiv ja/nein 0 32 24 56
1 24 6 30
Gesamt 56 30 86
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz Signifikanz (2- Signifikanz (1-
Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 4,4932 1 ,034
Kontinuitatskorrektur? 3,543 1 ,060
Likelihood-Quotient 4,727 1 ,030
Exakter Test nach Fisher ,056 ,028
Zusammenhang linear-mit- 4,441 1 ,035
linear
Anzahl der giiltigen Falle 86

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 10,47.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Tabelle 34: Kreuztabelle und Chi-Quadrat-Test fiir die Kombination PD-limmun-Expression und Rezidiv (p
=0,034)

In weiterer Folge wurden jene 17 Rezidivpatienten nadher analysiert, von denen
immunhistochemische Farbungen angefertigt werden konnten. Fur diese wurde anschlie3end
die Markerexpression im Primartumor mit der Markerexpression im Rezidivtumor korreliert.
Dabei fand sich auch unter Betrachtung der exakten Tests nach Fisher fir 2-seitige Signifikanz

bei kleinen Fallzahlen keine statistische Signifikanz.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das in der Arbeit untersuchte Kollektiv bestand aus 121 Patienten mit einem mittleren Alter
von 69 Jahren. Von den Patienten erkrankten innerhalb unseres Beobachtungszeitraumes 30
Patienten an einem Rezidiv. Zudem zeigten 23 Patienten positive p1l6-Expressionen.

In den Spearman-Korrelations-Analysen konnte ein Zusammenhang fir Hifla mit Survivin
bzw. p16, fur pAkt mit CD44 sowie fur Survivin mit CD44 gefunden werden. Negative p16-
Expression korrelierte zudem mit Nichtraucher-Verhalten.

In den Vier-Felder-Tafeln fanden sich Korrelationen fiir p16 mit niedrigem histopathologischen
Grading, fur fehlende pAkt-Expression mit héheren Tumorstadien, sowie fiir HiF Lla-Expression
und fehlenden Fernmetastasen.

In den Kaplan-Meier-Analysen konnte fur das Gesamtuberleben eine Signifikanz fur p16 sowie
Trends fur PD-L1 und PD-1 gefunden werden. Firr das krankheitsfreie Uberleben konnten
lediglich Trends fiur PD-L1Immunzell-, und PD-1llmmunzell-Expressionen gefunden werden.
Fur die Subgruppe der pl6-negativen HNSCCs liel3 sich dieser Trend flr eine positive
PD-L1Immunzell-Expression erneut finden.

Im anschlieBenden Cox-Regressions-Modell konnte sich p16 signifikant hinsichtlich des
Gesamtiberlebens durchsetzen. Gerade nicht mehr signifikant zeigten sich PD-1 und PD-L1.
Fur das krankheitsfreie Uberleben fand sich in diesem Modell fiir keinen der von uns
untersuchten Marker eine Signifikanz.

AbschlieRend  wurden  Vier-Felder-Tafeln  fir die  Strahlendaten und den
immunhistochemischen Markern berechnet und daraus abgeleitet eine deskriptive Statistik
erstellt. Trotz der der geringen Fallzahlen innerhalb der Patienten mit Rezidiv, lie3en sich
einige Trends fur pAkt, CD44, PD-L1, PD-L1limmunzell-Expression und pl6 als mdglichen
Hinweis flr das Migrationsverhalten im Bestrahlungsbereich und das Auftreten von
Feldrandrezidiven erkennen. Auch die Expression von PD-1Immunzell zeigte eine Signifikanz

zu geringerer Rezidiv-Neigung.
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5 Diskussion

5.1 Problemstellung

Das HNSCC ist zurzeit die sechsthaufigste Tumorentitat weltweit (Bose, Brockton et al. 2013).
Hinsichtlich der Lokalisation wird es in vier Untergruppen (Pharynx, Larynx, Mundhéhle und
Lippe) unterteilt. Eine der Hauptproblematiken der HNSCCs stellt die oft sehr spate
Diagnosestellung dar. So werden HNSCCs oftmals zu einem Zeitpunkt diagnostiziert, bei dem
bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium vorliegt. Trotz verbesserter
Behandlungsmdglichkeiten stagniert die mittlere 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit
einem HNSCC, abhangig von Lokalisation und Tumorstadium bei ca. 50% (Bose, Brockton et
al. 2013). Bei einer hohen Rezidivrate von nahezu 50% und einer Heilungsrate von ebenso
lediglich knapp 50%, besteht ein grof3es Interesse an der Identifikation jener Patienten mit
besonders hohem Rezidiv-Risiko. Dartber hinaus waren Pradiktoren fir ein
Therapieansprechen sowie neuen individualisierten Therapieoptionen fir dieses
Krankheitsbild wiinschenswert. Die Forschungsarbeiten der letzten Jahre zeigen ein sehr
heterogenes Bild der verschiedenen HNSCC-Subtypen. Fir eine zielgerichtete Therapie der
Tumore des Pharynx, Larynx, der Mundhohle und der Lippe wird seit einiger Zeit versucht,
anhand verschiedener Kriterien wie Alter, Geschlecht, Noxenexposition oder Expression von
Biomarkern das individuelle Therapieansprechen vorherzusagen. Galten bis vor kurzem vor
allem die operative Sanierung sowie die kombinierte Radio-/Chemotherapie als zentrale
Therapiesdulen, wuchs in den letzten Jahren mit besserem Verstandnis der
molekularbiologischen Vorgange innerhalb der HNSCCs kontinuierlich auch das Interesse an
der sogenannten zielgerichteten Therapie (engl. Target-Therapy). Diese greift unter anderem
bestimmte Schlisselenzyme innerhalb des Zellzyklus an, welche fir die Entstehung und das
Uberleben des Tumors von Bedeutung sind. Seit 2011 ist so die Anwendung von
zielgerichteten Therapien von HNSCCs mittels EGFR-Inhibitoren (Cetuximab) zugelassen.
Um den individuellen Therapieerfolg in Zukunft besser abschatzen zu kdnnen, ist die Suche
nach immunmodulatorischen Prognose-Markern von grofRer Bedeutung. Zahlreiche Marker
wurden bereits hinsichtlich ihrer Rolle bei der Entstehung von HNSCCs diskutiert. Spatestens
seit der Keynote 024-Studie finden auch Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Pembrolizumab
beim rezidivierten oder metastasierten HNSCC ihren Einsatz (Seiwert, Burtness et al. 2014).
Obwohl im Bereich der HNSCCs verglichen mit anderen Tumorentitaten noch
Optimierungsbedarf in der molekularbiologischen Therapiestratifizierung besteht, scheinen
zielgerichtete Therapien vielversprechende Anséatze fir jene Tumorentitat darzustellen. Es
bedarf allerdings noch weiterer pradikativer Marker, die eine Therapieplanung erlauben und
Patientengruppen identifizieren, die von der beschriebenen Therapiemodalitat profitieren

kénnen. In unserer Arbeitsgruppe wurden in der Vergangenheit bereits einige
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Schlusselenzyme untersucht. So konnten etwa Pickhard et al. 2014 in einer
immunhistochemischen Studie anhand von 180 Patienten die Enzyme pAkt und Survivin als
mdgliche Prognosemarker identifizieren (Pickhard, Grober et al. 2014). Die beiden Enzyme
wurden auch in der vorliegenden Arbeit weiter untersucht und die Korrelation mit weiteren
maglichen Schlisselenzymen des Zellzyklus bzw. Signaltransduktion unternommen.
Zahlreiche Arbeiten beschaftigten sich zudem in den letzten Jahren mit dem Verhalten des
Tumors unter Strahlentherapie. So konnte beim Glioblastom eine strahleninduzierte Migration
der Krebszellen nachgewiesen werden, welche zu einer vermehrten Rezidivrate fuhrte (Wild-
Bode, Weller et al. 2001). Schuettler et al. konnten zudem 2015 fur HNSCCs nachweisen,
dass eine gezielte Blockade des EGFR-Signalweges (und folglich auch von pAkt) zu einer
verminderten Migrationstendenz des Tumors flihren kann (Schuettler, Piontek et al. 2015).
Die Arbeit untersucht nun basierend auf den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe erneut eine
statistische Korrelation von Zellzyklusregulatoren und Immunmarkern bei HNSCCs. Zudem
werden erstmalig die Markerexpressionen mit der im CT ermittelten Tumor-Lokalisation vor
und nach Radiatio bzw. bei Auftreten eines Rezidivs verglichen. Ziel ist es, hierdurch
Ruckschlisse zu ziehen, inwiefern gewisse Markerexpressionen zur Strahlenresistenz bzw.
Strahlensensitivitat beitragen koénnten. Unseres Wissens ist die gewahlte Methode mittels
Bestimmung der VolumengrofRe von Primartumor und Rezidiv aus CT-Bildern, Bestimmung
der Tumor- bzw. Rezidiv-Lokalisation im Vergleich zu den Hochdosis- und Boost-Bereichen
sowie anschlieRende Korrelation dieser Daten mit immunhistochemischer Markerexpression

die erste ihrer Art dieser GrofRenordnung.

5.2 Erwartungen an unsere Ergebnisse

1. Mittels eines grof3en Patientenkollektivs sollten fir HNSCCs relevante
Markerkorrelationen zwischen den einzelnen Markern untersucht werden, um so
mogliche Hinweise auf gehauftes Vorkommen von Co-Expressionen zu erhalten.

2. In weiterer Folge sollten die einzelnen Markerexpressionen auch mit klinischen Daten
sowie Uberlebensdaten korreliert werden. Ziel war es, bereits bekannte Korrelationen
zu reproduzieren und ggf. neue Korrelationen zu finden, welche eine Einordnung in
spezifische  Subgruppen mit eigenen Risikoprofilen und individuellen
Therapiemdglichkeiten bieten kénnten. Die Erstellung von Uberlebenskurven sollte
zusatzlich eine Aussage hinsichtlich Gesamtiberleben und krankheitsfreiem
Uberleben ermdglichen.

