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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Begriffserklarung

In der vorliegenden Arbeit geht es um den Aufbau und den Nutzen einer Gewebekohorte mit
Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher Lokalisation im Kopf-Hals-Bereich und die
Notwendigkeit der weiteren molekularen und immunologischen Charakterisierung dieser
Tumorentitdt. Unter dem Begriff Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (engl. head
and neck squamous cell cancer, HNSCC) im eigentlichen Sinne werden primare
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle, des Larynx, des Oro- und des Hypopharynx
zusammengefasst. Auch die Plattenepithelkarzinome in zervikalen Lymphknoten, denen sich
kein Primartumor zuordnen lasst (engl. cancer of unknown primary, CUP), werden als HNSCC

gefiihrt [1].

1.2 Epidemiologie

Das HNSCC ist weltweit der sechsthaufigste maligne Tumor und steht an achter Stelle im
Hinblick auf tumorabhangige Todesursachen [2,3]. Das typische mittlere Erkrankungsalter
liegt geschlechterspezifisch bei 62 Lebensjahren fir Manner und 63 fiir Frauen [4]. Manner
erkranken dabei in etwa 3-mal haufiger an HNSCC als Frauen [5]. Eine in den letzten Jahren
zunehmende Inzidenz stellt dabei ein groBes Gesundheitsproblem dar. Im Schnitt erkranken
in Deutschland jahrlich 3680 Frauen und 9450 Manner, was Erkrankungsraten von
5,9/100.000 und 17,9/100.000 entspricht. Davon sterben jahrlich 1389 Frauen und 4084
Manner (Sterberaten: 2/100.000, 7,5/100.000) [6]. Die Ursachen fir einen todlichen Ausgang
der Erkrankung sind in der Diagnosestellung im meist fortgeschrittenen Stadium, dem dadurch
bedingten spaten Therapiebeginn und der Rezidivierung nach erfolgter Therapie zu finden [7].
Am haufigsten tritt das HNSCC im Bereich der Mundhohle auf, gefolgt vom Pharynx und

weniger haufig im Larynx [4,5].
1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Flir das HNSCC wurden bereits vor langerer Zeit bekannte Risikofaktoren definiert, zu denen
vordringlich Alkoholkonsum und das Rauchen von Zigaretten zahlen. Das Risiko an einem

HNSCC zu erkranken ist bei Rauchern im Vergleich zur Gesamtbevélkerung um den Faktor 20
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erhoht. Fiir Menschen mit regelmaRigem Alkoholkonsum steigt das Risiko um den Faktor 5. In
Kombination der beiden exogenen Risikofaktoren wurde eine Risikosteigerung um das 50-
fache beschrieben [2]. Ferner fihren Infektionen mit viralen Onkogenen, wie dem Humanen
Papillomvirus (HPV), zu einer Entwicklung von HNSCC. Die molekularen Mechanismen
unterscheiden sich dabei deutlich von denen der nicht-HPV-assoziierten HNSCC, was dazu
gefuhrt hat, dass Plattenepithelkarzinome des Oropharynx abhangig vom HPV Status
mittlerweile als eigenstandige Tumor-Subgruppe gefiihrt werden [1]. Die spezifischen
Unterschiede dieser beiden Formen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Weitere
Risikofaktoren sind auBerdem genetische Disposition, Strahlenexposition, Immunsuppression

und schlechte Mundhygiene [8].

1.4 Histologie des HNSCC

1.4.1 Pathologie

Das Plattenepithelkarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor, der eine plattenepitheliale
Differenzierung aufweist und mit oder ohne Verhornung auftreten kann. Bekannt ist dabei,
dass die Tumorgenese als mehrstufiger Prozess ablauft und sich tber histologisch definierte
Vorstufen, wie intraepitheliale Neoplasien (IEN) oder squam®ds intraepitheliale Lasionen (SIL),

ausbildet, die ihrerseits mit genetischen Veranderungen assoziiert sind [9].

Makrospkopisch imponiert es (iber eine zumeist endophytische Wachstumsform, die in
fortgeschrittenen Stadien ulzerieren kann. Selten tritt ein Plattenepithelkarzinom auch durch
exophytisch- papillares Wachstum in Erscheinung. Sie infiltrieren aggressiv und metastasieren
lymphogen in die regionaren Lymphknoten und seltener hamatogen, dann aber vornehmlich

in die Lunge (70%), gefolgt von Leber und Knochen [10].

Mikroskopisch kann man ein invasives Wachstum mit Durchbrechung der Basalmembran,
welches die Eskalation der Vorstufen zum Karzinom markiert, und Bildung von Tumorinseln
im Gewebe beobachten. Verhornendes Epithel, das nicht abgeschilfert werden kann, formt
dabei haufig so genannte Hornperlen, die als zwiebelartige Nester im Gewebe in Erscheinung
treten. Zellmorphologische Verdnderungen sind umso ausgepragter, je weniger differenziert
der Tumor ist. Dabei lassen sich Zellkernpleomorphien und verstarkte mitotische Aktivitat

beobachten [9].
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1.4.2 Molekularpathologie

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs kénnen zunachst grob in HPV-positiv und
HPV-negativ eingeteilt werden, da sich diese beiden Formen hinsichtlich ihrer molekularen

Genese stark voneinander unterscheiden [11].

Bei der klassischen Form, dem HPV-negativen HNSCC, wird angenommen, dass es durch
exogene Noxen, wie Tabakrauch und Alkoholkonsum, und genetische Pradisposition zu
zelluldren Veranderungen der DNA, wie Deletion, Punktmutation und Promotermethylierung,
kommt. Diese wiederum filihren dazu, dass die Genamplifikation von Tumorsupressorgenen
inaktiviert und von Protoonkogenen aktiviert werden und somit der Zellzyklus gestort wird.
Am haufigsten hiervon betroffen sind das Tummorsuppresor-Protein p53, das Retinoblastom-
Protein (pRB), das Tumorsupressorgen Cyclin D1, das Fragile Histidine Triad Gene (FHIT) und
der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) [11]. Letztgenannter ist mit einer Haufigkeit
von 90% in HNSCC Uberexprimiert [12] und ist dabei Ziel spezifischer Antikdrpertherapien

(siehe 1.7 Therapieoptionen).

23,5% der HNSCC und bis zu 50% der Oropharynxkarzinome (engl. oropharyngeal squamous
cell carcinoma, OPSCC) in Deutschland weisen einen positiven HPV Status auf und die Inzidenz
dieser Form steigt stetig an [11,13]. Es gibt ca. 100 verschiedene HPV-Typen, die sowohl Haut
als auch Schleimhaute infizieren kénnen. Dabei werden diese in Hochrisiko und Niedrigrisiko-
Typen unterteilt. Hochrisiko-HPV, wie HPV 16 und 18, tragen dabei durch virale Onkoproteine
(E6 und E7) zur Tumorentstehung vor allem im Oropharynx bei [14]. Hier fliihren E6 und E7
gegentber HPV-negativen HNSCC zu nachweislich unterschiedlichen genetischen
Veranderungen, die zu einer Aktivierung des Zellzyklus, der Unterbindung von Apoptose und
einer verringerten Immunantwort des Wirts fihren konnen [15]. Zum Beispiel konnte
beobachtet werden, dass p53 bei HPV-Positivitdat meist als Wildtyp vorliegt. Jedoch wird auch

hier die Aktivitat von p53 vermindert, da das virale Protein E6 p53 inaktiviert [11].

Das Tumorsupressorgen pl6 wird bei HNSCC, die durch HPV-Infektion bedingt sind,
hochreguliert und kann dadurch als Surrogatmarker einer HPV-assozierten Tumorgenese
verwendet werden. Obwohl diese Koexpression nicht immer Ubereinstimmt, wird nach der
aktuellen UICC Klassifikation (siehe 1.5) der p16 Status dazu genutzt, die HPV-Assoziation
eines OPSCC zu erfassen [1,16].




Einleitung 4

Tabelle 1: Eigenschaften von HPV positiven und HPV negativen HNSCC

Faktor HPV negative HNSCC HPV positive HNSCC
Inzidenz absteigend ansteigend
Atiologie Rauchen, Alkoholabusus Oralverkehr

Alter >60 Jahre <60 Jahre

p53 Mutation haufig selten

E6/E7 Onkoproteine nein ja

pl16-Status negativ positiv
Pradilektionsstelle Keine Oropharynx
Prognose ungunstig glinstig

1.5 UICC Klassifikation

Die Stadieneinteilung von HNSCC erfolgt nach der jeweils gliltigen Union internationale contre
le cancer (UICC) Klassifikation anhand der klinischen und pathologischen TNM-Evaluation und
wird fiir die jeweilige anatomische Lokalisation spezifisch klassifiziert (T: Tumor, Ausdehnung
und Verhalten des Primartumors (engl. primary tumor, PT); N: Nodus, Fehlen bzw.
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (engl. lymph node metastasis, LM); M:
Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen (engl. distant metastasis, DM).
Das Suffix ,,c“ (clinical) steht fiir die klinische, das Suffix ,,p“ (pathological) fiir die histologisch
gesicherte Beurteilung. Diese Klassifikation unterliegt dabei einer stetigen Anpassung und
wurde zuletzt im Januar 2017 auf die aktuelle 8. Edition gedndert. Exemplarisch ist hier die

Einteilung der Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle in Tabelle 2a) und 2b) aufgefiihrt [1]:

Tabelle 2a): 8. Auflage der TNM Klassifikation flir HNSCC des Mundraumes

T Primdrtumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor 2 cm oder weniger in groflter Ausdehnung und 5mm oder

weniger maximale Invasionstiefe
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T2

T3

T4a

T4b

NX
NO
N1

N2

N3a

N3b

MO
M1

N2a

N2b

N2c

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

Tumor mehr als 2 cm aber nicht mehr als 4 cm in groRter Ausdehnung
und nicht mehr als 10mm maximale Invasionstiefe

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

Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen der Maxilla oder Mandibula,
in duRere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M.
palatoglossus und M. styloglossus), Kieferhohle oder Gesichtshaut
Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus pterygoideus oder
Schadelbasis oder umschlieflt die A. carotis interna

Regiondre Lymphknoten

Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

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

Metastase(n) wie nachfolgend beschrieben:

Metastase(n) in solitaren ipsilateralen Lymphknoten, mehr als 3cm, aber
nicht mehr als 6cm in groBter Ausdehnung, ohne extranodale
Ausbreitung

Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6
cm in groBter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung

Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner
mehr als 6cm in groRter Ausdehnung, ohne extranodale Ausbreitung
Metastase(n) in Lymphknoten, mehr als 6cm in groBter Ausdehnung,
ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem einzelnen oder multiplen Lymphknoten, klinisch
mit extranodaler Ausbreitung

Fermetastasen

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen
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Tabelle 2b): 8. UICC Klassifikation flir HNSCC des Mundraumes

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium II T2 No MO
Stadium IlI T3 NO MO

T1,72,T3 N1 MO
Stadium IVA T4a NO, N1 MO

T1,T2,T3,T4a N2 MO
Stadium IVB Jedes T N3 MO

T4b Jedes N MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Fiir die spezifische Unterteilung der Ubrigen anatomischen Lokalisationen siehe dazu
Wittekind et al., 2015 [1]. Die UICC Klassifikation gilt dabei als der starkste prognostische
Faktor in der Diagnostik des HNSCC [17], hilft in der Behandlungsplanung, tragt dazu bei
Behandlungsergebnisse auszuwerten und ermoglicht den Informationsaustausch zwischen

Behandlungszentren.

1.6 Weitere Tumorklassifizierungen

Weitere Faktoren, die bei der Charakterisierung eines Tumors von Interesse sind und in der
klinischen Praxis Anwendung finden, sind der histopathologische Differenzierungsgrad (engl.
Grading) sowie das Fehlen oder Vorhandensein von Resttumorgewebe nach Resektion (engl.
positive margins, PM). Auch die Invasion von Tumorzellen in BlutgefaBe (V),
Perineuralscheiden (Pn) oder in LymphgefaRe (L) kann erhoben werden und diese werden

hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft diskutiert [18,19].

Im Rahmen des histologischen Gradings werden Merkmale wie die Mitoserate,
Zellpleomorphie oder das Vorliegen von Nekrosearealen bestimmt und das Tumorgewebe
somit hinsichtlich des Differenzierungsgrades unterteilt. Das Grading soll dabei ein Mal} fir
die Malignitat eines Tumors widerspiegeln, welches mit abnehmender Differenzierung des
Plattenepithels ansteigt (Vgl. Tabelle 3a) [1]). Diese Graduierung hat jedoch bislang fir das

HNSCC nur geringen prognostischen und therapeutischen Nutzen bewiesen, da es sich nur
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schlecht reproduzieren lasst [20]. Der Bewertung des R-Status nach Resektion demgegeniiber
kommt wiederum eine prognostische Relevanz hinsichtlich des mittleren Gesamtiberlebens
und des mittleren krankheitsfreien Uberlebens zu und hat Einfluss auf das anschlieRende

adjuvante Therapiekonzept [21]. Die Einteilung ist dafiir Tabelle 3b) zu entnehmen [1].

Tabelle 3a): Histopathologische Grading (G)-Kategorien

G Grading

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1 Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

Tabelle 3b): Residualtumor (R)-Klassifikation

R Residualtumor

RX Das Vorhandensein eines Residualtumors kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

1.7 Therapieoptionen

Wichtig in der Behandlung des HNSCC ist die prognostisch glinstige Fritherkennung des
Tumorbefundes, da sich je nach AusmaR der Erkrankung bei Erstdiagnose (ED) entweder ein
kuratives oder palliatives Therapiekonzept anschlieBt. Daflir werden die bereits aufgefiihrten
Klassifikationssysteme und prognostischen Faktoren in Verbindung mit der Bewertung des
Allgemeinzustandes, des Alters und des individuellen Wunsches des Patienten in die
spezifische Entscheidungsfindung mit einbezogen. Eine kurative Therapie verfolgt dabei einen
heilenden Ansatz, wohingegen die palliative Therapie den Fokus eher auf die Linderung der
krankheitsbezogenen Begleiterscheinungen legt und zum Beispiel die Reduktion von

Schmerzen beabsichtigt oder organische Funktionseinschrankungen ertraglicher gestalten
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soll. Eine palliative Versorgung bietet sich demnach bei inoperablen Tumoren mit unginstiger

bis infauster Prognose an.

Die kurativen Therapieoptionen des primaren HNSCC umfassen die operative Entfernung in
Kombination mit oder ohne adjuvanter Bestrahlung oder ergdnzender Radiochemotherapie.
Die chirurgische Versorgung kann dabei erhebliche Entstellungen der physiologischen
Anatomie nach sich ziehen, die durch Narbenbildung und Funktionseinschrankungen, wie
permanenten Schluck- und Sprachstérungen, groRen Einfluss auf die posttherapeutische
Lebensqualitdt des Patienten haben kénnen. Der Goldstandard der chirurgischen Versorgung
beinhaltet dabei die therapeutische oder prophylaktische lokoregiondre Entfernung von
Lymphknoten (engl. neck dissection), deren Nutzen in Abwagung gegen Komplikationen wie
Wundheilungsstorungen, Weichteilinfektionen, Vernarbungen, Wundschmerzen und
kosmetischen Defiziten jedoch kritisch diskutiert wird [22]. Aus diesem Grund ware es
notwendig, spezifische Marker zu identifizieren, die okkulte LM (cNO) anzeigen und dadurch

eine scharfere operative Indikationsstellung moglich machen kdnnten.