3. Die Daten sollten als Grundlage fur die weitere Untersuchung von
Markerkombinationen dienen, welche maoglicherweise verglichen mit den bisher
vorhandenen Kiriterien (TNM, Noxenexpression, etc.) oder durch die jeweilige

Expression der Einzelmarker eine bessere Prognoseeinschétzung ermaoglicht.
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4. AbschlieRend wollten wir im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine mdgliche Korrelation
der Markerexpressionen mit CT-Daten aus der Strahlentherapie untersuchen. Die
Grundidee war, dass gewisse Markerexpressionen verstarkt in Zusammenhang mit
Rezidivraten, Tumormigrationsverhalten und strahlenabhangigen Uberlebens-
Wahrscheinlichkeiten stehen kénnten. Unseres Wissens ist die gewéahlte Methode die
erste in ihrer Form und soll somit speziell fir Patienten mit Rezidiven erste

Ruckschliisse auf mogliche Zusammenhange mit Markerexpressionen liefern.

5.3 Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Stand der Wissenschaft

Im ersten Schritt unserer Untersuchungen wurden mittels Spearman-Korrelationsanalysen
Markerexpressionen korreliert, die ursachlich fur die Tumorentstehung und Progression sein
kénnten. Insgesamt ergaben sich nur wenige signifikante Korrelationen, jedoch einige sehr
vielversprechende Trends. Die deutlichste Korrelation konnte innerhalb der Gruppe der
Signaltransduktions-Molekile flr Hifta und Survivin festgestellt werden. Weitere Trends
fanden sich fur pAkt und CD44, bzw. Survivin und CD44. Im weiteren Verlauf wurden die
Markerexpressionen mit den klassischen Risikofaktoren fir HNSCC (p16-Expression, Rauch-
, bzw. Alkoholverhalten) korreliert. Hierbei konnte wiederum eine positive Korrelation zwischen
pl16-Status und Hifla bzw. eine negative Korrelation zum Alkoholkonsum gefunden werden.

Um eine bessere Ubersicht zu gewahrleisten, haben wir die Enzymmarker in verschiedene
Untergruppen, entsprechend ihrer molekularen Funktion, eingeteilt. Auf die Bedeutung und
Interpretation der gefundenen Korrelationen wird in den nun folgenden Unterkapiteln zu den
jeweiligen Markern néher eingegangen. Dartber hinaus werden die Ergebnisse in den Stand

der aktuellen Forschung eingeordnet.

53.1 Signaltransduktions-Marker (pAkt, Survivin, Hif1a)

Streng genommen ist lediglich pAkt (Proteinkinase B) ein Enzym dieser Gruppe. Jedoch
greifen in Tumorzellen auch Survivin (BIRC5 oder API4) und Hypoxie-Induzierter Faktor
(Hif1a) entscheidend in die Signalvermittlung innerhalb der Zellen ein, weswegen sie von uns
ebenfalls in diesem Zusammenhang diskutiert werden.

Das Enzym pAkt besitzt eine zentrale Rolle in der Regulation verschiedenster zellularer
Prozesse und greift auf diese Weise in die Regulation von Zellzyklus, Zellproliferation,
Stoffwechsel und auch Wachstum ein. Es interagiert im phosphorylierten Zustand somit mit
einer Vielzahl an Proteinen und aktiviert oder inhibiert diese (Xue and Hemmings 2013). Es ist
allgemein bekannt, dass der pAkt-Signalweg in verschiedenen Krebsformen dereguliert wird.
Daher wird vermutet, dass eine gezielte Blockade dieses Signalweges ein Ansatz in der
Krebstherapie sein kénne (Toker and Yoeli-Lerner 2006). Bislang bleiben die Ergebnisse

allerdings Gegenstand kontroverser Diskussionen. Vor allem die Auswirkungen auf die
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Uberlebensprognose bleiben nach wie vor unklar. In einer Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen pAkt-Expression und besserem
Gesamtlberleben gefunden werden (Pickhard, Grober et al. 2014).

In der Korrelation mit anderen Biomarkern bzw. weiteren klinischen Daten ergaben sich im
Rahmen dieser Arbeit fir pAkt nur wenige signifikante Zusammenhénge. So lasst sich lediglich
ein positiver Trend zu CD44 herstellen. Das soll im Abschnitt 5.3.2 néaher diskutiert werden. In
der Korrelation zu den klinischen Daten findet sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
negativer  pAkt-Expression und einem fortgeschrittenem  Tumorstadium  nach
UICC (IlI/IV). Pickhard et al. konnten einen dazu passenden Zusammenhang zwischen
erhohter pAkt-Expression und einer verminderten Rate an Fernmetastasen (M0O) sowie vice
versa fur verminderte pAkt-Expression eine erhthte Rate an Fernmetastasen (M+)
nachweisen (Pickhard, Grober et al. 2014). Da Letzteres wiederum zu einem erhohten
Tumorstadium nach UICC-Klassifikation beitragt, sind unsere Ergebnisse in sich schlussig.
Dieselbe Korrelation wurde auch fur die Subgruppe der p16+ Patienten durchgeftihrt. Aufgrund
der geringen Fallzahl lie3 sich jedoch lediglich ein positiver Trend zwischen niedriger pAkt-
Expression und hohem Tumorstadium finden. Dennoch scheint pAkt ein mdglicher
Prognosefaktor fiir eine Fernmetastasierung und in weiterer Folge auch fir fortgeschrittene
Tumorstadien zu sein.

In den Kaplan-Meier-Analysen ergab sich fiir pAkt im Hinblick auf das OS kein signifikanter
Zusammenhang. Obwohl hier keine ausreichende Signifikanz gefunden werden konnte,
sprechen die Daten in Anbetracht der oben erwdhnten Ergebnisse fir eine mogliche
Prognoserelevanz von pAkt. Pickhard et al. konnten etwa sowohl in den Kaplan-Meier-
Analysen als auch in der Cox-Regression signifikante Zusammenhange zwischen erhdhter
pAkt-Expression und dem OS finden (Pickhard, Grober et al. 2014). Die Berechnungen
unserer Cox-Regression konnten pAkt aufgrund fehlender Voraussetzungen, wie
proportionalen Hazards aus den Kaplan-Meier-Analysen, nicht berlicksichtigen. Die von uns
gefundenen Ergebnisse lassen sich somit nicht nahtlos in die bestehende Literatur einordnen.
So fanden beispielsweise Zhou et al. 2018 fir das weibliche Mamma-Karzinom einen
Zusammenhang von hoher pAkt-Expression und verkirztem OS und DFS (Zhou, Wang et al.
2018). Ahnliche Ergebnisse erhielten Murakami et al. 2018 fiir das Magenkarzinom. Sie
brachten erhdhte pAkt-Expressionen in Zusammenhang mit verkirztem OS (Murakami,
Tsujitani et al. 2007). Auch fir HNSCCs konnte bereits ein Zusammenhang zwischen niedriger
pAkt-Expression und besserem DFS sowie klinischer Remission gefunden werden. Allerdings
war in jenem Fall die untersuchte Kohorte aus 50 Patienten mit Cetuximab vorbehandelt (Lyu,
Song et al. 2016).

Angesichts der oben gefundenen Ergebnisse betrachteten wir in weiterer Folge die pl6-

positive Subpopulation. Dabei fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen pAkt-
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Expression und OS. Diese Resultate lassen sich somit nur schwer in die bestehende Literatur
einordnen. Horn et al. stellten 2017 fest, dass eine simultan hohe Expression von pAkt und
pl6 mit fortgeschrittenem Tumorstadium nach UICC assoziiert ist (Horn, Freudlsperger et al.
2017). Eine weitere Studie fand analog zu unseren Ergebnissen eine deutliche
Uberexpression von PI3K (und in weiterer Folge von pAkt) in p16-positiven HNSCCs. Jedoch
konnten sie keinen signifikanten Zusammenhang dieser Expression zum OS herstellen
(Kiessling, Broglie et al. 2018).

Unsere gefundenen Ergebnisse zeigen teilweise eine Ubereinstimmung mit den bisherigen
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe, dennoch lassen sie sich nicht nahtlos in die bestehende
Literatur einordnen bzw. daraus keine generellen Aussagen hinsichtlich der Prognose ableiten.
Zusammenfassend liegt allerdings der Verdacht nahe, dass pAkt in Zukunft eine wichtige Rolle
in der individuellen Therapieplanung fir HNSCCs spielen kdnnte, wenngleich dazu weitere

groRRangelegte Untersuchungen notig waren.

Als weiterer Vertreter der Signaltransduktionsmarker gehort Survivin wie bereits weiter oben
erwahnt zur ,Inhibitor of Apoptose Protein Familie“ (Antonia, Villegas et al. 2017). Ihm werden
anti-apoptotische Eigenschaften zugeordnet, die zu aggressivem Wachstum und in weiterer
Folge auch schlechtem Ansprechen auf RCTx fuhren kénnen (Munscher, Prochnow et al.
2019). Zudem erfullt Survivin weitere Aufgaben in der Zellzykluskontrolle, beispielsweise als
Kontrollpunkt fir korrekte Zellteilung. Fallen diese Feedbackfunktionen teilweise oder
vollsténdig aus, kann es zu Fehlern im Zellzyklus und somit weiterer Tumorprogression fihren
(Mita, Mita et al. 2008). Pickhard et al. fanden heraus, dass eine verminderte Survivin-
Expression mit vermindertem OS assoziiert zu sein scheint (Pickhard, Grober et al. 2014).
Farnebo et al. zeigten dies 2013 ebenfalls im Umkehrschluss, indem sie eine hohe Survivin-
Expression mit verbessertem OS in Zusammenhang bringen konnten (Farnebo, Tiefenbock et
al. 2013). Die bisherigen Forschungsergebnisse implizieren, dass Survivin ein potenzieller
Prognosemarker fiir Tumore allgemein und speziell auch fir HNSCCs sein kdnnte
(Waligorska-Stachura, Jankowska et al. 2012). Trotz vielversprechender Ansatze ist die
endgtltige Rolle von Survivin als Prognosemarker nicht restlos geklart und wurde deswegen
von uns auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Insgesamt fanden sich fiir Survivin unter allen Markern die meisten Korrelationen bzw. Trends
in der Spearman-Korrelation. In den Vier-Felder-Tafeln zeigten sich ebenso wie in den Kaplan-
Meier-Analysen jedoch keinerlei Zusammenhénge.