Radiochemotherapie und Chemotherapie kénnen als adjuvante, neoadjuvante oder in
palliativer Versorgung auch als primare Versorgung durchgefiihrt werden. Jedoch kénnen
auch diese ebenso zu wesentlichen Funktionseinschrankungen filihren. Dabei neigen
Patienten vornehmlich dazu, Schluck- und Sprachstérungen durch Mundtrockenheit
(Xerostomie) und Schleimhautnekrosen oder Knochen- und Weichteilatrophie zu erleiden
[23]. Je nach Lokalisation und Ausbreitung kann die Strahlentherapie dabei auch als
Brachytherapie erfolgen, wodurch das Nebenwirkungsprofil durch geringere Beeintrachtigung

des tumorumgebenden Gewebes herabgesenkt wird [24].

Um das Jahr 2010 ist der monoklonale Antikdrper Cetuximab als zusatzliches Therapeutikum
fir die Behandlung des fortgeschrittenen und rezidivierenden HNSCC zugelassen worden und
hat in der Phase-lll EXTREME Studie in Kombination mit platinhaltigen Chemotherapeutika
einen positiven Einfluss auf das mittlere Gesamtiberleben (engl. overall survival, OS)
bewiesen [25]. Cetuximab richtet sich gegen die extrazellulire Domane des EGFR, blockiert
diese und fiihrt konsekutiv zu einer Herunterregulierung des Wachstumsreizes [26]. Leider

haben Folgestudien diesen positiven Einfluss nicht reproduzieren kénnen, weshalb Cetuximab




9 Einleitung

mittlerweile nur noch bei Patienten erwogen wird, die auf Grund eines schlechten

Allgemeinzustands die Standardtherapie nicht vertragen [27].

Seit 2016 werden programmed cell death ligand 1 (PD-1) Immun-Checkpoint Inhibitoren (ICI,
Pembrolizumab und Nivolumab) fir die Behandlung des rezidivierenden oder
metastasierenden HNSCC verwendet [28]. In der Phase-lll Keynote-040 Studie konnte bei
Patienten, deren Tumoren PD-L1 mit einem kombinierten positiven Score (compined positive
score, CPS) >1% exprimierten, bei Monotherapie mit Pembrolizumab ein verldangertes
Gesamtliberleben gegeniliber der Standardtherapie ermittelt werden. AuBerdem konnte der
gleiche Effekt, unabhangig von der PD-L1 Expression, durch eine Kombination zwischen ICI
und Chemotherapie auch am Gesamtkollektiv beobachtet werden [29]. Im Gegensatz zu
anderen Tumorentitdten, wie dem Malignen Melanom, hat sich jedoch auch hier gezeigt, dass
sich die Prognose nicht vergleichbar verbessert [30,31] und die Suche nach Markern, die das

Ansprechen auf ICl anzeigen, dadurch in den Fokus der Forschung stellt [32].

1.8 Prognose

Trotz der Bemiihungen neue Therapieoptionen zu etablieren ist die Prognose des HNSCC
weiterhin ungilinstig. Abhangig von Geschlecht und Lokalisation tGberleben gerade einmal die
Hélfte der HNSCC Patienten die ersten 5 Jahre [5]. Mit steigendem Tumor-Stadium, sinkt dabei
das mittlere Uberleben. Fiir UICC Ill und IV liegt das mittlere 2-Jahres Uberleben nach ED
gerade mal bei 30% und 30-50% entwickeln ein Lokalrezidiv (engl. recurrent disease, RD), was
sich in einem ungiinstigen mittleren krankheitsfreien Uberleben widerspiegelt [33—36]. Schon
seit vielen Jahren zeichnet sich dabei keine signifikante Verbesserung der Prognose ab und
herkémmliche Therapieregime wie die neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapie zur
adjuvanten Bestrahlung in bestimmten klinischen Situationen, wie der Kapselruptur bei LM+
(vgl. 1.8.1 Prognosefaktoren), konnten die Prognose bei erhohter Toxizitdt auch nur

geringgradig verbessern [33,35,37].
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1.8.1 Prognosefaktoren

Die Stadieneinteilung nach UICC wird generell als Goldstandard fir die Beurteilung der
Prognose von Patienten mit HNSCC gewertet. Dabei wird vor allem dem T-Stadium eine
wichtige Komponente zugesprochen, da die lokoregiondre Tumorausbreitung, isoliert
betrachtet, allgemein eine schlechtere Prognose anzeigt [17]. Auch die DM ist ein wichtiger
prognosebestimmender Faktor [10]. Ein negativer Einfluss auf das Uberleben durch das
alleinige Auftreten von LM (LM+) hat sich fiir das HNSCC nicht valide bestatigen lassen und
wird in der Literatur unterschiedlich bewertet [38]. Entscheidend fiir die Prognose sind dabei
eher die Anzahl, die GréBe und das Verteilungsmuster der LM, was durch zuséatzliche Faktoren
wie die Kapselruptur mit konsekutiver extrakapsuldrer Tumorausbreitung (engl. extracapsular
spread, ECS) erganzt wird, da diese zu einem erhdhten Auftreten von RD und DM fiihren [39].
Des Weiteren liefern patientenbezogene Faktoren wie das Alter, das Geschlecht, der
Allgemeinzustand (zum Beispiel mit Hilfe des Karnowsky Index klassifiziert), und der
Immunstatus wichtige Einflusskriterien fir den Verlauf und die Prognose der Erkrankung und
sind daher wichtige Parameter in der Entscheidung fiir oder gegen eine Therapieoption [40].
Der Karnofsky Index wichtet dabei symptombezogene Einschriankungen anhand einer
prozentualen Gliederung [41]. Weiterhin ist das friihe RD ein prognosebestimmender Faktor,
der mit einem frihen Ableben assoziiert ist [42]. Trotz weitreichender Suche konnte bislang
jedoch fir keinen molekularbiologischen Parameter eine valide prognostische Bedeutung
nachgewiesen werden [17] und die Palette an prognosebestimmenden Markern oder solchen,

die ein spezifisches Therapieansprechen anzeigen, bleibt fir das HNSCC weiterhin limitiert.

Fiir das OPSCC konnte gezeigt werden, dass ein positiver HPV-Status und die damit
einhergehende virale Tumorgenese gegenliber der klassischen Tumorgenese eine giinstigere

Prognose birgt. In den anderen Tumorlokalisationen hat sich dieser Effekt nicht bestatigt [43].

1.9 EVI1

Ecotropic virus integration site-1 (EVI1) wurde im Jahre 1988 erstmals als retrovirale
Integrationsstelle in myeloiden Tumoren in einem Mausmodell identifiziert [44]. In einem
Vergleich zwischen den murinen und humanen Gensequenzen lieR sich im Anschluss eine

groRe Uberschneidung feststellen, in der sich 95% der Aminosiduren und 91% der Nukleotide
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als identisch erwiesen und das EVI1 Gen auf dem Chromosomen-Band 3g26 identifiziert
werden konnte [45]. Das resultierende Protein entfaltet in Form eines Zinkfingerproteins
dabei die Moglichkeit als Transkriptionsfaktor an spezifische DNA-Sequenzen zu binden und
diese dadurch entweder zu aktivieren oder zu unterdriicken [46]. Dadurch wird eine Reihe
molekularer Mechanismen ausgelost, die Einfluss auf Proliferation, Differenzierung und
Apoptose haben. EVI1 ist in etwa 10% der akut myeloischen Leukdmie (AML) hochreguliert
und fungiert dort als Marker einer aggressiven Genese mit unglinstiger Prognose [47-51].
Nebst myeloiden Neoplasien hat sich dies auch in soliden Tumoren gezeigt, wo eine hohe
Expression mit einer schlechten Prognose einhergeht. Dies ist bislang im kolorektalen
Karzinom, im Prostatakarzinom, aber auch bei Ovarial, Brust- und Lungenkrebs
vorbeschrieben worden [52-56]. Weiterhin ist bekannt, dass EVI1 im Kolonkarzinom und im
Brustkrebs essentiell fir die Entwicklung von Tumormetastasen ist, da Tumorzellen, in denen
experimentell die EVI1-Expression herunterreguliert wurde, in vivo nicht mehr metastasieren

konnten [57]. Uber die Rolle von EVI1 in HNSCC ist bislang nichts bekannt.

1.10 TIME

Das Vermogen der Immunzellinfiltration in Tumorgewebe etabliert sich zunehmend als neue
,Hallmark of cancer”, da diese einen groRen Einfluss auf die Entstehung und Genese maligner
Erkrankungen beweist und durch neue Angriffsmoglichkeiten nicht zuletzt zu einer Revolution
der Behandlungsstrategien geflihrt hat [58,59]. Die Tumormikroumgebung (engl. tumor
microenvironment, TME) steht dabei im Zentrum der Forschung und wird hinsichtlich der dort
befindlichen Zellen und ihres Einflusses auf die Tumorgenese untersucht. Tumorassoziierte
Immunzellen kénnen dabei sowohl Funktionen tGbernehmen, die eine Tumorprogression
begiinstigen, aber auch zu einem Untergang und Abtoten maligner Zellen fiihren [59]. Viele
Tumore weisen dabei eine Infiltration durch eine heterogene Population von Immunzellen,
wie Makrophagen, B-Zellen, Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und T-Zellen auf. Sowohl den
CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen als auch den CD4-positiven Helfer-Zellen kommt dabei
in vielen soliden Tumoren ein positiver prognostischer Einfluss zugute [60-64]. Dies konnte
auch fur das HNSCC gezeigt werden [65], was die Immunzellverteilung im TME (tumor immune
microenvironment, TIME) hier als einen vielversprechenden Ansatz fir die Suche nach

prognostischen EinflussgrofRen kennzeichnet.
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1.11 Ziel der Dissertationsarbeit

Die Zielsetzung dieser Dissertationsarbeit bestand darin, eine reprasentative Gewebekohorte
mit Tumorgewebe von HNSCC-Patienten aufzubauen, mit retrospektiv erhobenen klinischen
Daten zu verknlipfen und den Nutzen einer solchen Kohorte beispielhaft darzulegen. Dabei
sollte der Fokus auf das Screening immunhistochemischer und immunologischer Marker
gelegt werden, um die Grundlage fir neue prognostische Angriffspunkte zu schaffen und das
molekulare Verstandnis des HNSCC zu erweitern. Daflir wurde zum einen die Rolle des
nukledren Markers EVI1 und sein Einfluss auf die Tumorgenese des HNSCC und die
Immunzellverteilung im TME nach einem hierfiir neu vorgestellten Schema fiir das HNSCC als
EinflussgroBen definiert, die im Weiteren untersucht und unter Betrachtung aktueller
Forschungsdaten analysiert werden sollten. Hinsichtlich der Methodik sollten aufRerdem
verschiedene Herangehensweisen in der Erhebung und Quantifizierung der Daten ersichtlich
werden, die das Potential einer solchen Gewebekohorte demonstrieren und den Nutzen fir

zuklinftige Projekte veranschaulichen wiirden.

Genauer lieBen sich dabei folgende Hypothesen formulieren, die im Rahmen dieser Studie

beantwortet werden sollten:

1. Lassen sich epidemiologische Daten nationaler und internationaler Datenbanken am
Libecker Kollektiv reproduzieren?

2. Wie lasst sich die Expression des nukledren Biomarkers EVI1 am sinnvollsten
guantifizieren?

3. Welchen Einfluss hat die Expression von EVI1 in Uberlebensanalysen und zeigt der
Marker wie in anderen soliden Tumoren ebenso eine unglinstige Prognose an?

4. Llassen sich andere prognostische Korrelationen erheben und welchen klinischen
Stellenwert kdnnten diese haben?

5. Wie lasst sich die Beschreibung des TIME fiir prognostische Analysen am sinnvollsten
guantifizieren und klassifizieren?

6. Konnte die Immunzellverteilung einen Einfluss auf das mittlere Gesamtiiberleben oder

mittlere krankheitsfreie Uberleben haben?
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2 Material und Methoden

2.1 Kohorte

2.1.1 Kohortenaufbau

Diese retrospektive Studie folgt den Anforderungen der Deklaration von Helsinki aus dem
Jahre 1964 [66]. Das dazugehorige Protokoll wurde durch die Ethik-Komission der Universitat
zu Lubeck (Projekt Code: AZ16-277, siehe App. 5) bewilligt.

Als Grundlage dieser Studie wurde eine neue Gewebekohorte mit Patienten des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck aufgebaut. Hierzu wurde zunéachst
das klinische Abrechnungssystem des Universitatsklinikums auf international code of disease
(ICD) Kodierungen hinsichtlich Plattenepithelkarzinomen (ICD-0-3) und Kopf-Hals Region (ICD-
10, C Section) durchsucht und dabei aus den Jahren 2006-2015 insgesamt 1266 Falle isoliert.
Diese wurden wiederum mit der klinischen Datenbank (Agfa Orbis®) und der pathologischen
Datenbank (Nexus®) verglichen und nochmals von jeweils einem erfahrenen Hals-Nasen-
Ohren-Arzt und einem erfahrenen Pathologen hinsichtlich der anatomischen Lokalisation, der
Tumorart und der Menge an archiviertem Tumormaterial analysiert. Einschlusskriterien
waren dabei die definitive histopathologische Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms des

Kopf-Hals-Bereichs und eine ausreichende Menge an archiviertem Tumorgewebe.

Die zugehdrigen mit Hdmatoxylin und Eosin (HE) gefarbten Tumorschnitte auf Objekttragern
und das in Paraffin-Blocken (formalin-fixed paraffin-embeded, FFPE) konservierte
Tumormaterial wurde anschlieBend aus den pathologischen Archiven der Universitdt zu
Libeck geborgen und auf Verwertbarkeit und Menge geprift. Nach Zusammenschau des
gesichteten Materials wurde die Kohorte mit n=419 Patienten finalisiert. Zusatzlich zum
Primartumorgewebe konnten den einzelnen Patienten spezifisch und abhangig vom
jeweiligen Krankheitsverlauf auch RD-Tumorgewebe, LM-Tumorgewebe und DM-
Tumorewebe zugeordnet werden. Nach Aufbau der deskriptiven Kohorten Datenbank mit
jeglichen Patienteninformationen (Vgl. Tab. 6), die aus der klinischen Datenbank (Agfa Orbis®)
entnommen und in einer Microsoft® Excel®-Datei gespeichert wurden, konnte eine
Anonymisierung an der Quelle durchgefiihrt und zur weiteren Verwendung freigegeben

werden.
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2.1.2 Deskriptive Kohortendaten

Die Kohorte besteht aus 419 Patienten, von denen 22,5% weiblich und 77,5% mannlich sind.

Das mittlere Alter bei Erstdiagnose (ED) lag bei 62,4 Jahren.

29% der Patienten wurden nach der 7. UICC Klassifikation bei ED UICC I/1l klassifiziert, 71%
UICC lII/IV. Fur die aktuelle 8. UICC Klassifikation lag die Verteilung nach Reklassifizierung bei
41,1% UICC I/1l und 58,8% UICC llI/IV. Dabei lag die Verteilung fir T1/T2 bei 50,2% und fir
T3/T4 bei 45,4%. Der Rest von 4,3% entfielen entweder auf TX oder TO. Des Weiteren hatten
42,6% der Patienten zum Zeitpunkt der ED den Status NO und 56,9% waren bereits lymphogen
metastasiert (N+). Fernmetastasiert (M1) waren bei ED lediglich (7,4%) der Patienten und
92,6% waren DM-frei (MO). Im weiteren Verlauf traten bei weiteren 6% DM auf. Weiterhin
wurden 22% dem UICC | Stadium, 19,1% dem UICC Il Stadium, 15,7% dem UICC Il Stadium
und mit 43,1% die groBe Mehrheit dem fortgeschrittenen UICC IV Stadium zugeordnet. In
Tabelle 4 sind alle Verteilungen der neuen 8. UICC reklassifizierten Falle aufgefihrt.
Hinsichtlich des Differenzierungsgrades (engl. Grading) zeigten sich bei ED 4% der PT gut
differenziert (G1), die weitaus groRte Mehrheit mit 73% maRig differenziert (G2) und 23%
schlecht differenziert (G3). Eine Ubersicht {iber die verschiedenen anatomischen

Lokalisationen und der Verteilung des verwendeten Gewebes zeigt die folgende Tabelle 5.

Tabelle 4: Reklassifikation nach neuer 8. UICC Edition

T-Status Anteil (%) N/M-Status Anteil (%) uicC Anteil (%)
TO 3,6 NO 42,6 I 22,0
T1 22,6 N1 17,7 Il 19,1
T2 27,6 N2 25,2 1 15,7
T3 25,0 N3 14,0 v 43,1
T4 20,4 MO 86,6

X 0,7 M1 13,4
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Tabelle 5: Verteilung der anatomischen Lokalisationen

Anatomische Lokalisation Anteil (%)
Mundraum 20,8%
Oropharynx 33,7%
Hypopharynx 12,2%
Larynx 28,6%
Cup 3,1%
Mehretagen CA 3,1%

Hier zeigt sich, dass sich die Mehrzahl der PT im Oropharynx befanden, gefolgt vom Larynx
und Mundraum und zuletzt vom Hypopharynx. In 3,1% der Falle handelte es sich um Krebs in
Form von LM ohne PT (CUP). Ebenso 3,1% der Plattenepithelkarzinome traten simultan Gber

mehrere Etagen auf und waren somit keiner genauen Lokalisation zuzuordnen.

2.1.3 Verlauf

Die Therapieoptionen umfassten nach ED zum einen die chirurgische Entfernung (78,8%),
wovon 91% RO reseziert werden konnten, und die lokale Bestrahlung (59,5%), wobei sich bei
dem weitaus grofRten Anteil mit einer Energiedosis von zunidchst 50 Gy und nach
konventioneller Fraktionierung mittels Boost-Bestrahlung des Tumorbettes eine Gesamtdosis
von 60-66 Gy erzielen lie. Weiterhin wurden 30,9% der Patienten nach ED adjuvant,
neoadjuvant oder monotherapeutisch mit chemotherapeutischen Medikamenten, wie
Cisplatin (oder Carboplatin), 5-Fluor-Uracil und Cetuximab oder einer Kombination aus diesen,

behandelt. Neue ICI Therapieoptionen kamen nicht zum Einsatz.

Im weiteren Verlauf entwickelten 25,1% der Patienten eine isolierte RD und 30% kombinierte
RD und LM. Bei 6% kam es zu DM-Rezidiven. Eine 2. maligne Neoplasie, die unabhangig vom

Befund des HNSCC auftrat, wurde bei 5,9% der Patienten dokumentiert.
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2.1.4 Risikofaktoren

87,6% der Patienten gaben einen regelmaBigen Zigarettenkonsum an oder diesen in der
Vergangenheit betrieben zu haben. Die gemittelten Zigarettenpackungsjahre (engl. pack
years) unter den Rauchern lagen bei 42,6. 43,1% der Patienten beschrieben zudem

regelmaRigen Alkoholkonsum.
Zum Zeitpunkt der ED lag der durchschnittliche Karnowsky Index bei 76,9%.

In 27,7% aller HNSCC und 48,9% aller oropharyngealen Karzinomen (OPSCC) wurde ein

positiver p16 Status als Surrogatmarker einer HPV Infektion nachgewiesen.

Tabelle 6: Auflistung der erhobenen klinisch-pathologischen Kohorten Daten

Gewebe Primdrtumorgewebe (wenn vorhanden)
Rezidivtumorgewebe (wenn vorhanden)
Lymphknotenmetastasengewebe (wenn vorhanden)
Fernmetastasengewebe (wenn vorhanden)

Patienten Geschlecht (ménnlich/weiblich)

Geburtsdatum

Zeitpunkt der Erstdiagnose

Lokalisation des Primarius

Zeitpunkt des Rezidivs (falls aufgetreten)
Zeitpunkt des Todes (falls eingetreten)
Nikotin- (pack years) und Alkoholanamnese
Karnowsky Index

Tumor TNM, UICC Klassifizierung der bei ED gliltigen 7. Auflage
TNM, UICC Reklassifizierung der neuen 8. Auflage
Grading

RD, LM oder DM im Verlauf (wenn aufgetreten)
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p16 Status (pos/neg)
Therapie OP (ja/nein)
Bestrahlung (ja/nein, applizierte Strahlendosis)

Brachytherapie (ja/nein), applizierte Strahlendosis)

Chemotherapie (ja/nein, Préparat und Dosierung)

2.2 Tumorgewebe

Zunachst wurden am Mikrotom aus in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten (engl.
formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) HNSCC Proben 4um starke Schnitte angefertigt und
auf Objekttrager aufgetragen. Diese wurden daraufhin mit Hamatoxylin und Eosin (HE)
angefarbt und anschlieRend von einem erfahrenen Pathologen begutachtet und

gegebenenfalls reevaluiert.

2.2.1 Herstellung von Tissue Micro Arrays

Fiir die Herstellung der Tissue Micro Arrays wurden mithilfe des semiautomatischen Tissue
Arrayer (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA) aus den Paraffin-Gewebeblocken (Donor-
Block) der HNSCC-Tumoren jeweils Stanzen mit einem Durchmesser von 0,6 mm intratumoral
entnommen und daraufhin die so gewonnenen Stanzen in einem neuen Paraffinblock
(Akzeptor-Block) zusammengesetzt. Die maximale Anzahl der Stanzen pro Block betrug
hierbei n=60, wobei jeweils drei von diesen aus unterschiedlichen Arealen desselben Tumors
nebeneinander platziert wurden. Je Akzeptor-Block wurden zudem drei Stanzen mit
Kontrollgewebe aus der Leber tber der ersten Reihe der Stanzen mit angelegt. Zuletzt erfolgte
am Mikrotom die Anfertigung von 4um starken Schnitten, die wiederum auf Objekttrager
Ubertragen wurden. Folgende Abbildung zeigt beispielhaft den Aufbau eines Tissue Micro

Arrays mit Primartumorgewebe aus der Libecker HNSCC-Kohorte.
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Abbildung 1: Bsp. eines Liibecker Tissue Micro Arrays (L-TMA 27)
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2.2.2 Immunhistochemische Farbung

2.2.2.1 Prinzip

Mittels Immunhistochemie (IHC) lassen sich molekulare Strukturen in histologischen
Gewebeschnitten darstellen. Dies wird mit Hilfe von speziell farblich markierten Antikorpern
(Marker) erreicht, die spezifisch an Zell-Strukturen (Antigene) binden und dadurch indirekt
deren Expression durch ein entstehendes Farbsignal anzeigen. Entsprechend der Antigen-
Antikorper-Reaktion bindet ein Antigen dabei an spezifische Antikérperstrukturen, sodass fir
die Detektion eines Antigens auch ein spezifischer Antikérper vonnoten ist. Allgemeinhin wird
davon ausgegangen, dass sich die Antigenexpressivitdt, also die Haufigkeit des zu
bestimmenden Antigens in dem untersuchten Gewebe, durch die Farbeintensitat indirekt
darstellen lasst. Im Unterschied zum Proteinnachweis, zum Bsp. mittels ELISA (engl. enzyme-
linked immunosorbent-assay), bietet die IHC den Vorteil, Antigenstrukturen genau dort zu
identifizieren, wo sie in der Zelle auch vorkommen, um dariiber genauere Aussagen Uber die
Funktion und Wirkung der spezifischen Proteine herleiten zu lassen [67]. Um die Strukturen
in dem zunachst fixierten Gewebe freizulegen und anzufarben, erfolgen IHC-Farbungen dabei

immer nach einem fir den spezifischen Antikoérper festgelegten Ablauf (Farbeprotokoll).
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2.2.2.2 Antikorper

Fir die Darstellung von EVI1 wurde ein monoklonaler aus der Maus stammender und gegen
humanes Gewebe gerichteter Antikdrper (monoclonal, anti-rabbit clone C50E12, Cell
Signaling Technologies, Danvers, MA, USA) in einer Verdiinnung von 1:200 verwendet. Das
IView DAB Detection Kit von Ventana wurde in diesem Zuge als indirekter Anitikdrpernachweis
und ein BenchMark (Roche, Basel, Schweiz) Farbeautomat fiir die Durchfiihrung genutzt. Das
Gelingen der Farbung wurde durch Objekttrager mit Gewebe einer Positivkontrolle im

Rahmen der Etablierung sichergestellt.

2.2.2.3 Farbeprotokoll fiir EVI1

Die Entparaffinierung der Gewebeschnitte erfolgte ohne Alkohol und Xylol mit EZ Prep (10x)
Concentrate der Firma Roche (Referenznummer: 950-102) bei 72°C. Daraufhin erfolgte das
Erhitzen des Schnittes innerhalb von 4 Minuten auf 94°C zur Demaskierungsbehandlung der
durch die Formalinfixation verdeckten Antigene in einem CC1 Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)
der Firma Roche (Referenznummer: 950-224) mit dem pH-Wert 8,4. Fir EVI1 wurde der
Schnitt daraufhin weitere 64 Minuten mit CC1 inkubiert. Nach Abschluss der Demaskierung
erfolgten dann die eigentlichen Farbeschritte durch das handische Auftragen des mit Ventana
Antibody Diluent (Referenznummer: 760-219) verdiinnten Antikorpers, denen sich eine
weitere Inkubationszeit von 48 Minuten bei 37°C anschlossen. Fiir die Gegenfarbung der
Zellkerne erfolgte eine Hamatoxylin-Farbung nach Mayer (Referenznummer: 790-2208) fir 8
Minuten und Bluingreagent-Splilung (Referenznummer: 760-2037) fiir weitere 4 Minuten.
Zuletzt wurden die Gewebeschnitte eingedeckt, nummeriert und entsprechend Abbildung 1

gekennzeichnet.

2.2.3 Histologische Auswertung

2.2.3.1 EVI1 Expressionswert

Die fir EVI1 gefarbten Schnitte wurden mit Hilfe des Ventana iScan HT Scanners (Ventana,
Tuscon, AZ, USA) ultrahochauflésend gescannt und digitalisiert. Zur weiteren digitalen
Quantifizierung der Expression des nukledren Rezeptors wurde die Bildanalysesoftware Tissue
Studio® (Definiens® Developer XD 2.0, Definines Inc, Carlsbad, CA, USA) verwendet. Dieses

Programm ermoglicht es dem Nutzer Zellkompartimente, wie Zellkern, Zytoplasma,
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Zellmembranen oder auch ganze Zellen innerhalb eines Gewebe-Cores zu definieren und diese
auf ihre Farbeintensitdt und -verteilung hin zu untersuchen. Hierflir wurde unter Anleitung
eines erfahrenen Pathologen innerhalb jedes gestanzten Tumor Cores manuell die zu
untersuchende Region, eine sogenannte ,Region of Interest” (ROI), um den Tumorzellbereich
gezirkelt, um das umliegende benigne Stromagewebe von der Auswertung auszuschlieBen.
Innerhalb dieses Bereiches konnten nun die Zellkernmembranen erkannt und anhand der
analysierten Intensitdt der immunhistochemischen Farbung ein Intensitatsspektrum erstellt
werden, um einen fortlaufenden Wert fiir die mittlere Expressivitat des Markers zu generieren
(mean brown). Dieser einheitslose Wert reichte dabei von 0 bis maximal 40. Da sich die
Expression des Markers auch innerhalb eines Tumorcores teilweise sehr heterogen verteilte
wurde zusatzlich ein Positiv/Negativ-Wert (positive index) erhoben, der die Anzahl der EVI1-
exprimierenden Zellen in Relation zu allen Tumorzellen setzte. Dazu wurde zunachst ein
Schwellenwert fir die Farbeintensitat definiert, der zwischen EVI1 positiv exprimierenden und
negativ exprimierenden Zellkernmembranen unterscheidet und einem ,,mean brown“-Wert
von 1 entspricht. Dieser Schwellenwert markiert dabei den Expressionswert, ab dem 2
unabhangige und erfahrene Pathologen eine positive Expression bestéatigt haben und wurde
dafur vor der Analyse speziell definiert. Der daraus generierte und ebenfalls einheitslose
Verteilungswert ermoglichte dabei die  Miteinbeziehung der intertumordsen
Expressionshomogenitit und reichte dabei von 0 bis maximal 80. Zur Veranschaulichung zeigt
Abbildung 2 jeweils ein Beispiel fiir ein Stanz-core mit homogener a), heterogener b) und
ausbleibender nukledrer Expression ¢) von EVI1 nach Annotation der ROl und
Expressionsanalyse durch Tissue Studio® Definiens® und einem Beispielausschnitt in 20-facher
VergroRRerung. Die gelb umrandeten Nuclei stehen dabei fiir von Tissue Studio® Definiens® als

positiv erkannte und die blau umrandeten Nuclei als negativ erkannte Zellkompartimente.
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Abbildung 2: Tumorcores nach Zirkelannotation und Analyse durch Definiens
mit Beispielausschnitten fur

homogene a), heterogene b) und keine Expression c)

20x VergroRerung

Zuletzt wurden diese beiden unabhangigen Werte miteinander multipliziert, um somit fiir die
statistische Auswertung einen alleinstehenden Expressionswert (engl. expression score)
aufzustellen, der die Farbeintensitdt und die Verteilung der EVI1 Positivitdit miteinander
vereint. Der hochste Expressionswert lag hierbei bei 2969, sodass die Verteilung zwischen 0
und maximal 3000 fir diesen Wert definiert wurde. Mit Ausnahme der Digitalisierung der
einzelnen TMAs wurden alle Schritte der digitalen Analyse an dem gleichen Computer

(Windows 7, 24" Monitor mit einer Auflésung von 1920x1080) durchgefiihrt.
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2.2.3.2 Intratumorale Immunzellverteilung (cold/hot/excluded-Schema)

Fir die Kategorisierung des Immunzellverteilungsstatus innerhalb des TIME wurde die bereits
vorbeschriebene Methode der Unterteilung in 3 Gruppen, die als cold, hot oder excluded
definiert werden, gewahlt [68]. Die Auswertung wurde an den HE-gefarbten Schnitten (engl.
whole slides) von den Patienten, die als Erstlinientherapie eine Tumorresektion erhielten
(n=289), durchgefiihrt. Dies erfolgte in zwei voneinander unabhangigen Auswertungen durch
erfahrene Pathologen, bzw. unter Anleitung eines erfahrenen Pathologen, und wurde
hinsichtlich der Ubereinstimmung untersucht. Diese lag bei 96% (n=276) der Fille. In den
restlichen Fallen wurde ein dritter Pathologe (Direktor des Instituts) flr eine endgiltige
Entscheidung hinzugezogen. Fiir die lichtmikroskopische Arbeit wurde ein Olympus BX50
Mikroskop mit Fluorit-Objektiv und Plano-Korrektur (Olympus Europa, Hamburg, Germany)
genutzt. Die Kriterien fiir die Unterteilung in die jeweilige Gruppe lassen sich hierbei der

folgenden Tabelle 7 entnehmen.