Im Spearman-Test wurde zun&chst ein signifikanter Zusammenhang zwischen positiver
Survivin- und Hif1ta-Expression festgestellt. Das ist insofern wenig tberraschend, da sowohl
erhdhte Hif1a als auch Survivin-Expressionen per se mit Tumorprogression, Therapieresistenz

und verschlechtertem Therapieansprechen assoziiert sind (Semenza 2000, Vaupel and Mayer
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2007, Mita, Mita et al. 2008). Es wird ein kausaler Zusammenhang zwischen Survivin und
Angiogenese bzw. Hypoxie innerhalb der Tumorzelle diskutiert (Sanhueza, Wehinger et al.
2015). Fiur Prostata-Hyperplasien wurde bereits nachgewiesen, dass der Survivin-Hifla-
Signalweg ein besseres Zell-Uberleben sowie Tumorwachstum generiert (Yun, Li et al. 2010).
Dennoch steht jener Zusammenhang im Gegensatz zu der von Pickhard et al., bzw. Farnebo
et al. gefundenen Auswirkung von Survivin auf das OS (Farnebo, Tiefenbock et al. 2013,
Pickhard, Grober et al. 2014). Die Erkenntnisse aus anderen Arbeiten wollten wir hinsichtlich
OS und DFS naher betrachten. Dazu wurden jene Patienten aus unserem Kollektiv erneut
ausgewabhlt, welche sowohl hohe Hif1a-, als auch hohe Survivin-Expressionen aufwiesen und
fur diese spezielle Gruppe erneut Uberlebenskurven erstellt. Hinsichtlich des OS zeigte sich
entgegen unseren Erwartungen kein signifikanter Unterschied zu jenen Patienten, die keine
Expression dieser Marker zeigten. Das konnte bedeuten, dass obwohl Hif1a zu verlangertem
Zelliberleben von Tumorzellen flhrt, es in Kombination mit Survivin keine Einflisse auf das
OS haben durfte. Dennoch wird beschrieben, dass Hif1a auch zu schlechterer Chemo- und
Radiosensitivitat beitragt und so ein Uberleben des Tumors unter Stressbedingungen
ermdglicht, indem es beispielsweise die Metabolisierungswege in der Zelle variiert (Xia, Jiang
et al. 2018). Die gewonnen Erkenntnisse werden weiter unten erneut in Bezug auf die
Strahlensensitivitat (Abschnitt 5.3.5) aufgegriffen.

Insgesamt konnen unsere Ergebnisse die Frage, inwiefern Survivin als Prognosemarker
geeignet ist, nicht ganzlich beantworten. Dass fiir dieses Kollektiv kein Zusammenhang
zwischen Survivin und der Uberlebensprognose gefunden werden konnte, konnte zunachst an
der vergleichsweise doch geringen Tumor-Fallzahl liegen. Ebenso sei kritisch angemerkt, dass
eine Unterteilung in dichotome Ereignisse zwar statistisch oft sinnvoll ist, jedoch nie die
tatsé&chlichen immunhistochemischen Expressionsmuster vollstdndig abbilden kann. Zudem
ist die Auswertung einer immunhistochemischen Untersuchung stark vom Erfahrungsgrad des
jeweiligen Untersuchers abhéangig. Wie bereits weiter oben erwéhnt, versuchten wir, diesem
Problem durch eine Datenerhebung durch zwei unabhéangige Auswerter entgegenzuwirken.
Eine weitere mogliche Erklarung kénnte unter anderem im sogenannten ,Publication-Bias*
liegen. Im Zuge unserer Recherche fanden sich vorwiegend Arbeiten, die einen
Zusammenhang zwischen Survivin und Gesamtiberleben herstellen konnten. Es gibt
allerdings unserer Ansicht und Erfahrung nach auch eine hohe Dunkelziffer an
Veroffentlichungen, die ebenso keinen Zusammenhang fanden und diesen in weiterer Folge
auch nicht mehr diskutierten. Nichtsdestotrotz lassen sich unsere Ergebnisse fiir Survivin nur

ungenugend in die aktuelle Literatur einordnen.
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5.3.2 Krebsstammzellmarker (CD44, ALDH1)

Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine erhohte EGFR-Expression zu einer Erhéhung der
Hif1a-Expressionen tber den PI3K/pAkt-Signalweg in verschiedenen Krebsentitaten fihrt
(Zhong, Chiles et al. 2000, Laughner, Taghavi et al. 2001, Phillips, Mestas et al. 2005). Unsere
Ergebnisse konnten diesen Zusammenhang im speziellen Kontext fiir HNSCC nicht herstellen.
Ein moglicher Grund dafur konnte die hohe Heterogenitdt der molekularen
Tumorentstehungsprozesse sein. Bislang gibt es noch keinen molekulargenetischen Marker,
der pathognomonisch fir HNSCCs ist. So wird seit einigen Jahren etwa auch die Bedeutung
von Krebsstammzellen und deren mégliche Rolle in der Tumorentstehung auch fir HNSCCs
diskutiert (Qian, Ma et al. 2015). Sie verfigen Uber ein hohes Migrations- und
Metastasierungspotential (Ortiz, Lopes et al. 2018). Die Rolle der CSCs in Bezug auf das OS
und DFS werden bislang kontrovers diskutiert. So fanden Fan et al. in einer Metaanalyse aus
27 Studien einen Zusammenhang zwischen CSCs und verschlechtertem OS und DFS, jedoch
nicht fiir das krankheitsspezifische Uberleben (DSS) (Fan, Li et al. 2017). Zwei Vertreter dieser
Gruppe (CD44 als Vertreter fur Oberflachenmarker und ALDH1 als Vertreter der metabolisch
wirksamen CSCs) schlossen wir in unsere immunhistochemischen Betrachtungen mit ein.
Zwar ergab sich keine statistisch signifikante Korrelation, jedoch zeigte insbesondere CD44
auffallige Trends in Kombination mit erhéhter Survivin-Expression bzw. inverse Korrelation mit
pAkt. Eben diese beiden Enzyme wurden bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe als
mogliche prognostische Marker unter anderem fiir das OS diskutiert (Pickhard, Grober et al.
2014). Wie beschrieben zeigen CSCs (und somit auch CD44) generell vermehrtes
Metastasierungspotential. Der von uns gefundene Zusammenhang zwischen positivem CD44
und negativem pAkt passt an dieser Stelle nicht ganz ins Bild. Pickhard et al. fanden 2014 eine
Assoziation von positivem pAkt zu vermehrtem Auftreten von Fernmetastasen (Pickhard,
Grober et al. 2014).

Ausgehend von jenen Ergebnissen wurden jene Patienten ausgewahlt, die sowohl positive
CD44-, als auch positive Survivin-Expressionen bzw. negative pAkt-Expressionen aufwiesen
und zu einer Subpopulation zusammengefasst. Die Patientengruppe wurde dann mit jenen
Patienten hinsichtlich Uberlebenszeiten verglichen, die keine dieser Markerexpressionen
aufwiesen. Hier konnten sich leider die gewahlten Markerkombinationen nicht signifikant
hinsichtlich des OS bzw. DFS durchsetzen. Es ist an dieser Stelle jedoch anzumerken, dass
nur sehr wenige der insgesamt 121 Patienten sowohl positive CD44- als auch positive
Survivin-Expressionen bzw. positive CD44- und gleichzeitig negative pAkt-Expressionen
aufwiesen und es somit schwierig ist, in diesem Zusammenhang von statistischer Signifikanz
zu sprechen. Dennoch scheint diese Markerkombination ein moglicher Ansatz im Hinblick auf
die individuelle Prognoseplanung auch fir HNSCCs zu sein. Abdraboah et al. fanden 2011

eine gehaufte Expression von CD44 und Survivin im weiblichen Brustkrebs vor (Abdraboh,
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Gaur et al. 2011). Zudem stellten sie den Zusammenhang dieser beiden Biomarker tiber den
PI3K-Signalweg her, der wiederum in weiterer Folge pAkt reguliert. Die Autoren brachten eine
gemeinsame erhbhte Expression der drei Marker in Zusammenhang mit gehaufter
Metastasierungsrate beim weiblichen Brustkrebs. Angesichts dieser Erkenntnisse versuchten
wir eine Korrelation zwischen pAkt- (bzw. Hif1a-)positiven Patienten, CD44-positiven
Patienten und der Metastasierungsrate herzustellen. Leider konnte keinerlei Korrelation fur
diese Subpopulation gefunden werden. Inwieweit daher die Erkenntnisse aus der Literatur fir
verschiedene Tumortypen auf HNSCCs anwendbar sind, bleibt Gegenstand weiterer
Forschung. Ein moglicher Ansatzpunkt flr zukunftige Arbeiten wére hier die genauere
Untersuchung dieses Zusammenhanges bei einer grofReren Patientengruppe sowohl mit
CD44- bzw. pAkt- und/oder Survivin-Expression. Weitere Daten und Untersuchungen kdnnten
hilfreich sein, um fir diese spezielle Subpopulation ein individuelles Risiko hinsichtlich
Metastasierungsrate und gegebenenfalls auch flur das Gesamtiberleben bzw. die

Krankheitsprogression zu erstellen.

Als weiteres vielversprechendes Enzym aus dem Bereich der Krebsstammzellmarker
untersuchten wir zudem ALDH1. Bereits 2010 wurde beschrieben, dass jene Subpopulation
von CSCs, die eine hohe ALDH-Expression aufwiesen, vermehrte Tumorgenitat auch bei sehr
kleiner Zellzahl entwickelten (Clay, Tabor et al. 2010). So wurde bereits in der Literatur
vorgeschlagen, dass ALDH ein prognostischer Marker fiir metastasierte HNSCCs sein konnte.
Eine hohe ALDH-Expression wird mit einer schlechten Prognose assoziiert (Qian, Wagner et
al. 2014). ALDH wurde ebenso wie CD44 als prognostischer Marker fiir vermehrte
Lymphknotenmetastasen vorgeschlagen (Ortiz, Lopes et al. 2018).

Unsere Ergebnisse konnten diese Zusammenhange nicht bestatigen. Lediglich fir Patienten
mit positiver p16-Expression zeigte sich ein Trend zwischen hoher ALDH1-Expression und
hohem histopathologischem Grading G als indirekter Hinweis einer hdheren Aggressivitat des
Tumors durch Entdifferenzierung. Es finden sich auch ahnliche Ergebnisse in der Literatur, die
eine hohe ALDH-Expression signifikant in Zusammenhang mit T4-Tumorstadium und UICC-
Stadium IV bei HPV-positiven HNSCCs herstellen konnten (Gotz, Bissinger et al. 2018). Die
Autoren weisen jedoch darauf hin, dass dabei eine sehr kleine Patientenzahl untersucht wurde
und zur genaueren Klarung des Zusammenhanges zwischen pl6 und ALDH1 weitere
Untersuchungen mit grél3eren Patientenkollektiven unternommen werden mussen. Fir andere
Tumorentitaten, wie etwa dem Zervixkarzinom, werden Zusammenh&nge zwischen negativer
pl6-Expression und positiver CSC-Expression und folglich schlechter Prognose beschrieben
(Fu, Chuang et al. 2018). Die mangelnde Vergleichbarkeit der einzelnen Tumore hinsichtlich
Lokalisation, Therapie und Therapiestadium erschwert es zusatzlich, generell geltende
Aussagen abzuleiten. Bislang ist die endgultige prognostische Rolle fir ALDH1 bei HNSCCs
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nicht geklart. Dennoch werden CSC-Marker als vielversprechende Ziele fur zuklnftige Target-
Therapien intensiv untersucht werden missen (Chen and Wang 2019, Peitzsch, Nathansen
et al. 2019).

5.3.3 Immunzellmarker (PD-1, PD-L1)

Mit besserem Verstandnis der zugrundeliegenden Tumor-Biologie und den komplexen
Wechselwirkungen innerhalb des Tumors und mit seiner Mikroumgebung, wuchs in den letzten
Jahren auch das Interesse an der Immuntherapie im Krankheitsmanagement der HNSCCs.
Obwohl einzelne Subgruppen von einer Therapie dieser Checkpoint-Inhibitoren profitieren,
wird sie aktuell noch im Rahmen von Studien oder zur palliativen Therapie eingesetzt. Die
endgultige Rolle dieser Marker muss weiterhin untersucht werden. Zwei Vertreter jener
Immunmodulatoren nahmen wir in unsere Untersuchungen mit auf; PD-1 und seinen Liganden
PD-L1. Sie sind auf antigenprasentierenden Zellen, Endothel-, sowie Epithelzellen und
aktivierten Lymphozyten zu finden (Forster and Devlin 2018). Wir untersuchten im Rahmen
unserer Arbeit sowohl deren Expression in Tumorzellen als auch in Immunzellen. Es ist jedoch
wichtig, zwischen PD-1 und PD-L1 zu unterscheiden, da etwa nicht alle PD-1 exprimierenden
Zellen PD-L1 bilden und vice versa. Fir andere Krebsformen, wie etwa das Multiple Myelom,
gilt eine positive PD-L1-Expression als prognostisch unginstig hinsichtlich des
Gesamtiberlebens (Guan, Wang et al. 2019).

Zunachst zeigten sich fur PD-1 sowie PD-L1 sowohl fir deren Expressionen im Tumorgewebe
als auch in den Immunzellen keine signifikanten Korrelationen zu anderen Markern bzw. den
klassischen Risikofaktoren. Jedoch korrelierte eine erhéhte Expression von PD-llmmun
signifikant mit einer verminderten Anzahl an Rezidiven.

In den Kaplan-Meier-Analysen ergab sich flr hohe PD-L1-Expressionen ein Trend hin zu
verlangertem OS bzw. fir hohe PD-1-Expressionen ein Trend hin zu verkirztem OS. Ebenso
konnten wir einen Trend im Zusammenhang zwischen hoher Expression von PD-1lmmun und
verlangertem DFS finden. Derselbe Trend, wenngleich auch mit einem héheren p-Wert, liel3
sich zudem fir PD-L1Immun finden.

Die vorliegenden Ergebnisse scheinen im ersten Blick widersprichlich zur aktuellen Literatur
zu sein. Da PD-L1 die Inhibierung der T-Zell-Aktivitat steuert, kdénnte man in der Theorie
vermuten, dass eine hohe Expression mit schlechtem Gesamtiberleben assoziiert sei. Zudem
findet sich eine vermehrte PD-L1-Uberexpression unter entzindlichen Bedingungen.
Zusatzlich findet sich diese haufiger in T-Zell-reichen Tumoren (Ritprajak and Azuma 2015).
In den Ergebnissen unserer Cox-Regression lasst sich der genannte Zusammenhang auch
vermuten. Dabei zeigt eine positive PD-1-Expression einen Trend zu verkirztem OS und somit
erhohtem Sterberisiko, sowie eine positive PD-L1-Expression einen Trend zu verlangertem

OS und somit verringertem Sterberisiko. Diese konnten somit unabh&ngige Prognosefaktoren
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darstellen. Im Falle von PD-1 kann bei Uberexpression das Sterblichkeitsrisiko um den Faktor
3 erhoht sein. In der Literatur finden sich etwa fur das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom vor
allem fir PD-L1 gegenteilige Beschreibungen. Dort scheint eine positive Expression von PD-
L1 mit verminderten OS assoziiert zu sein (Pawelczyk, Piotrowska et al. 2019). Ebenso finden
sich beim Magenkarzinom bzw. Ovarialkarzinom Assoziationen von erhéhter PD-L1-
Expression zu vermindertem OS und damit einer schlechteren Prognose (Gu, Chen et al.
2017, Huang, Deng et al. 2018). Eine andere Studie fand fir HNSCC wiederum analog zu
unseren Ergebnissen eine Korrelation zwischen positiven PD-L1-Expressionen und
verlangertem OS bzw. verminderter Rezidivrate (Chen, Li et al. 2019). Ahnliche Ergebnisse
wurden in einer weiteren Studie hinsichtlich hoher PD-L1-Expression und verlangertem
medianem Gesamtlberleben fir HNSCCs gefunden (Knackstedt, Sussman et al. 2019).

Im Bereich der HNSCCs ist die aktuelle Situation und somit das Prognosepotential einer
PD-L1-Expression bislang nicht eindeutig geklart. Eine Metaanalyse von Yang et al. aus dem
Jahr 2018 versuchte zu untersuchen, inwiefern die PD-L1-Expression Auswirkungen auf das
Uberleben bei HNSCC-Patienten hat. Sie konnten keinerlei Korrelationen zum OS feststellen,
jedoch fand sich in den 29 Studien mit insgesamt Uber 3000 Patienten ein signifikanter
Zusammenhang zwischen hoher PD-L1-Expression und langerem Progression Free Survival
(PFS), welches im Wesentlichen dem von uns definierten Disease Free Survival (DFS)
entspricht. Zusatzlich konnte die Forschungsgruppe das schlechteste Outcome fir jene
Patienten bestimmen, die eine niedrige Expression von tumor-infiltrierenden-Lymphozyten
(TILs) und gleichzeitig hohe Expression von PD-1 aufwiesen (Yang, Wong et al. 2018).
Schneider et al. wiederum konnten signifikante Korrelationen zwischen positiven PD-L1-
Expressionen und verkirztem OS bzw. DFS fir OSCC-Patienten finden. Interessanterweise
stellten sie zusatzlich fest, dass die PD-1-Expression in den tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TILs) signifikant mit einem verbessertem OS sowie DFS korreliert (Schneider, Kadletz et al.
2018). Auch der von uns gefundene signifikante Zusammenhang zwischen positiver
Expression von PD-1Immun und einer verminderten Anzahl an Rezidiven belegen dies. Jene
Ergebnisse passen somit recht gut zu den von uns gefundenen Ergebnissen flr positive PD-
L1immun, bzw. PD-1Immun-Expressionen, welche in den Kaplan-Meier-Analysen beide zu
verlangertem DFS tendierten.