Tabelle 7: Kriterien des Immunzell-Verteilungsstatus

hot > 2% Tumor-Immunzellanteil, von dem sich mehr als 50% innerhalb des
Tumorgewebes, also zwischen den tumordsen Zellen oder dem
Tumorstroma befindet
cold Bis zu 1% Tumor-Immunzellanteil innerhalb des gesamten Praparates
excluded > 2% Tumor-Immunzellanteil, von dem sich mehr als 50% innerhalb des

desmoplastischen Stromagewebes befindet

Zur Veranschaulichung enthélt die nachste Abbildung beispielhaft fiir jede Kategorie eine
schematische Darstellung der Immunzellverteilung und den zugehdrigen Bildausschnitt des

HE gefarbten Tumorgewebes.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Immunzellverteilung im Vergleich
zu den zugehorigen HE gefarbten Tumorausschnitten

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung des digitalen Statistikprogrammes IBM®

SPSS® Statics fiir I0S® (Version 21, 2012, 64-Bit, IBM® Corp., Armonk, NY, USA).

Zunachst wurden damit explorative Datenanalysen und deskriptive Statistik durchgefiihrt um,
Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen der klinischen Kohortendaten und
weiterhin der Expressionswerte von EVI1 und der Immunzellverteilung des TIME zu
bestimmen. AuBerdem wurden Varianzanalysen (engl. analysis of variance, ANOVA)
durchgefiihrt, um zum einen die unterschiedlichen EVI1 Expressionswerte der verschiedenen
Primartumorlokalisationen und der verschiedenen UICC Stadien zu vergleichen und den
Unterschied der EVI1 Expression und der Immunzellverteilung in p1l6 positiven und pl6
negativen PT herauszustellen. Ebenso fand dieser Test im Vergleich der PT mit und ohne LM
und im Vergleich zwischen PT, LM, DM und RD untereinander weitere Anwendung. Der

gepaarte Zweistichproben-T-Test wurde fiir den Vergleich der EVI1 Expression von zueinander
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gehorigen PT und LM gewadhlt. Gesamtiiberlebenszeitanalysen und krankheitsfreihes
Uberleben wurden mittels Log-Rank-Test errechnet und wahlweise per Kaplan-Meier-
Verfahren in 5-Jahres Uberlebenskurven oder Balkendiagrammen graphisch dargestellt. Die
Patienten, die sich der Nachbehandlung entzogen haben und bei denen aus diesem Grund
keine Uberlebensdaten zu erheben waren, wurden in diesen Analysen zensiert. Die Verteilung
der EVI1 Expression und der Immunzellmuster wurden hinsichtlich Tumorlokalisation in
Balken- oder Tortendiagrammen dargestellt. Flir den Vergleich der Immunprofile cold, hot
und excluded und prognostischer EinflussgréBen, wie UICC Klassifikation, T-Stadium, p16-
Status, RD und DM, wurden zudem univariate und multivariate Cox-Regressions-Analysen zur
Darstellung der Unabhéangigkeit der prognostischen Wertigkeit gegentiber anderer Faktoren
durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05 definiert. Den dargestellten

Balkendiagrammen sind Mittelwerte und 95%-Konfidenzintervalle zu entnehmen.

Fir die Anpassung der graphischen Datenvisualisierung wurde folgende Software verwendet:
Inkspace® (version 0.92.4, The Inkscape Project c/o Software Freedom Conservancy, Brooklyn,
NY, USA, https://inkscape.org/), Krita® (version 4.2.8, Stichting Krita Foundation, Deventer,
The Netherlands, https://krita.org), GIMP® (version 2.10.14, The GIMP Project c/o GNOME

Foundation, Orinda, CA, USA, https://www.gimp.org).

Fir die Erstellung des Beispiel-TMA wurde Vectorworks® 2019 SP6 R1 (Build 522773, 64-bit,

Vectorworks Inc. Nemetschek Group, Minchen, DE, https://www.nemetschek.com) genutzt.
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3 Ergebnisse
3.1 Kohorte

3.1.1 5-Jahres Uberlebens Analysen der Liibecker HNSCC Kohorte

Das 5-Jahres Gesamtiiberleben der Kohorte verhielt sich im Vergleich der unterschiedlichen
Kategorien entsprechend Abbildung 4. Karzinome der Mundhohle wiesen hier gefolgt von
denen des Hypopharynx die geringste mittlere Gesamtiberlebenszeit auf, jene des
Oropharynx und des Larynx dahingegen eine etwas langere. AuBerdem wurden in univariaten
Cox Regressionsrechnungen die prognostische Wertigkeit der einzelnen Kategorien erhoben,
um Rickschlisse auf die Veranderung des relativen Risikos hinsichtlich eines friiheren
Ablebens zu ermdglichen. Eine Tabelle der Regressionsergebnisse findet sich im Appendix
(App. 1). Das mittlere Gesamtiiberleben der gesamten Kohorte unabhéangig jeglicher

Untergruppierung lag dabei bei 61,9% nach 5 Jahren.
3.1.2 Lokalisationen im Vergleich

Betrachtet man die unterschiedlichen Lokalisationen der HNSCC und deren spezifische
Uberlebensdaten, so ergeben sich die schlechtesten Prognosen fiir das mittlere
Gesamtliberleben nach 5 Jahren fir Karzinome des Mundraumes (51,8%) und den
Hypopharynx (54,8%). Karzinome des Oropharynx (65%) und des Larynx (67,2%) zeigten
diesbeziiglich etwas langeres Gesamtiberleben (Vgl. Abb. 4a)). Auf Grund der niedrigen
Anzahl an CUP (3,1%) und Mehretagenkarzinomen (3,1%) finden diese in der gemittelten

Uberlebensanalyse keine Erwdhnung.
3.1.3 UICC Stadien der 7. und 8. Generation im Vergleich

Im néachsten Schritt wurde die Anwendbarkeit des Prognosefaktors UICC Stadium auf die
Kohorte jeweils fir die veraltete 7. UICC Klassifikation und die reevaluierte 8. UICC
Klassifikation Uberprift. Dabei zeigte sich in der ersteren ein wellenférmiger Verlauf der
Balkendiagramme mit einem gemittelten 5-Jahres Gesamtiiberleben von 75,6% fir UICC | auf
67,7% flir UICC Il und einem erneuten Anstieg auf 75,6% fiir UICC Ill mit finalem Abstieg auf
51,6% fur UICC IV. Im Unterschied dazu lasst sich der Verlauf der Balkendiagramme fiir die

neuere UICC Klassifikation eher in stetig abfallender Tendenz beschreiben, in der sich UICC Il
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(71,8%) und UICC lll (72,6) starker anndhern und UICC | mit 79,7% und UICC IV mit gerade mal
44,3% deutlichere Extreme anzeigen (Vgl. Abb. 4b)). In einer anschlieBenden univariaten Cox
Regression bestatigte sich zudem der prognostische Einfluss hinsichtlich des 5-Jahres
Gesamtiiberlebens fiir die 8. UICC Generation (HR=1,534; p=<0,001). Dieser Einfluss war auch

fir die 7. Generation statistisch zu errechnen (HR=1,370; p=<0,001).

3.1.4 Lokalrezidiv (RD)

Auch das Auftreten einer RD zeigte hier einen signifikanten (p=<0,01) Einfluss (Siehe Pfad a in
Abb. 4c)). Durchschnittlich dauerte es 36,2 Monate von ED bis zum Zeitpunkt der RD und
fuhrte bei diesen zu einem mittleren Gesamtiiberleben nach 5 Jahren von annahrend der
Halfte der Betroffenen (55,9%). Demgegeniber waren in der Gruppe der Patienten, die keinen
lokalen Tumorriickfall erlitten nach 5 Jahren in etwa 2/3 noch am Leben (64,4%). Uberdies
dauerte es durchschnittlich weitere 25,5 Monate bis zum Ableben der Patienten. In der
weiteren Untersuchung der prognostischen Wertigkeit fir das mittlere 5-Jahres
Gesamtliberleben wurde in der Cox Regression ein signifikanter Unterschied bestatigt (HR=

1,224; p=0,042).

3.1.5 Lymphknotenmetastasen (LM)

Das Auftreten von gleichzeitigen LM fihrte zu keinem signifikanten Unterschied hinsichtlich

des mittleren 5-Jahres Gesamtiiberlebens (Vgl. Abb. 4c)).

3.1.6 Fernmetastasen (DM)

Das Auftreten einer DM bei ED verkiirzte das mittlere Gesamtiiberleben der Patienten
signifikant (p=<0,001) und lasst sich graphisch in Pfad b Abbildung 4c) nachvollziehen. Dabei
zeigte die Gruppe der Patienten ohne DM ein Gesamtiiberleben von 69,7% nach 5 Jahren, in
der Gruppe mit DM 42,3%. Kam es im weiteren Verlauf zu einer DM zeigte diese Gruppe
ebenfalls ein signifikant niedrigeres Gesamtiiberleben ab ED von 51,7%. Die univariate Cox
Regression bestatigte hier den prognostischen Einfluss des Auftretens einer DM (HR= 1,445;

p=0,001).




27 Ergebnisse

3.1.7 pl6 Status

Im Vergleich des p16 Status flhrte ein positiver gegeniiber einem negativen Befund in den
OPSCC zu einem signifikant (p=0,001) verlangerten mittleren Gesamtiberleben nach 5 Jahren
von 67,1% zu 82,4% (Siehe Pfad b, Abb. 4d)). Vergleicht man das Gesamtiiberleben der
gesamten HNSCC Kohorte anhand des pl16 Status zeigt sich ebenfalls ein signifikanter
(p=0,002) Unterschied (Siehe Pfad a, Abb. 4d)). In der univariaten Cox Regression lieR sich
auch hier sowohl isoliert fiir die OPSCC (HR=0,435; p=0,004) als auch fiir alle HNSCC
(HR=0,516; p=0,001) signifikante prognostische Einflisse auf das Gesamtberleben darstellen.
Zusatzlich bestatigte die multivariate Cox Regression die Unabhangigkeit dieses
prognostischen Faktors gegeniiber anderen signifikant prognosebestimmenden Faktoren wie
dem UICC Status, dem T Stadium, dem Auftreten einer RD oder einer DM fiir HNSCC
(HR=0,516; p=0,001) und OPSCC (HR=0,485; p=0,004; Vgl. App. 2). Nicht-OPSCC haben
hinsichtlich ihres positiven p16 Status keinen signifikanten Uberlebensvorteil gezeigt, obgleich

sich eine Tendenz in die gleiche Richtung abzeichnet (Vgl. Abb. 4 d)).
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Abbildung 4: Mittleres Gesamtiliberleben nach 5 Jahren im Vergleich zwischen
Lokalisationen a), UICC Stadien der 7. Und 8. Edition b) RD-, LM-, DM Status c),
und p16 Status fliir HNSCC, OPSCC und nicht-OPSCC d)
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3.1.8 Grading, Alter, Geschlecht

In der Analyse des prognostischen Einflusses auf das 5-Jahres Uberleben zeigten sich in der
univariaten Cox Regression die Einflussfaktoren Grading (HR=1,239; p=0,354), Alter
(HR=1,324; p=0,165) und Geschlecht (HR=1,153; p=0,556) als statistisch nicht signifikant (Vgl
App. 1).

3.1.9 Exogene Risikofaktoren im Vergleich

Betrachtet man den Einfluss der exogenen Risikofaktoren Rauchen und Alkoholabusus auf

das Mittlere 5-Jahres Uberleben zeichnet sich folgendes Bild: Patienten, die anamnestisch
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dariiber berichteten Raucher zu sein oder in der Vergangenheit geraucht zu haben, hatten
ein signifikant (p=0,049) niedrigeres Uberleben, was graphisch in Abbildung 5a) dargestellt
wird. Ebenso signifikant niedriger (p=0,001) war das Uberleben unter den Patienten, die

Uber regelmaRigen Alkoholabusus berichteten (Vgl. Abb. 5b)).

Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurven fiir mittleres 5-Jahres-Gesamtiiberleben

hinsichtlich der Raucheranamnese a) und des Alkoholabusus b)
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3.2 Die Rolle der EVI1 Expression fiir HNSCC

3.2.1 Unterschiedliche EVI1 Expression in verschiedenen Lokalisationen

Die EVI1 Expression wurde an den unterschiedlichen anatomischen Lokalisationen der HNSCC
bestimmt. Die hochste durchschnittliche Expression zeigte sich hier in den PT des
Hypopharynx, gefolgt von denen des Oropharynx. Eine mittlere durchschnittliche Expression
fand sich darauffolgend in HNSCCs des Larynx und die geringste in denen der Mundhdhle.
Ebenda lieRen sich im Vergleich zu allen anderen Lokalisationen statistisch signifikant
niedrigere Expressionswerte erheben: Abbildung 6 zeigt dazu ein Balkendiagramm, welches
Uber die Pfade a (p= <0,001), b (p=0,002) und c (p=0,009) die signifikant unterschiedlichen

Relationen der Expressionsverteilung kennzeichnet.
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Abbildung 6: EVI1 Verteilung Gber die verschiedenen HNSCC Lokalisationen
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3.2.2 Hohere EVI1 Expression in bereits bei ED metastasierten Primarien

Des Weiteren wurde die EVI1 Expression der PT, die bereits zum Zeitpunkt der ED mindestens
eine LM entwickelt hatten (N+) mit PT verglichen, die zu diesem Zeitpunkt keinen positiven
Lymphknotenstatus aufwiesen (NO). PT mit N+ zeigten dabei einen signifikant hoheren

Expressionswert als PT mit NO (p=0,021). Pfad a in Abbildung 4 veranschaulicht dies graphisch.
3.2.3 Hohere EVI1 Expression in PT gegeniber korrespondierender LM

Im Vergleich der Expressionswerte zwischen PT und den zugehdrigen LM innerhalb desselben
Patienten wiesen die PT einen ebenso signifikant hoheren Expressionswert auf als die
korrespondierenden LM (p=0,045). Zur graphischen Veranschaulichung zeigt dafiir Abbildung
7 in Pfad b den Unterschied der gemittelten Expressionswerte des korrespondierenden
Gewebes fir jeweils einen PT und die zugehorige LM. Abbildung 8 zeigt exemplarisch
Bildausschnitte aus einem PT und der zugehorigen LM. Hier lasst sich der deutliche
Unterschied der Farbeintensitdt zwischen dem korrespondierenden Gewebe bereits durch

einen direkten Vergleich erkennen.
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Abbildung 7: Vergleich der EVI1 Expression zwischen PT/NO und PT/N+ (Pfad a)
und zwischen PT und korrespondierender LM (Pfad b)
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ANOVA-Test: p=0,021 ANOVA-Test: p=0,045

Abbildung 8: Beispielausschnitte fiir unterschiedliche EVI1 Expression im PT a)

zu korrespondierender LM b)

3.2.4 Ho6here EVI1 Expression in p16 positiven HNSCC Primarien

In der Korrelation der p16 positiven und p16 negativen HNSCC-PT hinsichtlich ihrer Expression

fir EVI1 erwies sich ein signifikant hoherer Wert (vgl. Pfad *, p=0,037) fir die Tumore, die
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einen positiven p16 Status aufwiesen und somit auf eine HPV induzierte Karzinogenese
hinwiesen (vgl. Abb. 9a)). In der Subkohorte der OPSCC zeigt sich dies nicht signifikant, jedoch
zeichnet sich ein Trend in die gleiche Richtung ab (vgl. Abb 9b)). 55 der OPSCC wurden dabei
pl6 positiv, 70 pl6 negativ getestet. Die (ibrigen 8 OPSCC Proben konnten auf Grund von
Zerstorung beim Ubertragen auf die Objekttriger nicht ausgewertet werden. Auch unterhalb
der anderen Tumorlokalisationen lieBen sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des

p16 Status ermitteln. Alle zeigten jedoch den gleichen Trend wie auch die OPSCC.