Diese Annahme wird auch durch die Ergebnisse einer weiteren Studie gestlitzt, welche eine
PD-L1-Expression speziell in den Immunzellen mit einer besseren Prognose im Vergleich zu
einer Expression in den Tumorzellen korrelieren (Sato, Ono et al. 2019). Jene Studie
untersuchte auch den moglichen Zusammenhang zwischen einer pl6-Expression als
Surrogatparameter fur eine HPV-Infektion und der PD-L1-Expression. Dabei fanden sie
sowohl ein verlangertes OS als auch ein verlangertes PFS bei gleichzeitiger Expression von
p16 und PD-L1 (Sato, Ono et al. 2019). Die bereits oben erwahnte Studie von Schneider et al.
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konnte lediglich fir pl6-negative und gleichzeitig PD-1-positive TILs eine Signifikanz zu
verlangertem OS und DFS herstellen. Wir konnten wiederum verlangertes DFS fir positive
PD-L1Immun-Expression, was der Expression in den TILs gleichgesetzt werden kann,
feststellen. Die geringen Fallzahlen von n=30 fir pl6-positiv bzw. n=50 fur p16-negativ
limitieren jedoch die Aussagekraft. Dennoch scheint ein mdglicher prognostischer
Zusammenhang bei Co-Expression von p16 und PD-L1 zu bestehen und insbesondere die
PD-1 Expression in den TILs als unabhéangiger prognostischer Marker Potential zu besitzen
(Schneider, Kadletz et al. 2018). GrolBer angelegte Studien mit Untersuchung der
Subpopulationen von p16-positiven und p16-negativen Patienten werden definitiv bendtigt, um
die Auswirkungen des Effektes zu quantifizieren.

Eine aktuelle Studie aus dem Jahr 2019 merkt zudem kritisch an, dass eine quantitative
Vergleichbarkeit von PD-1/PD-L1 Protein-Expressionen in Tumorproben verschiedener
Studien nach wie vor aufgrund technischer Probleme, wie etwa der Verwendung
unterschiedlicher Immuno-Assays und Antikdrper, verschiedener Tumorarten, der Variabilitat
der Cut-Off-Werte, sowie der nach wie vor fehlenden standardisierten Scoring-Methoden

begrenzt sind (Economopoulou, de Bree et al. 2019).

534 Humanes Papilloma Virus (P16)

HPV-Infektionen gelten neben Alkohol- und Tabakkonsum als die derzeit bedeutendsten
Risikofaktoren fir die Entstehung von HNSCCs. Der Anteil an HPV-positiven HNSCCs hahm
in den letzten Jahren kontinuierlich zu (Kobayashi, Hisamatsu et al. 2018). Mittlerweile stehen
zahlreiche Mdglichkeiten zur Verfiigung, um den HPV-Status nachzuweisen (bspw. PCR, real-
time PCR, in-situ Hybridisierung, und Serum-Antikbrper Assays, Liquid-Biopsien). Als
Goldstandard gilt heute die HPV E6/E7 mRNA-Identifikation basierend auf DNA-Protein-
Expression in Kombination mit immunhistochemischen pl6-Nachweis. Fir die klinische
Einschatzung ist aber oft ein immunhistochemischer Nachweis von pl6 ausreichend
(Sensitivitat:  100%, Spezifitdt 79%) (Fakhry, Westra et al. 2008). Dieser gilt als
Surrogatparameter fur eine HPV-Infektion (Kobayashi, Hisamatsu et al. 2018). Zudem stellt er
eine einfach zu implementierende und kostenglinstigere Methode dar und wurde nicht zuletzt
deswegen auch von uns angewandt. Allgemein bekannt ist, dass HPV-positive HNSCCs ein
signifikant besseres Ansprechen auf Strahlentherapie zeigen und so maéglicherweise eine
direkte Auswirkung auf das Uberleben aufweisen. Stellvertretend fiir viele weitere Studien
seien jene Ergebnisse von Fakhry et al. aus dem Jahr 2008 genannt: Sie konnten ein
signifikant besseres OS (84% versus 57%) und DFS (95% vs. 62%) sowie eine signifikant
bessere Prognose fiir HPV-positive im Vergleich zu HPV-negativen Patienten in einer
groRRangelegten retrospektiven Studie finden (Fakhry, Westra et al. 2008). Es liegt damit also
nahe, dass HPV-positive HNSCCs eine eigene Tumorentitat innerhalb der HNSCCs
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darstellen, welche sich unter anderem in Therapieansatz und Prognose unterscheidet (Marur,
D'Souza et al. 2010). Mittlerweile sieht auch die UICC-Klassifikation eine klare Unterscheidung
zwischen HPV-positiven und HPV-negativen Oropharynx-Karzinomen vor (Hoffmann and
Tribius 2018).

Auch in anderen Tumor-Entitaten spielt HPV eine Rolle, beispielsweise bei Zervixkarzinomen
(Walboomers, Jacobs et al. 1999). Ebenso scheint pl6 etwa eine Interaktion mit Hifla zu
zeigen, welche sich in erhdhter VEGF-Expression, etwa beim weiblichen Brustkrebs auf3ert
(Zhang, Lu et al. 2010). Diesen moglichen Zusammenhang konnten wir mit unseren
Ergebnissen untermauern. P16-positive Expressionen zeigten einen vermehrten
Zusammenhang mit positiven Hif1a-Expressionen. Dennoch scheint nach wie vor kein
eindeutiger kausaler Zusammenhang zu bestehen. So fanden etwa Hong et al. 2013 keine
klare Assoziation von pl16-Expression und Hifta in HNSCCs. Eher zeigten jene Patienten das
schlechteste Outcome, bei denen p16 nicht exprimiert war, Hif1a jedoch deutlich positiv ausfiel
(Hong, Zhang et al. 2013). Das bestatigt wiederum das bereits weiter oben erwéhnte
schlechtere Uberleben fiir HPV-negative Patienten. Allgemein bekannt ist, dass sich p16-
positive Tumore meist in lokal begrenztem T-Stadium (T1/2), oft in Verbindung mit
Lymphknotenmetastasen (N+) prasentieren (Spector, Gallagher et al. 2014). Aufgrund
unterschiedlicher Pathomechanismen weisen sie jedoch ein besseres Ansprechen auf
Radiochemotherapie und somit ein besseres Uberleben auf (Ang, Harris et al. 2010).

Fur Patienten ohne pl6-Expression fanden wir eine Korrelation zu niedrigem
histopathologischen Grading. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Studien
(Nauta, Rietbergen et al. 2018, Mendelsohn, 2010). Die genauen Griinde fur dieses Verhalten
sind bislang noch nicht vollstandig geklart. In weiterer Folge sollte man die Gruppe pl6-
negativer Tumore, eventuell in Kombination mit weiteren Markerexpressionen, eine dem
daraus entstehenden Risikoprofil adaptierte Therapie zukommen lassen, um einen
aggressiven Verlauf friihzeitig abzuwenden. So kénnte durch Vorselektion jener Patienten, die
pl6-negative Expressionen und gleichzeitig negative Hifla-Expressionen aufweisen, eine
spezielle Subgruppe fur lokal wenig differenzierte und nicht metastasierte HNSCCs gebildet
werden. Das wirde eventuell eine mafligeschneiderte Therapie ermdglichen und kdnnte in
weiterer Folge das OS und DFS auch fiir HPV-negative Patienten deutlich aufwerten. Zudem
kénnte es den Vorteil bieten, dass nicht betroffenes Gewebe nicht mehr als nétig beschadigt
und somit die Nebenwirkungsrate gesenkt wirde. Erste Ansatze einer Target-Therapie in
diesem Bereich wurden bereits in der Literatur beschrieben. So konnte durch gezielte
medikamentdése Blockade von mTOR die Hifta-Expression in pl6-negativen Tumoren
reduziert werden, wahrend sie zeitgleich bei p16-positiven anstieg (Kramer, Polit et al. 2018).
Tumor-Hypoxie wiederum ist mit vermehrt auftretenden Fernmetastasen und schlechterem

Ansprechen auf Radiochemotherapie assoziiert. Eine Schlussfolgerung daraus ware, dass
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eine vermehrte Gefalbildung durch den VEGF (und folglich auch Hif1a-Signalweg) mittels
hamatogener Streuung zu vermehrter Metastasenbildung fihrt. Auch in der Literatur werden
dazu die mdoglicherweise individualisierten Behandlungsstrategien fir HNSCC mit
tibermaRiger Expression von Hypoxie-Markern diskutiert (Swartz, Pothen et al. 2015). Trotz
besserem Verstandnis der molekularbiologischen Ablaufe wird der endgultige Zusammenhang
zwischen Tumorhypoxie und HPV-Infektion in HNSCCs noch immer nicht in seiner Gesamtheit
verstanden. Auch unsere immunhistochemische Untersuchung ermdéglicht keine klare Antwort

in Bezug auf diese Fragestellung.

5.35 Untersuchung der Feldrand-Rezidive

Ein weiterer elementarer Teil der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
Feldrandrezidive bei Patienten, die ein Tumorrezidiv erlitten. Von den 30 Patienten mit
Lokalrezidiv waren auf 13 immunhistochemischen Tumor-Blocken kein ausreichend grof3es
zur Auswertung geeignetes Tumormaterial mehr vorhanden. Versuche, jene Blocke zu farben
und auszuwerten, schlugen somit fehl. Schlussendlich konnten unsere Untersuchungen mit
17 Rezidivpatienten durchgefihrt werden. Daher war es unmdglich, eine statistische
Signifikanz zu erreichen, da die Strichprobenanzahl zu gering war. Samtliche Ergebnisse
dieses Abschnittes beruhen somit auf rein deskriptiven Beschreibungen. Trotz dieser
Umstande lassen sich unserer Meinung anhand der geringen Fallzahlen erste Erkenntnisse
ableiten, wenngleich Berechnungen mit groReren Patientenkollektiven notwendig sein werden.
Insgesamt lassen sich fur pAkt, Survivin, PD-L1 und pl6 Assoziationen zum
Migrationsverhalten des Tumors unter Strahlentherapie vermuten. Geringe Migrationstendenz
bedeutete in unseren Berechnungen ein Auftreten des Rezidivs innerhalb des Boost.
Umgekehrt wurde in diesem Zusammenhang von hoher Migrationstendenz gesprochen, wenn
das Rezidiv aul3erhalb des Boost auftrat. Unserer Meinung nach kann das dann passieren,
wenn der Tumor spezielle Eigenschaften besitzt, mit denen er sich der ionisierenden Strahlung
entziehen kann. Nach unserer Theorie kénnten die von uns gewahlten Enzyme eine zentrale
Rolle spielen. So ware es moglich, dass der Tumor durch die vermehrte/verminderte
Expression dieser Marker Mechanismen entwickelt, die ihm mehr Widerstand gegen die
Strahlung ermdglichen. Ebenso kdnnten Rezidive durch Zellen mit stammzellahnlichen
Eigenschaften hervorgerufen werden. Die genannten Annahmen beruhen auf der Arbeit von
Schuettler et al., die eine Abnahme der Migrationstendenz des Tumors nach gezielter