Abbildung 9: Vergleich der EVI1 Expression in p16 negativen und p16 positiven
HNSCC a) und OPSCC b)

a) b)

X
600+ 600
500- 500
400 400 4

300 300+

2004 2004

100 1001

EVI1 Expression (expression score)

p1l6 negativ p16 positiv p16 negativ p16 positiv

ANOVA-Test: p=0,037 ANOVA-Test: p=0,13

3.2.5 Trend fir EVI1 Expressionsabfall entlang des Metastasierungsweges

Signifikante Unterschiede entlang des Metastasierungsweges waren in der Gegeniberstellung
der Expressionswerte zwischen PT (unabhdngig vom LM-Status, n=335), metastatischem
Gewebe in den Lymphknoten (n=169) und den DM (n=25) nicht zu erheben. Betrachtet man
jedoch die Verteilung der mittleren Expressionswerte in Abbildung 10 so lasst sich ein Trend
eines Expressionsabfalls erkennen, der von einem anfénglich héheren Niveau der PT (iber die
LM bis hin zu den DM abnimmt. Ebenso wenig signifikant unterschiedlich zeigte sich die

Korrelation des RD im Vergleich zum restlichen Gewebe.
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Abbildung 10: Vergleich der EVI1 Expression in verschiedenen Tumorgeweben

Fehlerbalken beschreiben 95%-Konfidenzintervalle

3004

EVI1 Expression (expression score)

3.2.6 EVI1in HNSCC korreliert nicht mit dem Patientenalter, UICC Stadium,
dem mittleren Gesamtiiberleben, dem mittleren krankheitsfreien
Uberleben und hat keinen Einfluss auf die Prognostik unterschiedlicher

Therapieregime

Das mittlere Alter der Kohorte betrdgt 62,4 Jahre. In Gegenlberstellung der EVI1
Expressionswerte des PT-Gewebes zwischen Patienten unterhalb und oberhalb dieses Alters
waren keine signifikanten Unterschiede zu erheben. Des Weiteren blieben auch die
Korrelationen der EVI1 Expressionswerte unterhalb der verschiedenen UICC Stadien ohne
signifikante Unterschiede. Abbildung 11 zeigt Kaplan-Meier Kurven fir das mittlere
Gesamtiiberleben (a)) nach 5 Jahren und das mittlere krankheitsfreie Uberleben (b)) nach 5
Jahren im jeweiligen Vergleich zwischen EVI1-hochexprimierenden und EVI1-
niedrigexprimierenden PT. Expressionswerte oberhalb des Mittelwertes des expression scores
(206,8) wurden dabei als hoch, unterhalb des Mittelwertes als niedrig definiert. Hier zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurven fir mittleres 5-Jahres Gesamtiiberleben a)

und mittleres 5-Jahres-krankheitsfreies Uberleben b)
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In der Betrachtung unterschiedlicher Therapieregime, wie monotherapeutisch operativer

Therapie gegeniber adjuvanter Bestrahlung und adjuvanter Radiochemotherapie, konnte

kein Einfluss der EVI1 Expression auf das mittlere Gesamtiiberleben oder das mittlere

krankheitsfreie Uberleben dargestellt werden.

3.3 Die Beschreibung des TIME anhand von HE Farbungen

289 Patienten wurden durch eine primar-operative Entfernung des PT behandelt. Ebenso

operativ entfernt wurden 42 RD. Dieses Gewebe wurde anhand von HE Farbungen hinsichtlich

der Immunzellverteilung in die Kategorien hot, cold oder excluded unterteilt. In Abbildung 12

sind Beispiele fir die einzelnen Verteilungskategorien aufgefihrt. Zusatzlich ist ein Beispiel fur

die Verteilung von lymphozytaren Immunzellen mittels CD3-Farbung aufgefihrt, um einen

Uberblick und einen Vergleich hinsichtlich der spezfischen T-Zell-Infiltration zu ermoglichen.
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Abbildung 12: Beispiele der TIME Kategorien cold, hot und excluded mit
Erganzung der lymphozytaren Verteilung (CD3)
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3.3.1 Immunzellverteilung in PT

Im PT zeigte sich der Grofteil der Immunzellverteilung dem excluded Verteilungsmuster
zugehorig. Uber alle Lokalisationen gemittelt machten diese mehr als die Halfte (52,6%) aus.
Die restlichen Karzinome verteilten sich dabei in etwa gleich auf die Muster cold (23,3%) und
hot. (21,7%). Anders prasentierte sich die Phanotypik hinsichtlich der Immunzellverteilung in
den RD der HNSCC. Hier lieR sich die Mehrheit dem cold (47,6%) oder dem excluded (42,9%)
Verteilungsmuster zuordnen. Lediglich 9,5% zeigten eine hot Verteilung. Abbildung 13 stellt
im Weiteren die Aufteilung der Immunzellverteilung in den PT entlang der einzelnen
Lokalisationen graphisch dar und zeigt dabei keine relevanten Unterschiede unterhalb der

Subgruppen.

Abbildung 13: Immunzellverteilung im PT fir Hypopharynx (HP), Larynx (L),
Mundraum (MR) und Oropharynx (OP) jeweils fir p16 positiv und negativ
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3.3.2 Vergleich der Immunzellverteilung der p16 positiven und p16 negativen

HNSCC

Die Verteilung der immunologisch cold, hot und excluded Karzinome prasentierte sich in etwa
gleich in der Gegeniiberstellung der p16 positiven und p16 negativen HNSCC. Etwas mehr als
die Halfte entfiel dabei jeweils auf die Verteilung excluded. Die Muster hot und cold zeigten
sich ndherungsweise in einem Viertel. Insgesamt waren in beiden Untergruppen demnach in
etwa drei Viertel der Karzinome immunzellinfiltiert. Fir die genaue prozentuale Verteilung

vergleiche man hierzu Abbildung 14.

Abbildung 14: Tortendiagramme zur Immunzellverteilung in p16 negativen a)

und p16 positiven b) HNSCC

a) p16 negativ b) p16 positiv

Mcold Mcold
Whot Bhot
Mexcluded Mexcluded

113 /52,8% 38 /53,5%

3.3.3 Einfluss der Immunzellverteilung im PT auf das mittlere 5-Jahres

Gesamtiberleben und das mittlere krankheitsfreie 5-Jahres Uberleben

Die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir das mittlere 5-Jahres Gesamtiiberleben in
Abbildung 15a) zeigt die Gegeniberstellung der unterschiedlichen immunologischen
Verteilungsmuster der HNSCC. Karzinome, die der Immunzellverteilung cold zuzuordnen

waren, zeigten jeweils im Vergleich zu den tumorinfiltrierenden Phanotypen hot (Abb. 16,
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Pfad a: p=0,041) und excluded (Abb. 16, Pfad b: p=0,019) signifikant niedrigers 5-Jahres
Gesamtliberleben. Abbildung 15 b) verdeutlicht dies liber einen dichotomen Kurvenverlauf,
in dem das Verteilungsmuster cold den beiden anderen Mustern gegeniibergestellt wurde.
Auch hier bestatigte der Log-Rank-Test einen signifikanten Unterschied (p=0,012). Die beiden
immunzellinfiltrierenden Verteilungsmuster hot und excluded zeigten untereinander keinen
signifikanten Unterschied. Ein signifikanter prognostischer Einfluss der Immunzellverteilung
auf das Mittlere 5-Jahres Uberleben wurde zudem iiber eine univariate Cox Regression
ermittelt (HR=0,542; p=0,005). In einer anschlieBenden multivariaten Cox Regression konnte
die Unabhangigkeit dieser prognosebestimmenden Variable im Vergleich zu anderen
Prognosefaktoren herausgestellt werden. Das heifSt es kam in dieser Untersuchung zu keinen
Korrelationen zwischen dem Immunzellverteilungsstatus und anderen relevanten
Prognosefaktoren wie UICC Status, T Stadium, Auftreten einer RD oder einer DM und dem p16
Status flir HNSCC und OPSCC (HR=0,527; p=0,003; Vgl. App. 2). Es zeigte sich kein Einfluss der

Immunzellverteilung auf das mittlere krankheitsfreie Uberleben (DFS; Vgl. App. 3).

Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurven fur mittleres 5-Jahres Gesamtiiberleben

fir Immunzellverteilung cold, hot, excluded a) und cold versus non-cold b)
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Abbildung 16: Signifikant niedrigeres 5-Jahres Gesamtuberleben fiir cold

Immunzellverteilung gegeniiber hot (Pfad a) und excluded (Pfad b)

Fehlerbalken beschreiben 95%-Konfidenzintervalle
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ANOVA-Test: Pfad a; p=0,041
Pfad b; p=0,019

3.3.4 Immunzellverteilung in RD

Hinsichtlich der Uberlebensanalysen fiir die Immunzellverteilung innerhalb der RD waren
keine signifikanten Einflliisse zu ermitteln. Auch im Vergleich der Verteilungsmuster zwischen

PT und RD waren keine Korrelationen zu erheben.

3.3.5 Einfluss der Immunzellverteilung in Abhangigkeit unterschiedlicher

Therapieregime auf das mittlere 5-Jahres Gesamtiiberleben

In der Betrachtung der Uberlebensanalysen fiir die Immunzellverteilung in Abhingigkeit
unterschiedlicher Therapieregime der PT lie sich ein signifikant unginstigeres
Gesamtliberleben fiir cold gegeniiber tumorinfiltrierender (hot und excluded) HNSCC
herausstellen, wenn diese monotherapeutisch Tumorresektion (Abb. 17 a); p=0,032) oder
Tumorresektion mit kombinierter Radiochemotherapie (Abb. 17 b); p=0,044) erhielten. Kein

signifikanter Unterschied im mittleren Gesamtiiberleben der beiden Immunzellprofile, zeigte
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sich in der Gruppe der Patienten, die eine operative Behandlung mit adjuvanter Bestrahlung

ohne Chemotherapie (Abb. 17 c); p=0,236) erhielten.

Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurven fur mittleres 5-Jahres Gesamtiiberleben
far die Immunzellverteilung in Abhangigkeit vom Therapieregim: OP a),

OP/Radiochemotherapie b), OP/Bestrahlung c)
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4 Diskussion

4.1 Beurteilung der Methodik

Um eine angemessene Bewertung der Qualitdt der Studie und die Generalisierbarkeit der
Studienergebnisse zu ermoglichen, wurde im Aufbau dieser Studie darauf geachtet die
Ergebnisse anhand der REMARK (Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic
Studies) Kriterien zu erheben und zu prasentieren. Diese Guidelines wurden erstmalig 2005
vorgestellt und seither immer wieder angepasst. Sie dienen dabei der Foérderung von

Transparenz und Vergleichbarkeit von prognostischen Marker-Studien [69].

4.1.1 Kohortenaufbau

Ziel dieser Arbeit war es, eine retrospektive Gewebe Kohorte mit Patienten aufzubauen, die
zwischen dem 01.01.2006 und dem 31.12.2015 an einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-
Hals Bereiches (HNSCC) erkrankten und am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus
Libeck behandelt wurden. Der Endpunkt der Datenerhebung sollte dabei der 31.12.2017 sein.
Die Kohorte sollte ein nitzliches Werkzeug fir zukinftige Gewebeanalysen und eine
Grundlage fiir Forschungsprojekte erschaffen, die fir das Screening immunhistochemischer
Marker oder die Beschreibung des Gewebe Microenvironments verwendet werden kénnten.
Auf Grundlage der daraus gewonnenen Erkenntnisse wirden sich weitere klinische oder
experimentelle Forschungsprojekte ableiten und anschlieen lassen, die auch
Kausalzusammenhange der pathologischen Zellforschung ermoglichten. Weiterhin sollte
diese Kohorte Einblicke in lokal-epidemiologische Gegebenheiten eréffnen und eine

Vergleichbarkeit mit anderen Datenbanken moglich machen.

Zunachst wurden Uber das klinische Abrechnungssystem des Universitatsklinikums insgesamt
1266 Falle nach ICD-0-3, Sektion C ausgewadhlt und hinsichtlich Einschlusskriterien in die
Kohorte untersucht. Diese Einschlusskriterien waren dabei die definitive histopathologische
Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereichs und eine ausreichende
Menge an archiviertem Tumorgewebe, um daraus verwertbare Akzeptorblocke aufbauen zu
konnen. Nach Abschluss dieser Sichtung blieben lediglich n=419 Fille ibrig, die diese Kriterien
erfillten. Bei einem Groliteil der Ausschlussfélle war zu wenig Tumormasse archiviert oder

bereits flir andere Forschungsprojekte genutzt worden, sodass diese in der Gewebekohorte
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nicht beriicksichtigt werden konnten. Weiterhin wurden im Abrechnungssystem auch einige
Falle aufgefiihrt, bei denen lediglich der Verdacht auf das Vorliegen eines HNSCC bestand, der

sich in der histopathologischen Aufarbeitung jedoch nicht bestétigte.

Wiéhrend der Sammlung einer solch groBen Datenmenge ergeben sich weiterhin viele
Faktoren, die zur Verfdlschung der Ergebnisse fiihren konnen. Dies bezieht sich vor allem auf
die klinisch erhobenen Anamnesen, die abhdngig vom dokumentierenden Arzt, individuellen
Schwankungen und Dokumentationsfehlern unterliegen. Spezifisch in dieser Arbeit zeigten
sich bei der Sammlung der klinischen Patientendaten im Besonderen Unvollstandigkeiten in
der Nachverfolgung der post-therapeutischen Uberlebenszeitrdume, da sich einige Patienten
der Nachbehandlung entzogen oder in ambulanter Betreuung weiterbehandelt wurden. Diese
Licken konnten zum Teil mit nicht unerheblichem Aufwand vor der Anonymisierung der
Daten unter Einhaltung der Richtlinien des Datenschutzgesetzes durch explizites Erfragen des
weiteren Krankheitsverlaufs bei Anschlussbehandlungsversorgern gefiillt, jedoch nicht
ganzlich komplettiert werden. So fehlen von 419 eingeschlossenen HNSCC Patienten bei 38

(9,1%) definitive Endpunkte und mussten daher bei den Uberlebensanalysen zensiert werden.

Im Verlauf der Studie dnderte sich zudem die UICC Klassifikation zur neuen 8. Auflage. Dies
machte es notwendig, die klinisch erhobenen Daten zu reevaluieren und samtliche PT nach

der neuen 8. Auflage zu reklassifizieren.

4.1.2 Material

Das Tumorgewebe fiir die Erstellung der TMAs wurde aus archivierten FFPE Blocken geborgen.
Formalinfixierung eignet sich gerade fir langere Aufbewahrung von biologischem Gewebe
und zeichnet sich dariber hinaus durch eine gute Prdservation der morphologischen
Strukturen aus. Allerdings ist die Reaktivitdt der Antigene mit Antikorpern nach der

Entparaffinierung im Gegensatz zu Gewebe, das kryofixiert wurde, herabgesetzt [70,71].

Im Rahmen der TMA Farbungen und der Aufbringung der Schnitte auf die Objekttrager kam
es vereinzelt zu Schdden der Tumorcores, sodass diese nicht erfasst und nicht mit in die
Analysen einbezogen werden konnten. Da jedoch jeweils 3 Cores pro Patienten auf die
Objekttrager aufgebracht wurden, kam es nur vereinzelt dazu, dass Tumorgewebe eines

Patienten ganzlich aus der Analyse ausgeschlossen werden musste.
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Die Hamatoxylin-Eosin Farbung ist die am weitesten verbreitete Routinefarbemethoden und
bietet sich daher im Rahmen von Gewebeanalysen als Ubersichtsfirbung an. Diese
Ubersichtsschnitte wurden ebenfalls aus den Archiven geborgen und zeichneten sich durch
einfachen Gebrauch fiir die Bestimmung der Immunzellverteilung des TIME aus. Gerade der
geringe Aufwand an zusatzlicher Aufbereitungsarbeit des Materials stellt eine kostengiinstige

und elegante Methode dar.

4.1.3 Farbungen

Die immunhistochemische Farbung von EVI1 war hochspezifisch und ermoglichte dadurch in

der angeschlossenen quantitativen Analyse eine gute Bewertung der Expression.

Es bietet sich an, die Farbung fir EVI1 in einem Durchlauf oder in kurzer zeitlicher Abfolge
anzufertigen und zeitnah auszuwerten. Im ersten Anlauf der Expressionsanalyse stellte sich
namlich heraus, dass die TMAs trotz geeigneter Lagerung nach gewisser Zeit verblassten. Da
der erhobene expression score u.a. auf der Farbeintensitat beruht, verfalschten sich die
Ergebnisse daher zu Anfang und waren nicht mehr reproduzierbar. Dies machte es notwendig
die Farbung in einem Durchlauf zu wiederholen und die Erfassung der ultrahochauflésenden

Scans zeitnah anzuschlieRen.

4.1.4 Quantitative Auswertung

Fiir die Quantifizierung der epidemiologischen Daten, der EVI1-Expression und der
Immunzellverteilung wurden spezifische Verfahren etabliert und angewandt, um jeweils die
bestmogliche Aussagekraft und Reproduzierbarkeit der Daten zu gewahrleisten und werden

diesbezliglich nachfolgend diskutiert.

4.1.4.1 Epidemiologische Kohorten Daten

Fir die Auswertung der epidemiologischen Daten wurden Patientenakten spezifisch nach den
beschriebenen klinisch-pathologischen Informationen durchsucht und diese in einer
fortlaufenden Excell® Tabelle gesammelt und kodiert. Je nachdem, welches Kriterium bei den
Kohortenanalysen untersucht werden sollte, wurden einzelne Spalten oder Untergruppen in
das Statistikprogramm IBM® SPSS® Statics lberfiihrt und dort weiter ausgewertet. Die

Vorteile einer Excelltabelle sind unter anderem die Moglichkeiten der Umformung und
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Anpassung der Datensatze, um spezifische Subgruppen, zum Beispiel den Anteil der p16
positiven Oropharynxkarzinome, aus der Gesamtmasse herauszufiltern. Auerdem lassen sich
damit Rechnungen, wie zum Beispiel die Erhebung der Anzahl von Monaten zwischen ED bis
Rezidiv, durchfihren und erhobene Daten aus Gewebeanalysen Uber S-Verweise den
einzelnen Patienten zuordnen. Allerdings ist Microsoft® Excel® anfallig fir Folgefehler und
nicht dafiir geeignet mit mehreren Untersuchern simultan an den gleichen Datensatzen zu
arbeiten. Aus diesem Grund ist es sinnvoll fir die weitere Verwendung der Kohorte eine
Datenbank anzulegen, die eine hohere Datensicherheit gewahrleisten und eine gleichzeitige
Nutzung ermoglichen wiirde. Die komplette Erstellung der Tabelle erfolgte jedoch zu zweit
nach dem Vier-Augen-Prinzip in aufeinanderfolgenden Sitzungen um das Auftreten von

Fehlern so gering wie moglich zu halten.

4.1.4.2 Expression von EVI1

Die Quantifizierung immunhistochemischer Expressionen ist Bestandteil vieler
unterschiedlicher klinischer Klassifikationssysteme und steht im Fokus pathologischer
Forschung. Viele dieser Scores werden dabei manuell per so genanntem ,,eye-balling” durch
Pathologen am Mikroskop erhoben und auf Grundlage von Féarbeintensitat oder
Verteilungsmuster den  spezifischen Klassen zugeordnet. Diese Form der
Expressionsquantifizierung unterliegt dabei jedoch immer einer gewissen Intra- und

Interobserver-Variabilitat und ist daher immer wieder auch Bestandteil fachlicher Diskussion.

Die Bildanalysesoftware Tissue Studio® Definiens® hat gezeigt, dass sie ein leistungsfahiges
und prazises Werkzeug fir die Quantifizierung von IHC Farbungen darstellt und nitzlich fir
die Objektivierbarkeit der IHC Bewertungsstrategien sein kann [72]. Aus diesem Grund hat es
sich angeboten die Evaluierung der Expressivitat des nukledren Markers EVI1 (iber dieses
Programm auszuwerten, um dadurch Observer-Variabilitditen zu vermeiden. Die hierfir
notwendige Digitalisierung der TMAs erfolgte mit Hilfe des Ventana iScan HT Slide Scanners,
der ultrahochauflésende Bilder von Gewebeschnitten erzeugen kann und ein anerkanntes

High-End-Gerat darstellt.

Da im Rahmen der Fragestellung lediglich das Expressionsverhalten innerhalb karzinogener
Zellen von Interesse war und die Bildanalysesoftware Tumorareale nicht von Stroma

unterscheiden kann, war es notwendig so genannte ,,Region of interests” (ROI) zu definieren,




45 Diskussion

die manuell in die gescannten Tumorcores eingezirkelt wurden. Dies stellte sicher, dass
koexprimierende Zellen auBerhalb des Tumorgewebes nicht mit in die Auswertung
einbezogen wurden. Nicht immer waren dabei genaue Grenzen zwischen den zum Teil
versprengt verteilten Tumorzellen und dem Stroma ersichtlich, was das Zirkeln in manchen
Cores erschwerte und zu einer moglichen Fehlannotation gefiihrt haben kdnnte. Jedoch
wurde dieser Schritt unter der Aufsicht erfahrener Pathologen durchgefiihrt und anschlieBend

Uberpruft.

Da sich die Expression des Markers innerhalb des Tumorgewebes als heterogenes Muster
abzeichnete, was auch in der EVI1 Expression im Prostatakarzinom vorbeschrieben wurde
[52], sollte ein Expressionswert erhoben werden, der sowohl die durchschnittliche
Expressionsintensitdt des Markers, als auch die intertumordse Expressionshomogenitat
abbildet. In Anlehnung an den immunreaktiven Score (IRS), der in der klinischen
Quantifizierung des Progesteron- und Ostrogenrezeptors seine Anwendung findet [73],
wurden dabei die beiden einheitslosen Werte fiir die Farbeintensitat und den Anteil positiver
Zellen miteinander multipliziert. Dies ermoglichte es anhand eines Wertes die maximale

Expressivitat zu erfassen und diese zu quantifizieren.

4.1.4.3 Immunzellverteilung des TIME

Die Verteilungsklassifikation der Immunzellen des TIME wurde lichtmikroskopisch
durchgefiihrt, wie es auch in der taglichen histopathologischen Diagnostik tblich ist. Da die
objektive Quantifizierung durch diese Form der Analytik, wie bereits erwahnt, anfallig fir
Observer-Variablititen ist, wurden in dieser Arbeit die HE-Ubersichtsschnitte in zwei
voneinander unabhangigen Auswertungen erfahrener Patholgen, bzw unter der Anleitung
und Aufsicht eines Pathologen, untersucht und verglichen. Um die groBtmaogliche Sicherheit
zu gewahrleisten wurde nach einer Ubereinstimmung der Einteilung von insgesamt 96% der
Falle, in den restlichen Fallen ein dritter Pathologe (Direktor des Instituts) fiir eine endgiiltige

Entscheidung hinzugezogen.

4.1.4.4 Statistische Auswertung

In der vorangestellten Berechnung der minimalen StichprobengréRe, deren Variablen den

allgemeinen Standards entsprachen, lieR sich die Mindestanzahl von 62 Féllen erheben, die
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bendtigt wurde, um einen statistisch signifikanten Effekt auch tatsachlich aufzudecken. Auf
Grundlage der hohen Anzahl an eingeschlossenen Patienten (n=419) und reseziertem
Tumorgewebe (PT: n=289, LM: n=192, FM: n=22, RD: n=42) standen fiir statistische Analysen
und Korrelationen deshalb zumeist ausreichend hohe Datensdtze zur Verfiigung. Die
niedrigere Anzahl an FM- und RD-Gewebe ist zum einen darin begriindet, dass diese auch nur
bei einer gewissen Zahl an Patienten auftraten und dann auch nicht immer entfernt wurden.
Analysen, die mit diesem Gewebe angestellt wurden, haben somit eine hdhere

Wahrscheinlichkeit einem Betafehler zu unterliegen.

Je nachdem welche Subgruppierungen der Kohorte auBerdem untersucht wurden, blieben
zum Teil nur wenige Falle Gbrig, deren Auswertung keine validen Ergebnisse gerechtfertigt
hatten. So fanden zum Beispiel auf Grund zu niedriger Anzahlen an CUP (3,1%) und

Mehretagenkarzinomen (3,1%) diese in den Uberlebensanalysen keine Erwdhnung.

4.2 Beurteilung der Ergebnisse

4.2.1 Kohorte

Die Lubecker Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomgewebekohorte besteht aus 419 Patienten
und lasst sich entsprechend den Ergebnissen der Tumorepidemiologie und ihren
Eigenschaften im Vergleich zu nationalen und internationalen Datensatzen als reprasentatives
Kollektiv bewerten. Hierbei wurde im Vergleich mit Daten des Robert-Koch-Instituts die
typische Geschlechterverteilungen mit einer méannlich zu weiblich Ration von 3:1 [5] und das
typische mittlere Erkrankungsalter von 62 fiir mannliche und 63 fiir weibliche Betroffene

erreicht [4].

In 27,7% der Falle liel’ sich ein postiver p16 Status als Surrogatmarker einer HPV Infektion Gber
alle HNSCC gemittelt nachweisen. Dabei zeigten sich in etwa 50% der OPSCC und 17% der
nicht-OPSCC pl16 positiv, was sich ebenso analog zu nationalen wie internationalen

epidemiologischen Daten verhalt [74-77].

Hinsichtlich der Verteilung entlang der unterschiedlichen Tumorlokalisationen finden sich die
meisten PT entweder im Mundraum oder im Pharynx (79%), weniger im Larynx (21%) [4,5].

Auch diese Verteilung spiegelt sich in der Liibecker HNSCC Kohorte wider.
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Betrachtet man die Verteilung der UICC Stadien so fallt auf, dass diese Kohorte weniger T1
klassifizierte Falle aufweist (22,6%), als dies in nationalen Datenbanken der Fall ist (25-44%).
Dies scheint dem Umstand geschuldet zu sein, dass fiir den Aufbau einer Gewebekohorte auch
geniligend Tumormaterial vonnéten ist, um verwertbare TMA Cores zu erzeugen. T1 Tumore
bieten auf Grund der kleineren Masse nicht immer genligend Material, sodass hier eine
Verschiebung der UICC Klassen zu Gunsten groRerer Tumore aufgetreten sein konnte. Ebenso
verzerrt stellen sich die Verteilungen hinsichtlich hoherklassiger UICC Stadien dar. Tumore im
UICC-IV Stadium werden dabei im Vergleich bei ED in etwa zwischen 40% im Larynx und 75%
im Pharynx klassifiziert [4], in dieser Studie jedoch nur 43,1% insgesamt. Dies scheint daher zu
rihren, dass die Kohorte hauptsachlich auf Grundlage des verfligbar archivierten
Tumorgewebes aufgebaut wurde und fortgeschrittene Tumore der UICC IV hé&ufig nicht
operativ entfernt werden, sondern eine palliative Radiochemotherapie oder , best supportive

care” erhalten.

In der Betrachtung der 5-Jahres Uberlebens Analysen lisst sich im Rahmen dieser Studie
bestatigen, dass die Prognose des HNSCC nach wie vor als unglinstig zu bewerten ist. Analog
zu den Daten des Robert Koch Instituts liberleben abhangig von der Tumorlokalisation und
dem Geschlecht nur etwa die Halfte der Betroffenen die ersten 5 Jahre nach ED (48% der
mannlichen und 59% der weiblichen Erkrankten fiir Plattenepithelkarzinome des
Mundraums/Pharynx, 63% der mannlichen und 64% der weiblichen Erkrankten fir
Plattenepithelkarzinome des Larynx) [5]. Auch in dieser Studie lassen sich ungilinstige 5-Jahres
Uberlebensraten fiir Plattenepithelkarzinome des Mundraums (51,8%) und des Hypopharynx
(54,8%) gegeniiber denen des Oropharynx (65%) und des Larynx (67,2%) finden. Im Vergleich
zur EURO-CARE 5 Study [78], in der seit vielen Jahren Uberlebensdaten von Krebspatienten in
ganz Europa gesammelt und verglichen werden, verhilt sich das 5-Jahres Uberleben tiber die
gesamte Kohorte gemittelt (61,9%) sowohl gegeniiber den europdischen als auch den
deutschen Daten kongruent. Es zeigt sich also, dass die hier aufgefiihrten Daten nicht nur mit
denen der anerkannten nationalen wie internationalen Datenbanken {bereinstimmen,
sondern die ungiinstige Prognose des HNSCC innerhalb des Libecker Kollektivs weiterhin zu
beobachten ist. Dies liegt mutmaRBlich auch darin begriindet, dass die Libecker HNSCC
Gewebe Kohorte hinsichtlich der angewandten Therapieoptionen naiv gegeniber neuen
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICl) ist, die erst nach dem Endpunkt der Datenerhebung als

zusatzliche Therapieform zugelassen wurden. Neuere Daten hierzu bestatigen, dass PD-1
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Inhibitoren das Leben von Patienten mit rezidivierendem oder metastasiertem HNSCC
verlangern [29,79,93], und es wird abzuwarten bleiben, inwieweit die Langzeitprognosen
dadurch beeinflusst werden. Es ist jetzt aber schon zu erkennen, dass das Ansprechen von
HNSCC auf die derzeitigen Immuntherapien weniger erfolgreich ist, als in anderen

Tumorentitdten (Siehe 1.7 Therapieoptionen).