Blockade des pAkt-Signalweges nachweisen konnten (Schuettler, Piontek et al. 2015).
In der Vergangenheit wurde immer wieder die Rolle von pAkt in Zusammenhang mit

Strahlenresistenz  diskutiert. So wurde etwa fir Zervixkarzinome ein erhohter

Strahlenwiderstand bei erhohter pAkt-Expression gefunden (Kim, Lee et al. 2006). Auch wenn
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unsere Ergebnisse zum Verhalten unter Strahlentherapie aufgrund der sehr geringen Fallzahl
keine signifikanten Ergebnisse zulieBen, gibt es erste Hinweise, dass eine niedrige pAkt-
Expression mit verringertem Migrationspotential des Tumors einhergeht. Bei den Patienten
dieses Kollektives tauchte das Rezidiv gehauft im Hochdosis-Bestrahlungsbereich des
Ursprungstumors auf, was fiir eine geringe Migrationstendenz des Ursprungstumors unter
Strahlentherapie und oxidativem Stress sprechen konnte. Das stlitzt weitestgehend die von
Schuettler et al. gefundenen Ergebnisse (Schuettler, Piontek et al. 2015). Eine Studie schlagt
zudem fur das Prostata-Karzinom vor, dass durch gezielte Blockade des pAkt-Signalweges
unter Radiotherapie der Strahlenresistenz entgegengewirkt werden konnte (Chang, Graham
et al. 2014). Unsere Ergebnisse unterstitzen diese Thesen in ersten Ansatzen. Zunachst liel3
sich keine Uberexpression von pAkt in den Rezidiven finden. Bei jenen Rezidiven, die aber
eine niedrige pAkt-Expression aufwiesen, traten samtliche Rezidive innerhalb des
Hochdosisbereichs bzw. PTV auf. Dies lasst eine geringere Migrationstendenz und folglich
verbesserte Bestrahlungsmdglichkeit vermuten. Folglich kdnnten grél3ere Bereiche des
Tumors angegriffen und zerstért werden und dies kdnnte insgesamt zu einer besseren
Behandlung fiir den Patienten und folglich zu einem besseren Uberleben fiihren. Die Theorie
stiitzt umgekehrt auch die von Pickhard et al. aufgestellte Annahme, dass eine erhéhte pAkt-
Expression mit einem schnell wachsenden und wenig strahlensensitiven Tumor einhergehen
konnte, was wiederum zu vermehrter strahleninduzierter Migration und erhéhter Rezidivrate
fuhren konnte (Pickhard, Margraf et al. 2011).

Jene Tumore, die eine hohe Survivin-Expression aufwiesen, entwickelten unter
Strahlentherapie nur ein geringes Potential, aus dem Hochdosis-Bestrahlungsbereich zu
emigrieren. Wie bereits erwéhnt ist eine hohe Survivin-Expression aufgrund ihrer anti-
apoptotischen Eigenschaften mit aggressiverem Tumorwachstum sowie Therapieresistenzen
assoziiert (Mita, Mita et al. 2008). Der Verdacht liegt also nahe, dass die Survivin-Expression
eine Auswirkung auf das Verhalten des Tumors unter Strahlentherapie haben kénnte. In der
Literatur ist diese Rolle noch nicht eindeutig geklart. Eine Studie von Khan et al. fand bereits
2010 heraus, dass sich die Erfolgsrate der Strahlentherapie deutlich besserte, wenn jene
Tumore mit hoher Survivin-Expression zuvor mit Cisplatin vorbehandelt wurden (Khan, Khan
et al. 2010). Farnebo et al. konnten 2013 bei HNSCCs ein signifikant besseres OS fir jene
Patienten finden, die eine hohe Survivin-Expression aufwiesen. Zudem konnten sie fur zwei
Zelllinien zeigen, dass eine Herabregulation von Survivin mittels siRNA die Strahlensensitivitat
signifikant herabsetzte (Farnebo, Tiefenbock et al. 2013). Vor allem letztere Beobachtung lasst
sich mit den von uns gefundenen Ergebnissen vereinbaren. Anhand unserer Ergebnisse lasst
sich vermuten, dass eine hohe Survivin-Expression mit geringerer Migrationstendenz des

Tumors zusammenhangen konnte.
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Auch fir den Immunmarker PD-1 geben unsere Ergebnisse Hinweise auf ein geringeres
Migrationsverhalten. Dies deutet sich auch in den Kaplan-Meier-Analysen an, die ein besseres
OS fiur Patienten mit erhdhten PD-1/PD-L1-Expressionen vermuten lassen. Eine Studie von
Lyu et al. aus dem Jahr 2019 konnte ebenfalls fir jene Patienten mit hoher PD-1/PD-L1
Expression eine vermehrte Radiosensitivitat nachweisen, welches gleichermal3en auch das
DFS verbesserte, dhnlich zu unseren Ergebnissen (Lyu, Zhang et al. 2019). Eine weitere
Studie konnte kirzlich beweisen, dass eine bewusste Herabregulierung von PD-L1 zur
Apoptose der Tumorzelle fihrte, was wiederum in besseren Uberlebensraten fiir die
betroffenen Patienten resultierte (Schulz, Stancev et al. 2019). Die beiden Studien
unterstitzen auch die von uns gefundenen Ergebnisse. Prolongiertes stationdres Verhalten
des Tumors erhoht die Strahlensensitivitat und kdnnte so in weiterer Folge zu besseren
Uberlebensraten beitragen. Einige Studien schlagen nun vor, dass eine Kombination von
Strahlentherapie und gleichzeitig gezielter Blockade von PD-1/PD-L1 fur bestimmte
Patientengruppen von Vorteil sein konnte (Guram, Sanders et al. 2018, Oweida, Hararah et
al. 2018).

Allgemein bekannt ist derzeit, dass jene Patienten mit positiver p16-Expression ein besseres
Ansprechen auf Bestrahlung und somit eine bessere Prognose aufweisen. Zwar werden einige
Signalwege diskutiert, die fur jene Prozesse verantwortlich sind, die genauen Mechanismen
dahinter sind allerdings bis heute nicht bekannt. Beispielsweise werden die unterschiedliche
Anzahl an Genexpressionsprofilen fiir die bessere Antwort auf Bestrahlung bei p16-positiven
HNSCCs diskutiert (Zhang, Mirani et al. 2014). Weitere Griinde werden in der Alteration der
DNA-Reparatur, zellularer Immunantwort, sowie Verminderungen der hypoxischen Regionen
rund um den Tumor gesehen (Liu, Mann et al. 2018). Als zentrales Molekl wird allerdings die
Expression von p53 betrachtet, welche in pl6-positiven Tumoren verstarkt exprimiert,
wohingegen sie bei pl6-negativen Tumoren supprimiert wird. Diese Eigenschaft von p16-
positiven HNSCCs erlaubt es mittels der Restfunktion von p53 die Tumorzelle in einen
Zellzyklusarrest zu fihren und in weiterer Folge der Apoptose zuzufiihren, wenn die durch die
Strahlentherapie erzeugten Doppelstrangbriiche ein gewisses Ausmald annehmen (Ziemann,
Arenz et al. 2015). Unsere Ergebnisse lassen sich leider nicht analog zur bestehenden
Literatur einordnen. Wie bereits fur andere Biomarker argumentiert, wirde ein geringes
Migrationsverhalten eines Tumors unter Strahlentherapie dazu flhren, dass dieser langer
stationar verharrt und somit wahrend der Bestrahlung effektiver bestrahlt werden koénnte. In
der Theorie misste das folglich zu einem besseren Therapieanspruch des jeweiligen
Patienten fuhren. Anstatt fur pl16-negative Tumore wére unsere Annahme fiir p16-positive
Tumore besser passend, analog zu den Resultaten fir andere Enzyme (siehe oben). Eine
mdgliche Erklarung ware, dass pl16-postive Tumore als weniger hypoxisch im Vergleich zu

pl6-negativen Tumoren gelten (Barker, Paget et al. 2015). Durch die vermehrt vorhandenen
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Sauerstoffradikale bei p16-positiven Tumoren steigt die Effektivitat der Bestrahlung, was zu

einem besseren Ansprechen auf Strahlentherapie flihren kénnte (Liu, Mann et al. 2018).

AbschlieRend untersuchten wir die Enzymexpressionen im Primartumor mit jenen in den

Rezidiven. Leider lieRen die geringen Fallzahlen keine signifikanten Berechnungen zu.

Folglich war keinerlei Aussage dariber moglich, ob sich die Markerexpression durch die

Bestrahlung veréandert bzw. ob sich diese von Pré-Radiatio zu Post-Radiatio verandert. Die

Untersuchung mit der von uns gewdahlten Methode wurde unseres Wissens bislang noch nicht

angewendet und somit ist hier auch eine Einordnung in die Literatur schwierig.

Zusammenfassend l&sst sich zur Untersuchung der Feldrandrezidive Folgendes feststellen:

1.

Die meisten der hier untersuchten Rezidive traten in unmittelbarer Nahe des
Ursprungstumors auf.

Hohe Markerexpressionen sind nicht automatisch mit stationdrem Tumorverhalten
(niedrigem Migrationsverhalten) assoziiert.

Gewisse Marker konnten eine molekularbiologische Fahigkeit des Tumors
begunstigen, sich der Strahlung zu entziehen.

Wie die genauen Wirkungsweisen sein konnten, muss mittels anderer
Versuchsaufbauten (Immuno-Assays, etc.) standardisiert untersucht werden. Denkbar
ware beispielsweise auch eine sogenanntes ,Mapping“ der Mikroumgebung der
Feldgrenzen. Durch exakte Bestimmung der Enzymexpressionen knapp innerhalb der
Feldgrenzen, an den Feldgrenzen selbst und knapp auferhalb der Feldgrenzen
kénnten mafligeschneiderte Profile dieser Expressionen erstellt werden und als Folge
exaktere Aussagen zu ihrer Rolle in der Tumormigration getroffen werden. Zudem
kénnte dadurch unbeschadigtes Gewebe vor unnétiger Strahlung geschont und unter
Umstanden auch ein besserer Therapieanspruch fur den Patienten erreicht werden.
Sicherlich muss auch die Rolle der klassischen Risikofaktoren (Alkohol, Nikotin, HPV)
fur das Entstehen von Rezidiven und somit deren Auswirkung auf das
Migrationsverhalten des Tumors untersucht werden. Als Beispiel kénnte eine Non-
Compliance des Rezidivpatienten genannt werden, der trotz initialer Heilung sein
Risikoverhalten nicht verandert hat. Rauchen fordert in diesem Fall auch an der Stelle
des Primartumors die Hypoxie im Gewebe und kdénnte so zu einem rascheren Auftreten
eines Rezidivs fuhren. Nichtsdestotrotz ist das Noxenverhalten lediglich ein Parameter
von vielen (z.B. aulRerdem: Feldkanzerisierung, Zweit- und Dritttumore unabhé&ngig
vom Primartumor vor allem bei Komorbiditaten etc.) im Entstehungsprozesses eines
Rezidivs. Somit ist eine Untersuchung auf molekularbiologischer Ebene trotzdem
weiterhin in Relation zur Klinischen Beurteilung des Patienten im Sinne einer

ganzheitlichen Therapie zu sehen.
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6. Zu samtlichen in diesen Abschnitt gefundenen Ergebnissen sei nochmals explizit
darauf hingewiesen, dass diese auf rein deskriptiver Statistik beruhen und somit keine
allgemeinen Aussagen zulassen. Dieser Abschnitt ist lediglich als Vorarbeit und erster
Versuch einer Einordnung zu sehen. Die wenigen untersuchten Rezidive und auch die
bisher sehr sparliche Literatur in diesem Feld bedirfen mit Sicherheit weiterer
grolRangelegter prospektiver Studien mit einem gré3eren Patientenkollektiv unter

standardisierten Bedingungen.

5.3.6 Probleme

Im Rahmen unserer umfangreichen Untersuchungen ergaben sich naturgemaf auch eine
Reihe von Problemen, die im folgenden Teil angesprochen werden.

Zu Beginn ist anzuftihren, dass fir jede Untersuchung einer grof3en Menge an Markern auch
eine grof3e Fallzahl nétig ist. In unserem Fall wurden Uber einen Beobachtungszeitraum von
10 Jahren 121 Patienten, die allesamt dieselben Therapieoptionen bekommen haben,
miteingeschlossen. Die tatsachliche Anzahl jener Patienten, die in unsere Betrachtung
miteingeschlossen werden konnten, war jedoch deutlich geringer. Das war zumeist der
Tatsache geschuldet, dass einige Falle aufgrund eines fehlenden Ereignisses
(Therapieverweigerung, inoperabel, Tumorgewebeblock nicht verwertbar) aus dem
Testverfahren ausgeschlossen werden mussten. Die Wahrscheinlichkeit flr das Fehlen eines
Ergebnisses steigt naturgeman mit der Anzahl der untersuchten Marker. Trotz standardisierter
Farbemethoden waren einige Gewebeproben nicht beurteilbar. Die Patienten mussten dann
fir samtliche Betrachtungen aus den Berechnungen genommen werden. In manchen Fallen
war nicht mehr ausreichend Tumormaterial auf den Paraffinblécken vorhanden. Somit
mussten auch sie komplett aus der Betrachtung genommen werden, was die Fallzahlen und
die statistische Aussagekraft von Beginn an beeinflusste, insbesondere bei der Subgruppe der
Patienten mit Lokalrezidiv.

Besonders deutlich wird dies bei den ermittelten Cox-Regressionen im Anschluss an die
Kaplan Meier Analysen. Wie bereits erwahnt erfillten unsere Berechnungen hinsichtlich DFS
aufgrund der zu geringen Anzahl an Fallen und der zu geringen Anzahl an Ereignissen die
Voraussetzung fir die Durchfiihrung dieser Berechnung nicht bzw. nur teilweise.
Anzumerken ist auch, dass immunhistochemische Arbeiten allein keine kausalen
Zusammenhange zwischen den verschiedenen Markern herstellen kénnen. Eine Korrelation
zweier Marker ist nicht gleichbedeutend mit einer kausalen Verbindung untereinander. Solche
statistischen Korrelationen kénnen lediglich als ein orientierendes Screening verstanden
werden. Hier gelangen wir auch zu einem der Hauptkritikpunkte die der
immunhistochemischen Auswertung vorgeworfen werden: Diese Methode wird oft fur ihre

Subjektivitdt des Auswertungsverfahrens ohne Standardisierung kritisiert (Kim, Roh et al.
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2016). Zudem lasst sie nur schwer eine quantitative Analyse zu. Um der genannten
Problematik  entgegenzuwirken, verwendeten wir fir die  Auswertung der
immunhistochemischen Schnitte ein spezielles Scoring-System, welches innerhalb unserer
Arbeitsgruppe bereits fir vorhergehende Arbeiten verwendet wurde (Pickhard, Grober et al.
2014). Indem zusatzlich unsere Auswertung von zwei unabhéngigen Untersuchern
durchgefuhrt wurde und dartiber hinaus die Expressions-Scores mittels Cut-off-Werten in
dichotome Ereignisse (positiv vs. negative Expression) umgewandelt wurden, konnten wir
somit das Problem der Subjektivitéat weitestgehend beseitigen. Allerdings ist uns bewusst, dass
durch die Einfihrung von Cut-Off-Werten Information Gber Auspragung und Intensitat von
Farbungen in ihrer Gesamtheit verloren geht. Zudem gibt es bislang keine allgemein gultigen
Scores, die von unterschiedlichen Arbeitsgruppen gleichermalRen angewandt werden. Alle
Faktoren erschweren es, einheitliche Studiendesigns zu kreieren und erklaren zum Teil auch,
warum bislang keine allgemein anerkannten Biomarker im Bereich der HNSCCs gefunden
werden konnten (Economopoulou, de Bree et al. 2019). Sicherlich ware ein standardisiertes
Vorgehen im Sinne von Therapiestandards, standardisierten Probeentnahmen sowie im
Bereich der Immunhistochemie standardisierte Vorbereitungs- und Farbeprotokolle dringend
notig. Die groRe Anzahl an Veroéffentlichungen in diesem Forschungsgebiet mit bislang noch
sehr heterogenen Studienergebnissen aus zumeist retrospektiven Arbeiten zeigen aber das
klare Interesse an einer Biomarker-gerichteten Diagnose- und Therapieform.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte
Kollektiv nur bedingt geeignet war, um generelle Rickschlusse auf die Tumorgenese bei
HNSCCs zu erhalten. Es wird einer gréReren Zahl an prospektiven Studien bediirfen, welche

eine bessere Vereinheitlichung zulassen werden.
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6 Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Halsbereich (Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma, HNSCCs) sind zurzeit die sechsthaufigste Tumor-Entitat weltweit mit etwa
500.000 Fallen pro Jahr. Trotz besserem Verstandnis der molekularbiologischen Vorgange
und daraus resultierenden Optimierungen in den Therapiemdglichkeiten stagniert die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei ca. 50% (Bose, Brockton et al. 2013). Bislang galten klassische
Risikofaktoren wie Rauch- und Alkohol-Verhalten, eine mogliche HPV-Infektion oder auch die
TNM-Klassifikation als erste Prognosefaktoren. In den vergangenen Jahren wuchs jedoch das
Interesse an Vorgangen, welche auf molekularer Ebene fir die Onkogenese der HNSCCs
verantwortlich sein kénnten (Target Therapie). So traten vor allem Enzyme der
Signaltransduktion sowie der Zellzyklusregulation ins Zentrum des Forschungsinteresses. Ziel
ist eine bei Diagnosestellung bessere Einordnung der Patienten in individuelle Risikoprofil-
Gruppen zu ermdglichen und somit eine mafRgeschneiderte Tumortherapie einleiten zu
kénnen.

Basierend auf Vorarbeiten wurden potenzielle Biomarker hinsichtlich Prognosetauglichkeit
untersucht und in weiterer Folge mit CT-basiert gemessenem Tumorvolumen Kkorreliert, um
Informationen Uber mdogliche Biomarker-Expressionen und deren Rolle in der
strahleninduzierten Migration an den Feldgrenzen von Rezidiven zu erhalten. Wir untersuchten
an einem Patientenkollektiv von 121 HNSCC-Patienten mittels IHC die Expressionsmuster von
acht Biomarkern (pAkt, Survivin, Hifta, CD44, ALDH1, PD-1, PD-L1, p16), denen eine
potenzielle Rolle in der Onkogenese zugeschrieben wird. Die Ergebnisse wurden mit
klinischen Charakteristika korreliert und statistisch ausgewertet.