Anhand der Ergebnisse dieser Studie lasst sich weiterhin beobachten, dass die neuen
Anpassungen der UICC Klassifikation dazu gefiihrt haben, dass sich hinsichtlich der 5-Jahres
Uberlebens Analysen eine prizisere prognostische Wertigkeit der neuen 8. Klassifikation
abzeichnet. Dabei beschreiben die Stadien UICC | und UICC IV deutlichere Extreme und der
Verlauf der Uberlebensdaten wird durch ein eher stetig abfallendes Muster gekennzeichnet.
In der Reklassifizierung kam es aufgrund neuer Kriterien dabei zu einer Alternation von Fallen
innerhalb der einzelnen Klassen. Vergleicht man diese, werden drei Anderungen
offensichtlich: Zunachst wurde die neue TO Klasse fiir CUP definiert, die vormals mit TX
gekennzeichnet wurde (100% der CUP wurden reklassifiziert). Auerdem mussten in etwa
einem Drittel der Félle der initial als T2 klassifizierten Plattenepithelkarzinome im Mundraum
in T3 (33,3%) und T1 (3,3%) gedndert werden. Fir diese Anpassung war die neubewertete
Relevanz der Tiefeninfiltration des Tumorgewebes ausschlaggebend. Zuletzt mussten in allen
Lokalisationen Anderungen hinsichtlich des N-Status vorgenommen werden, welches sich am
Ehesten im OPSCC abzeichnete. Hier wurde fast die Halfte der urspringlich als N2
klassifizierten Tumore als N1 (29,8%) und N3 (15,5%) reklassifiziert. Dies beruht auf der neu
eingefiihrten Evaluation der extrakapsuldren Ausbreitung [1], die einen negativen Einfluss auf
die Entwicklung von lokoregionaren Rezidiven und Fernmetastasen gezeigt hat, die ihrerseits
wiederum mit schlechten Prognosen assoziiert sind [80]. Da ein hinreichender Nutzen der
Anderungen weiterhin diskutiert wird [81] l3sst sich hier zeigen, dass diese Anpassungen einen
tatsachlichen Einfluss auf die prognostische Schirfe haben und die Anderung zur 8. Edition

der UICC Klassifikationen in Betrachtung der Liibecker Kohorte gerechtfertigt war.

In der Betrachtung der 5-Jahres-Uberlebens Analysen der Patienten, die eine RD oder DM
entwickelten wird deutlich, dass diese EinflussgroRen weiterhin als verlaufsentscheidend zu
werten sind und am ehesten mit einem vorzeitigen Ableben einhergehen. Fir die Patienten,
die im Verlauf oder bei ED eine LM entwickelt hatten, zeigt sich in Ubereinstimmung mit den

widerspriichlichen Daten der Literatur kein signifikanter Einfluss auf das mittlere 5-Jahres
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Uberleben. Dies widerspricht dabei den Bestrebungen Lymphknoten-Verhiltnisse (engl
Lymph node ratio, LNR) in der klinischen Anwendung als zusatzliche prognostische GroRRe zu
implementieren [82]. Viel wichtiger scheinen hier in Anlehnung an die UICC Klassifizierung

GroRe und Verteilungsmuster von LM und Faktoren wie das ECS bei LM+ zu sein.

Der positive prognostische Einfluss von pl16 als Surrogatmarker der HPV-assoziierten
Tumorgenese im OPSCC lief} sich auch an der Liibecker Kohorte reproduzieren, was die neue
Definition unterschiedlicher Subtypen im OPSCC nach der 8. UICC Edition untermauert. Der
Einfluss war auch tber die Gesamtkohorte nachweisbar. Dies ist aber wahrscheinlich auf die
Verzerrung durch die OPSCC zuriickzufiihren, da sich kein signifikanter Einfluss in der isolierten

Betrachtung der Nicht-OPSCC abzeichnete.

Hinsichtlich der exogenen Risikofaktoren (Rauchen, Alkoholkonsum), die zu einer Ausbildung
des klassischen HNSCC fiihrten, hat sich analog zu den Daten der Literatur auch in der
Libecker Kohorte bestéatigen lassen, dass diese mit einer schlechteren Prognose einhergehen,
als es bei Patienten der Fall ist, die sich diesen Noxen nicht ausgesetzt hatten. Dies
unterstreicht, warum diese Faktoren als eine der wichtigsten prognosebestimmenden GrolRen
definiert werden und warum der Verzicht mit einem hohen prophylaktischen Nutzen

einhergeht [40].

4.2.2 EVI1

Um den Nutzen der Gewebekohorte Uber epidemiologische Analysen hinaus darzulegen,
schien das Screening des nukledren Markers EVI1 sinnvoll, da dieser bereits als wichtiger
prognostischer Marker in myeloiden Neoplasien beschrieben wurde und eine Uberexpression
wie bereits erwdhnt auch in soliden Tumoren wie Kolonkarzinomen, Lungenkarzinomen,
Prostatakarzinomen und Ovarialkarzinomen mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet
ist. Somit wird im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal ein moglicher Einfluss des Markers
auch fur das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs anhand der Liibecker HNSCC

Kohorte untersucht und im Folgenden beschrieben.

Zunachst ist auffillig, dass im Vergleich zu den o.g. malignen Tumorerkrankungen eine
Uberexpression von EVI1 in HNSCC nicht mit einem verkiirzten mittleren 5-Jahres

Gesamtiiberleben oder mittleren 5-Jahres krankheitsfreien Uberleben assoziiert ist und
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dadurch kein prognostischer Marker fiir das mittlere Uberleben darstellt. Dies kdnnte an
mehreren Faktoren liegen: Zunachst fiel die EVI1 Expression in p16 positiven gegeniiber p16
negativen Tumoren in dieser Studie erhoht aus. Sowohl fiir HNSCC insgesamt als auch isoliert
fiir das OPSCC stellt der p16 Status jedoch einen giinstigen prognostischen Faktor dar, was die
Rolle von EVI1 auf das Uberleben indirekt beeinflusst haben kénnte. Weiterhin konnte in
dieser Studie gezeigt werden, dass die EVI1 Expression in PT, die bei ED bereits in
Lymphknoten metastasiert waren erhoht ausfiel. In den meisten Tumorentitdten sind
Metastasen mit schlechten Prognosen assoziiert [57]. In HNSCC hat sich dies jedoch nicht
nachweisen lassen und auch innerhalb dieser Studie gab es hinsichtlich des
Lymphknotenstatus keinen statistischen Zusammenhang fir das Mittlere 5-Jahres
Gesamtliberleben. Es konnte sogar gezeigt werden, dass pl16 positive Tumore friiher
lymphogen metastasieren als p16 negative und dennoch eine giinstigere Uberlebensprognose
anzeigen [83,84]. Auch dies wiirde erklaren, warum eine hohere EVI1 Expression in anderen
Tumorentitdten eine unglinstigere Prognose anzeigt und in HNSCC nicht. Unterteilte man die
Kohorte anhand des p16 Status und der unterschiedlichen Lokalisationen, lieRe sich eventuell
ein prognostischer Einfluss fiir einzelne Subgruppierungen nachweisen, innerhalb dieser
Studie waren diese Subgruppen jedoch zu klein, um statistisch signifikante Aussagen zu treffen

und wurden demnach auch nicht mit aufgefiihrt.

In dieser Studie konnte weiterhin gezeigt werden, dass anhand einer hohen EVI Expression
zum Zeitpunkt der ED eine Unterscheidung der nodal-metastasierten von den nicht-
metastasierten Patienten moglich war. Aus diesem Grund konnte EVI1 als Marker fur LM
genutzt werden, was die Erkennung von klinisch oder radiologisch nicht erfassbaren okkulten
LM vereinfachen wiirde. Hieraus ergdbe sich eine wichtige klinisch-therapeutische Relevanz,
da sich der Umfang einer Neck dissection im Rahmen einer engeren Indikationsstellung durch
die prdoperative immunhistochemische Bestimmung der EVI1 Expression moglicherweise
reduzieren lieRe und dadurch die bereits erwahnten Komplikationen vorgebeugt und eine
Ubertherapie vermieden werden kénnten. In anderen Tumorentititen gibt es bereits das
Prinzip der Sentinel-Lymphknotenresektion, wie etwa im Mammakarzinom [85], wodurch der
Umfang einer Lymphadenektomie bestimmt werden soll. Unter Umstdanden wére ein solches
Vorgehen auch fir das HNSCC denkbar, sicherlich wéaren dafiir jedoch prospektive
Forschungsdaten vonnoten, die eine genaue Sensitivitat und Spezifitat fir die Erkennung von

LM anhand der EVI1 Expression ermoglichten und eine Diskussion fir die Verwendung in der
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klinischen Diagnostik rechtfertigen wiirden. Dennoch stehen diese Ergebnisse analog zum
Effekt der EVI1 Expression im Kolonkarzinom, in dem eine hohe EVI1 Expression fiir die
Ausbildung von Metastasen notwendig ist. Hier konnte namlich herausgestellt werden, dass

Tumorzellen mit einem Knockdown fir EVI1 in vivo nicht metastasieren konnten [57].

Interessanterweise ist EVI1 in p16 positiven HNSCC hoher exprimiert als in p16 negativen
HNSCC. Ob ein direkter Zusammenhang zwischen dem Surrogatmarker fir HPV und der
Expression des viralen Integrationsmarkers EVI1 besteht ist jedoch anhand dieser Daten nicht
zu bewerten, da wie bereits erwdhnt p16 positive HNSCC schneller und haufiger LM
entwickeln [84]. Dadurch kdnnte eine hohere Expression von EVI1 in p16 positiven HNSCC
auch indirekt durch eine erhohte Metastasenrate beeinflusst sein und misste in

anschlieRenden Studien hinsichtlich der Kausalitat weiter ergriindet werden.

Zuletzt lieB sich im Vergleich der unterschiedlichen Expression fiir EVI1 entlang der
Tumorlokalisationen bestatigen, dass HNSCC hinsichtlich der molekularen Eigenschaften
keine homogene Gruppe darstellt. Analog dazu zeigte sich hier auch, dass die EVI1 Expression
der LM nicht mit der Expression der zugehorigen PT korreliert und somit auch keinen direkten
Klon, sondern eine weiterentwickelte Kopie der tibergeordneten Tumorzellen darstellt. Dies
ist im Hinblick auf neue Chemotherapie-Konzepte interessant, die priméar auf die Interaktion
und Blockierung spezifischer Tumorantigene (Check Point Inhibitoren) abzielen. Zukiinftig
wird dabei von Interesse sein, inwieweit die molekulare Plastizitdt unterschiedlicher Tumoren
das Ansprechen von Antikorpertherapien beeinflusst und wie sich die molekulare Phanotypik
des Tumorgewebes innerhalb eines Patienten entlang der Metastasierungsstufen und der
Rezidive verhdlt, um spezifische Behandlungsstrategien auf den einzelnen Patienten
malzuschneidern. Im Vergleich zu anderen Tumorentitaten wie dem malignen Melanom hat
sich zum Beispiel gezeigt, dass HNSCC ein schlechteres Ansprechen auf ICI fir PD-1
(Pembrolizumab, Nivolumab) oder fiir EGFR (Cetuximab) gezeigt hat [32,86]. Die Griinde dafiir
sind Bestandteil pathologischer Forschung und lassen nicht zuletzt vermuten, dass dies in dem
unterschiedlichen molekularen Aufbau von PT, RD und den jeweiligen LM begriindet liegt

[28,32] und sich HNSCC hinsichtlich ihrer Lokalisation molekular voneinander unterscheiden.
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4.2.3 Immunzellverteilung

Das TME ist gerade im Hinblick auf die sich etablierende Immuntherapie immer weiter in den
Fokus der Wissenschaft geriickt. Dabei besteht grolles Interesse daran herauszufinden,
welche Rolle tumorinfiltrierende Lymphozyten (engl. tumor infiltrating lymphocytes, TIL) fur
die Genese und Prognose der Tumorerkrankung spielen und ist demnach ein wichtiger
Bestandteil pathologischer Forschung geworden. Bekannt ist, dass eine Immunzellinfiltration
des Tumorgewebes (hot-Typ) in vielen Tumorentitdten mit einer ginstigeren Prognose
verbunden ist [87]. Weiterhin konnte bereits fiir das HNSCC gezeigt werden, dass CD3- und
CD8-positive TIL im TME das Uberleben signifikant verliangern [88]. AuBerdem wurde bereits
ein giinstiger Einfluss von TIL auf das Uberleben im Plattenepithelkarzinom des Larynx
beschrieben [89]. Die Immunzellverteilung im TME lasst sich als hot, excluded und cold
klassifizieren, je nachdem ob Tumorgewebe von Immunzellen infiltriert wird, diese lediglich
innerhalb des Stromas auftauchen oder diese nicht im TME zu finden sind [68]. Im Rahmen
dieser Studie wurde diese Klassifikation an der Lilbecker HNSCC Kohorte mit Hilfe von Routine
HE Schnitten der Tumorresektate erhoben, was die erste Untersuchung dieser Form fiir das
HNSCC darstellt. Es konnte dabei gezeigt werden, dass Tumorgewebe, das dem cold-Typ
zuzuordnen war, mit einer schlechteren Prognose hinsichtlich des 5-Jahres Gesamtiiberlebens
verbunden ist. Dies untermauert dabei die Ergebnisse einer kirzlich erhobenen
Tumorgenomatlas-Analyse (engl. The Cancer Genome Atlas, TCGA), in der gezeigt wurde, dass
HNSCC Tumore die keine TIL aufwiesen (cold-Typ) mit einer schlechten Prognose verbunden
sind [90]. Die Einteilung nach cold, hot oder excluded ist leicht zu erheben und ist schneller,
glnstiger und weniger aufwandig als Genom-Sequenzierung von Tumorgewebe, da hierfir
lediglich Standard HE Schnitte angefertigt und unter einem Mikroskop klassifiziert werden
miussen. Die hier aufgefiihrten Daten bestatigen, dass die UICC Klassifikation weiterhin der
starkste prognostische Marker fiir das HNSCC darstellt [17]. Nichtsdestotrotz konnte gerade
im Hinblick auf neue Immuntherapien die Klassifizierung der Immunzellverteilung nach dem
hier beschriebenen cold-/hot-/excluded-Schema die klinische Diagnostik fir individualisierte
Behandlungsstrategien ergianzen oder die Entscheidungsfindung fir Tumore, die genau
zwischen 2 UICC Stadien liegen, vereinfachen. Es erscheint demnach sinnvoll, die Etablierung
dieser Methode in der klinischen Praxis zu erwagen und sollte dafir sicherlich in weiteren

Studien hinsichtlich der prognostischen Wertigkeit liberprift und validiert werden.
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Interessant wird in diesem Zusammenhang bleiben, inwieweit die Therapie mit ICl abhangig
vom Immunzellverteilungstyp ist und ob das bereits erwdhnte schlechtere Ansprechen von
PD-1 Inhibitoren im Vergleich zu anderen Tumorentitdten durch das Ausbleiben von TIL (cold-
Typ) zu erklaren ist. Lediglich 9,5% der RD waren am Libecker Kollektiv dem hot-Typ
zuzuordnen und ganze 47,6% dem cold-Typ. Bis jetzt ist die Immuntherapie flir das HNSCC
jedoch nur in der Behandlung von Tumorrezidiven, nicht aber fir die Behandlung von
Primartumoren zugelassen. Dies liegt nicht zuletzt auch daran, dass Zulassungsstudien vor
allem an Rezidiv-Kollektiven erhoben wurden, die hinsichtlich der herkdmmlichen Therapie
ein Therapieversagen aufwiesen [32]. Jedoch liegt dabei der Zusammenhang zwischen einem
schlechteren Ansprechen auf ICI Therapie in einem Tumor, der sich weniger oder nicht-
entzindlich darstellt, nahe und sollte in weiteren Studien ergriindet werden. Dafir ist es
notwendig, grolRere Kohorten an HNSCC Rezidiv-Patienten aufzubauen und die

Immunzellverteilung in Abhangigkeit von ICl Therapie zu analysieren.