Dabei konnten im ersten Schritt einige signifikante Korrelationen der Marker untereinander
gefunden werden, insbesondere Hif1a und Survivin. Ebenso konnten wir Zusammenhénge
zwischen Markerexpressionen und klinischen Parametern finden. So war eine negative p16-
Expression im Tumorgewebe mit einem niedrigen histopathologischem Grading signifikant
assoziiert. Fur Patienten mit negativer pAkt-Expression lag ein signifikanter Zusammenhang
zu héheren Tumorstadien vor. Ebenfalls auffallig war in diesem Zusammenhang die Tendenz
zwischen positiver Hif1a-Expression und dem vermehrten Auftreten von Fernmetastasen. Fir
die spezielle Entitat der p16-positiven HNSCCs ergaben sich aufféllige Tendenzen fur positive
ALDH1-Expressionen und hohem histopathologischen Grading sowie negativer pAkt-
Expression und hohem Tumorstadium.

In den Kaplan-Meier-Analysen konnte fir das Gesamtiiberleben eine Signifikanz fir p16 sowie
Tendenzen fur PD-1 und PD-L1 gefunden werden. Fiir das krankheitsfreie Uberleben konnten
lediglich Tendenzen fur PD-1immun-, und PD-L1Immun-Expressionen gefunden werden. Fur
die Subgruppe der pl6-negativen HNSCCs liel3 sich dieser Trend fir eine erhéhte PD-
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L1Immun-Expression erneut finden. Im anschlieBenden Cox-Regressions-Modell konnte sich
p16 signifikant hinsichtlich Gesamttiberleben durchsetzen.

Im Rahmen der Untersuchungen der Feldrandrezidive ergaben sich trotz geringer Fallzahlen
aufbauend auf Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe erste auffillige Tendenzen fir pAkt,
Survivin, PD-1 sowie p16 fur deren Auswirkung auf strahleninduzierte Migration.

In den letzten Jahren zeichnete sich im Bereich der HNSCCs bereits ab, dass es schwer
werden wird, einzelne molekulare Prognosemarker herauszufiltern. Auch die Kombination aus
mehreren Markern blieb bisher aufgrund der sehr heterogenen Onkogenese weitestgehend
erfolglos. Erwartungsgemald reihen sich auch die Ergebnisse unserer Arbeit in den
allgemeinen Tenor ein. Dennoch finden sich einige interessante Zusammenhange, welche das
Prognosepotential der von uns untersuchten Marker erkennen lassen. Insbesondere die
Immunzell-Marker PD-1 und PD-L1 scheinen hier groRes prognostisches Potential zu
besitzen.

Auch die von uns erstmalig durchgefihrte Korrelation von Enzymexpressionen und CT-
basierten VolumengrofRen aus der Strahlentherapie zur Untersuchung der Feldrandrezidive
bringt erste Aufschlisse Uber die mdglichen Rollen der einzelnen Marker. Sicherlich ist hier
allerdings noch eine genauere Betrachtung der Mikroumgebung an und um die Feldgrenzen
mittels geeigneter Methoden notig. Beispielsweise konnte ein sogenanntes ,Mapping® im
Bereich der Feldgrenzen erfolgen, in dem Enzymexpressionen knapp innerhalb der
Feldgrenzen, direkt an den Feldgrenzen sowie knapp aufRerhalb der Feldgrenzen bestimmt
werden.

Unsere Arbeit stellt somit einen weiteren Schritt in der molekularbiologischen
Charakterisierung der HNSCCs auf dem Weg zu individueller Therapie-, Prognose- und
Risikostratifizierung dar. Zur genaueren Evaluierung der von uns gefundenen Daten und deren
klinischer Anwendung wird es allerdings noétig sein, die gefundenen Ergebnisse anhand

grolerer Patientenkollektive unter standardisierten Bedingungen weiter zu Uberprifen.
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10 Anhang
Tabellen A-J: Immunhistochemische Auswertung der einzelnen Biomarker
AKTCutOff
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig 0 65 53,7 75,6 75,6
1 21 17,4 24,4 100,0
Gesamt 86 71,1 100,0
Fehlend System 35 28,9
Gesamt 121 100,0
AKT-Score
Glultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 51 42,1 59,3 59,3
2 14 11,6 16,3 75,6
3 4 3,3 4,7 80,2
4 4 3,3 4,7 84,9
5 4 3,3 4,7 89,5
6 3 2,5 3,5 93,0
7 6 5,0 7,0 100,0
Gesamt 86 71,1 100,0
Fehlend System 35 28,9
Gesamt 121 100,0
Tabelle A: Immunhistochemische Auswertung fur pAkt
SurvivinCutoff
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig 0 71 58,7 74,7 74,7
1 24 19,8 25,3 100,0
Gesamt 95 78,5 100,0
Fehlend System 26 21,5
Gesamt 121 100,0
Survivin-Score
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig 0 43 35,5 45,7 45,7
2 27 22,3 28,7 74,5
8 11 9,1 11,7 86,2
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4 10 8,3 10,6 96,8
5 2 1,7 2,1 98,9
6 1 .8 1,1 100,0
Gesamt 94 77,7 100,0
Fehlend System 27 22,3
Gesamt 121 100,0
Tabelle B: Immunhistochemische Auswertung fiir Survivin
HifCutoff
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 34 28,1 37,8 37,8
1 56 46,3 62,2 100,0
Gesamt 90 74,4 100,0
Fehlend System 31 25,6
Gesamt 121 100,0
Hif1Alpha-Score
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 12 9,9 13,0 13,0
1 1 ,8 1,1 14,1
2 23 19,0 25,0 39,1
8 11 9,1 12,0 51,1
4 14 11,6 15,2 66,3
5 14 11,6 15,2 81,5
6 8 6,6 8,7 90,2
7 9 7,4 9,8 100,0
Gesamt 92 76,0 100,0
Fehlend System 29 24,0
Gesamt 121 100,0
Tabelle C: Immunhistochemische Auswertung fiir Hifla
CD44cCutoff
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig 0 5 41 53 5,3
1 90 74,4 94,7 100,0
Gesamt 95 78,5 100,0
Fehlend System 26 21,5
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Gesamt 121 100,0
CD44-Score
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 3 2,5 3,2 3,2
3 1 ,8 1,1 4,3
4 1 ,8 1,1 5,4
5 2 1,7 2,2 7,5
6 2 1,7 2,2 9,7
7 84 69,4 90,3 100,0
Gesamt 93 76,9 100,0
Fehlend System 28 23,1
Gesamt 121 100,0
Tabelle D: Immunhistochemische Auswertung flir CD44
ALDHCutoff
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig 0 46 38,0 51,7 51,7
1 43 35,5 48,3 100,0
Gesamt 89 73,6 100,0
Fehlend System 32 26,4
Gesamt 121 100,0
ALDH1-Score
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig 0 41 33,9 46,6 46,6
2 4 3,3 4,5 51,1
8 4 3,3 4,5 55,7
4 3 2,5 3.4 59,1
5 6 5,0 6,8 65,9
6 8 6,6 9,1 75,0
7 22 18,2 25,0 100,0
Gesamt 88 72,7 100,0
Fehlend System 33 27,3
Gesamt 121 100,0

Tabelle E: Immunhistochemische Auswertung fir ALDH1



PDL1 CutOff

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 24 19,8 27,9 27,9
1 62 51,2 72,1 100,0
Gesamt 86 71,1 100,0
Fehlend System 35 28,9
Gesamt 121 100,0
PDL1Score
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig 0 24 19,8 28,6 28,6
1 30 24,8 35,7 64,3
2 12 9,9 14,3 78,6
8 8 6,6 9,5 88,1
4 6 5,0 7,1 95,2
5 4 3.3 4,8 100,0
Gesamt 84 69,4 100,0
Fehlend System 37 30,6
Gesamt 121 100,0
Tabelle F: Immunhistochemische Auswertung fur PD-L1
PDL1ImmunCutOff
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig 0 21 17,4 24,4 24,4
1 65 53,7 75,6 100,0
Gesamt 86 71,1 100,0
Fehlend System 35 28,9
Gesamt 121 100,0
PDL1ImmunProzent
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 20 16,5 23,5 23,5
1 33 27,3 38,8 62,4
2 9 7,4 10,6 72,9
8 1 ,8 1,2 74,1
4 2 1,7 2,4 76,5
5 11 9,1 12,9 89,4
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6 2 1,7 2,4 91,8
8 1 ,8 1,2 92,9
10 3 2,5 3,5 96,5
5 1 ,8 1,2 97,6
20 1 ,8 1,2 98,8
>30 1 ,8 1,2 100,0
Gesamt 85 70,2 100,0
Fehlend System 36 29,8
Gesamt 121 100,0
Tabelle G: Immunhistochemische Auswertung fir PD-L1_Immun
PD1-CutOff
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 82 67,8 96,5 96,5
1 3 2,5 3,5 100,0
Gesamt 85 70,2 100,0
Fehlend System 36 29,8
Gesamt 121 100,0
PD1Score
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig 0 82 67,8 96,5 96,5
1 2 1,7 2,4 98,8
>5 1 .8 1,2 100,0
Gesamt 85 70,2 100,0
Fehlend System 36 29,8
Gesamt 121 100,0
Tabelle H: Immunhistochemische Auswertung fir PD-1
PD1limmunCutoff
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giltig 0 56 46,3 65,1 65,1
1 30 24,8 34,9 100,0
Gesamt 86 71,1 100,0
Fehlend System 35 28,9
Gesamt 121 100,0
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PDlimmunProzent

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig 0 55 45,5 64,7 64,7
1 18 14,9 21,2 85,9
5 7 5,8 8,2 94,1
10 4 3,3 4,7 98,8
>20 1 ,8 1,2 100,0
Gesamt 85 70,2 100,0
Fehlend System 36 29,8
Gesamt 121 100,0
Tabelle I: Immunhistochemische Auswertung fir PD-1_Immun
P16
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig 0 69 57,0 75,0 75,0
1 23 19,0 25,0 100,0
Gesamt 92 76,0 100,0
Fehlend System 29 24,0
Gesamt 121 100,0

Tabelle J: Immunhistochemische Auswertung fur p16
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