Im Vergleich der unterschiedlichen herkdmmlichen Therapieregime zeigte sich weiterhin, dass
HNSCC, die dem cold Verteilungsmuster zugeordnet wurden, ein unglinstigeres
Gesamtliberleben aufwiesen, wenn diese monotherapeutisch operativ reseziert oder operativ
mit adjuvanter Radiochemotherapie versorgt wurden. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied
in den Uberlebensanalysen fiir die Immunzellverteilung, wenn die Betroffenen zur operativen
Therapie lediglich adjuvant bestrahlt wurden und eine zuséatzliche chemotherapeutische
Intervention ausblieb. Da HNSCC mit der cold Immunzellverteilung gegeniiber den
infiltrierenden Mustern (hot und excluded) generell eine ungiinstigere Prognose aufweisen,
erklart dies wahrscheinlich den Effekt fir die Subgruppe der HNSCC, die ohne Adjuvanz
operativ versorgt wurden, da ansonsten gegenuber einer Tumorentfernung kein
Selektionsdruck der Tumorzellen besteht. Anders ist dies jedoch in den Subruppen, die
zusatzlich bestrahlt wurden oder kombinierte Radiochemotherapie erhielten, da diese
Therapien einen gewissen Selektionsdruck auf die Tumorzellen ausiiben, der wiederum zur
Therapieresistenz fihren kann. Kriterien die fiir die Entscheidung der kombinierten
adjuvanten Therapie sprechen sind, nebst positivem LM Status, ECS und mogliche PM [91].
Demnach deuten die hier beschriebenen Daten an, dass Betroffene mit dem cold
Verteilungsmuster gegeniiber den infiltrierenden Verteilungen nicht von einer adjuvant
kombinierten Radiochemotherapie profitieren, da diese gegeniber diesem Regime

resistenter in Erscheinung treten. Fraglich ist jedoch, ob sich dieser Effekt tatsachlich durch
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die Immunzellinfiltration des Tumors erkldren ldsst oder ob das Unterlassen der
chemotherapeutischen Therapiekomponente auf Grund von moglichen Kontraindikationen,
wie akutes Nierenversagen, beglinstigt wird. Um dies genauer zu untersuchen, bendétigte es 2
HNSCC LM+ Arme, die anhand der oben beschriebenen Kriterien beschrieben und hinsichtlich
adjuvanter Therapieregime miteinander verglichen wirden. Die hier verwendeten
Studiendaten lassen diese Betrachtung jedoch nicht zu, untermauern jedoch die bereits
vorbeschriebene kontroverse Diskussion des Nutzens von adjuvanten Therapieregimen und
weist auf die Notwendigkeit spezifischerer Faktorendiskrimination hin, wenn es um die

Entscheidung der individuell bestméglichen Therapieform geht.

HPV positive HNSCC wurden im Gegensatz zu HPV negativen bereits als eher entzindlich
vorbeschrieben [88]. Dies konnte in dieser Studie nicht bestatigt werden, da sich keine
signifikante Korrelation der Immunzellverteilung gegeniiber dem pl16 Status als
Surrogatmarker einer HPV Infektion abzeichnete und cold, hot und excluded Tumore in etwa
den gleichen Anteilen in p16 positiven wie negativen HNSCC vertreten waren. Aus diesem
Grund lasst sich durch die Beurteilung der Immunzellverteilung im TME in dieser
Untersuchung kein Riickschluss auf den HPV Status ziehen. Dies konnte dabei ein Grund dafir
sein, warum sich in der Subgruppenanalyse der Phase 3 Zulassungsstudie fir Nivolumab
(KEYNOTE-Studie) kein Unterschied in den HPV-positiven gegeniiber HPV-negativen Fallen im
OS abgezeichnet hat [92,93], da, wie bereits erwdhnt, davon auszugehen ist, dass die

Immunzellverteilung einen Einfluss auf das Ansprechen der ICI Therapie haben koénnte.

Da sich die Anzahl der p16 positiven OPSCC, die fur eine Auswertung nach cold/hot/excluded
in Frage gekommen waéren, in der Libecker Kohorte nur limitiert widerspiegelt, sollte der
Einfluss der Immunzellverteilung im HPV positiven OPSCC anhand einer groRReren Kohorte
gegenprift werden, um dies auch innerhalb dieser neu eingefiihrten Subgruppe zu

untersuchen.

4.3 Aussicht

Die Ergebnisse dieser Studie sind lediglich als Ausschnitt einer retrospektiven Betrachtung mit
Hilfe einer hierzu aufgebauten Gewebekohorte zu werten und sollen primar den Nutzen von
Gewebekohorten als wichtiges Werkzeug fir Screening-Untersuchungen in der Forschung

darlegen. Die Liibecker HNSCC Gewebekohorte wird bereits in vielen weiteren Projekten als
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Grundlage von Fragestellungen und IHC-Screening-Untersuchungen genutzt und etabliert sich
zunehmend als wichtiges Werkzeug in der Thesenherleitung und Planung weiterer
molekularer Biomarkerforschung (siehe dafir die in App. 4 aufgefihrten
Folgeveroffentlichungen). Auf Grundlage der Ergebnisse fiir EVI1 als Marker fiir LM im HNSCC
laufen zudem bereits Zellkulturexperimente in denen siRNA-vermittelte Knockdown
Zellreihen hinsichtlich ihres molekularen Verhaltens untersucht werden, um kausale
Rickschllisse auf ein gesteigertes Metastasierungsverhalten herzuleiten und die Ergebnisse
aus dieser Studie zu untermauern und kausal aufzuarbeiten. Weiterhin laufen bereits
Vorbereitungen fiir ein prospektives Studiendesign, in dem Patienten, die trotz radiologisch
erhobenem cNO Status, aber auf Grundlage eines hohen T-Stadiums, eine Neck Dissektion
erhalten werden, im Vorfeld auf die EVI1 Expression im PT untersucht werden. Diese
Ergebnisse sollen anschlieRend hinsichtlich eines moglichen prognostischen Nutzens fir die
Erkennung okkulter LM ausgewertet und hinsichtlich Testsicherheit und Genauigkeit
Uberpruft werden. Aufbauend auf den hier prasentierten Ergebnissen der
Immunzellverteilung im HNSCC wird bereits nach Faktoren gesucht, die diese im HNSCC
beeinflusst, um somit ein genaueres Verstandnis vom Einfluss des TIME im HNSCC gerade im
Hinblick auf neue Immuntherapien und ihre Prognosen zu gewinnen. Diesbeziiglich konnte in
einem Folgeprojekt bereits gezeigt werden, dass den unterschiedlichen Verteilungsmustern
spezifische Zelltypen und Biomarker zuzuordnen waren, die erste Erkldrungsansatze fiir die
unterschiedliche Immunzellverteilungen liefern kdnnten (siehe hierzu App. 4, 7. Publikation).
Zuletzt ermoglicht diese Kohorte Einblicke in lokal-epidemiologische Gegebenheiten und
untermauert dabei als immuntherapie-naives Kollektiv die Aggressivitdt des HNSCC und die
damit einhergehende Notwendigkeit, die molekularen Eigenschaften dieser Tumorentitat

weiter aufzuschlisseln.
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5 Zusammenfassung der Arbeit und der Ergebnisse

5.1 Kohortendaten

5.2

Aufbau einer reprasentativen HNSCC Gewebe-Kohorte

Vergleich mit 5-Jahres-Uberlebens Analysen aus nationalen und internationalen
Datenbanken hinsichtlich Lokalisation, RD-, LM-, DM-Status

Reklassifikation und Vergleich zwischen prognostischer Wertigkeit der urspriinglichen
7. UICC und neu eingefiihrten 8. UICC Klassifikation mit hoherer Trennscharfe fiir die
letztgenannte

Signifikant langeres Mittleres 5-Jahres Uberleben fiir p16 positive HNSCC und OPSCC
Kein Einfluss des Gradings, Alters oder Geschlechts auf das Mittlere 5-Jahres
Uberleben

Signifikanter  Einfluss von exogenen Risikofaktoren (Alkoholabusus und

Zigarettenrauchen) auf das Mittlere 5-Jahres Uberleben

Die Rolle der EVI1 Expression

Einflhrung eines Expressionswertes fiir EVI1, ermessen an der Intensitdt der Farbung
und der Verteilung der exprimierenden Zellen

Signifikant niedrigere EVI1 Expression in Plattenepithelkarzinomen des Mundraums im
Vergleich zu anderen HNSCC-Lokalisationen, was heterogene molekulare Phdnotypen
von HNSCC vermuten lasst

Signifikant Hohere EVI1 Expression in PT, die bei ED bereits LM ausgebildet haben und
daher im Liibecker Kollektiv einen prognostischen Wert fir die Ausbildung von LM mit
wichtiger klinischer Relevanz darstellt

Signifikant hohere EVI1 Expression in PT gegeniber korrespondierender LM, was
untermauert, dass Tumormetastasen nicht einfachere molekulare Kopien der
Uibergeordneten Primarien darstellen

Signifikant hohere EVI1 Expression in p16 positiven HNSCC und Trend fiir hGhere EVI1
Expression in pl6 positiven OPSCC, was entweder indirekt durch die erhohte
Metastasierungstendenz in HPV positiven HNSCC zu erklaren ist oder einen direkten

Zusammenhang des viralen Integrationsmarkers vermuten lassen konnte
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Trend fir EVI1 Expressionsabfall entlang des lymphogenen Metastasierungsweges
Keine Korrelation der EVI1 Expression mit Patientenalter oder UICC-Stadium

Im Gegensatz zu vielen anderen Tumorentitdten zeigte sich keine Korrelation der EVI1
Expression mit dem mittleren 5-Jahres Gesamtiiberleben oder dem Mittleren 5-Jahres
Krankheitsfreien Uberleben, was auf Grund der Korrelation von EVI1 mit dem
prognostisch glinstigen p16 Status und dem fehlenden Einfluss der LM-Ausbildung auf

die Prognose des HNSCC erklart werden konnte

Immunzellverteilung

Einfihrung des cold/hot/exluded-Schemas fir die Klassifizierung der
Immunzellverteilung im TME des HNSCC anhand von Standard HE Schnitten, welches
einen einfachen und glinstigen diagnostischen Weg darstellt.

In etwa gleiche Verteilung der Muster entlang der Tumorlokalisationen

In etwa gleiche Verteilung der Muster im Vergleich zwischen p16 positiven und p16
negativen HNSCC, was inkongruent zu anderen Forschungsdaten ist, jedoch das
dhnliche Ansprechen von ICI Therapien im Vergleich von HPV positiven und HPV
negativen HNSCC erklaren kdonnte

Signifikanter Unterschied im mittleren 5-Jahres Gesamtiiberleben im Vergleich
zwischen dem cold-Typ gegeniliber dem hot- und excluded-Typ im PT, wodurch die
Immunzellverteilung als prognostischer Marker fiir das mittlere Gesamtiberleben im
HNSCC erwogen werden konnte

Unabhangigkeit dieses Schemas gegeniiber anderen prognosebestimmenden
EinflussgroRen wie UICC, p16-Status, RD oder FM im Verlauf

Geringer Anteil des hot-Typs (9,5%) und groBer Anteil des cold-Typs (47,6%) im
Rezidivgewebe, was im Vergleich mit anderen Tumorentitdten als Grund fir ein
schlechteres Ansprechen auf ICl Therapien angefiihrt werden kénnte und im Hinblick
auf eine exklusive Anwendung in der Rezidivbehandlung des HNSCC diskutiert werden
sollte

Hinweis darauf, dass das cold Verteilungsmuster gegeniiber den infiltrierenden
Verteilungen nicht von einer adjuvant kombinierten Radiochemotherapie profitieren

kénnte
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e Kein Einfluss der Immunzellverteilung auf das mittlere 5-Jahres krankheitsfreie
Uberleben
e Kein Einfluss der  Immunzellverteilung auf  Uberlebensanalysen im

Rezidivtumorgewebe.
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Appendix 1: Univariate Cox Regression moglicher prognosebestimmender Variablen

Variable

Alter
Geschlecht

Immunzellverteilung

UICC Stadium 8. Ed.

e T Stadium isoliert

UICC Stadium 7. Ed.
Grading

p16 Expression

e HNSCC Gesamt
e OPSCC

Auftreten eines Rezidivs

Auftreten einer LM
Auftreten einer DM

p-Wert

0,165
0,556
0,005*

<0,001*
<0,001*
<0,001*
0,354

0,001*
0,004*
0,042*
0,321

0,001*

*statistisch signifikanter Wert

Hazard Ratio (HR)

1,325
1,153
0,542

1,543
1,927
1,370
1,239

0,516
0,485
1,224
1,124
1,445

95% Konfidenzintervall

0,891-1,966
0,718-1,851
0,360-0,832

1,335-1,785
1,303-2,849
1,172-1,601
0,788-1,949

0,347-0,767
0,248-0,763
1,098-1,472
0,892-1,417
1,156-1,808

Appendix 2: Multivariate Cox Regression der signifikant prognostischen Variablen

Variable

Immunzellverteilung

UICC Stadium

e T Stadium isoliert

p16 Expression
e HNSCC Gesamt
e OPSCC

Auftreten eines Rezidivs

Auftreten einer DM

p-Wert

0,003*

0,176
0,177

0,001*
0,002*
0,467
0,087

*statistisch signifikanter Wert

Hazard Ratio (HR)

0,527

1,497
1,446

0,353
0,315
1,638
1,4635

95% Konfidenzintervall

0,346-0,804

0,834-2,689
0,847-2,467

0,190-0,657
0,148-0,563
0,765-1,978
0,901-1,843
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Appendix 3: Kaplan-Meier-Kurven fiir mittleres 5-Jahres-krankheitsfreies Uberleben fiir

Immunzellverteilung cold, hot, excluded a) und cold versus non-cold b)

a) b)
1004 — Immunstatus 1004 —n__ Immunstatus
N — —cold g . cold
hot L e e hot oder
L+ Lttt
excluded b excluded
80 | +zensiert 80 - o TR - zensiert

zensiert zensiert

zensiert

601 60 -

40

40

201 20

T T T
0 10 20 30 40 50 60

Krankheitsfreies Uberleben - disease free survival (%)
Krankheitsfreies Uberleben - disease free survival (%)

0 10 20 30 40 50 60
Zeit (Monate) Zeit (Monate)

Log-Rank-Test: p=0,077 Log-Rank-Test: p=0,215
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