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Zusammenfassung/Summary

1. Zusammenfassung

Als sechst héufigste Tumorentitit weltweit zdhlen Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereiches zu den Tumorerkrankungen mit schlechten prognostischen Aussichten: Die 5-Jahres-
Uberlebensrate von lediglich 50%-60% konnte in den vergangenen Jahren trotz neuer Therapieansitze
nur unwesentlich verbessert werden, was zum Einen ursdchlich auf die enorme Variabilitit im
Therapieansprechen multimodaler Behandlungsverfahren, den daraus resultierenden funktionellen und
asthetischen Defiziten sowie den damit einhergehenden Nebenwirkungen zuriickzufiihren ist. Zum
Anderen erfolgt bei der Mehrzahl der Fille eine sehr spédte Diagnosestellung, welche einschrankende
Auswirkungen auf die Wahl der Therapiemallnahmen hat und die Identifikation des
Tumorentstehungsortes oft erschweren kann. Kopf-Hals-Tumoren sind gekennzeichnet durch eine
komplexe mutationslastige Tumormikroumgebung, welche zum Teil fiir das limitierte Ansprechen
zielgerichteter medikamentdser Therapien verantwortlich sein konnte. Aus diesem Grund besteht eine
Notwendigkeit, neue Biomarker aufzudecken, die eine Fritherkennung der Karzinome erleichtern, eine
verbesserte Prognose-einschidtzung erlauben und fiir den individuellen Patientenfall effektive
Therapieoptionen ermdglichen. Mit Vitamin-D, einem Hormon mit vielfiltigen physiologischen
Effekten auf zahlreiche Organ-systeme, werden multiple immunstimulierende Eigenschaften und eine
gewisse antitumorale Potenz assoziiert, die liber zelluldre und humorale Mechanismen moduliert wird.
Dazu kommt, dass die Mehrzahl der an einem Kopf-Hals-Tumor erkrankten Patienten einen
ausgeprigten Vitamin-D-Mangel aufweisen und diese Tumorentitit in der Regel mit
immunsuppressiven  Eigenschaften  einhergeht. In dieser Arbeit wurde demnach der Frage
nachgegangen, ob der Vitamin-D-Status von Kopf-Hals-Tumorpatienten eine Auswirkung auf
molekulare Interaktionen zwischen Tumorzellen und dem Immunsytem haben und die dadurch
vermittelte Immunsuppression einschranken kdnnte.

Von dieser Grundiiberlegung ausgehend wurden Tumorgewebeproben von 112 Kopf-Hals-
Karzinompatienten auf das Expressionsverhalten der Immun-Checkpoint-Molekiile CD80, B7-H4, B7-
H3 sowie PD-L1 und dem zelluliren Oberflachenproteinkomplex MHC1 immunhistochemisch
analysiert. Das Patientenkollektiv gliederte sich dabei in Abhédngigkeit vom 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegel in eine Patientengruppen bestehend aus 61 Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (25-
OH-Vitamin-D < 10 ng/ml) sowie 52 Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (25-OH-
Vitamin-D > 10 ng/ml). Die immunhistochemischen Féarbungen wurden semiquantitativ mit Hilfe
eines immunreaktiven Scores ausgewertet. Zusitzlich wurde die Expression der oben genannten
Molekiile in kultivierten Kopf-Hals-Tumorzellen der FaDu-Zelllinie mittels SDS-Gelelektrophorese
und Western Blot als Grundlage fiir weiterfiihrende funktionelle Untersuchungen analysiert.

Die Féarbungen bestitigten eine positive Korrelation zwischen einem ausreichend hohen Vitamin-D-
Serumspiegel bei Kopf-Hals-Tumorpatienten und einer verstirkten Expression stimulierender Immun-
Checkpoint-Molekiile auf den Tumorzellen im Sinne eines immunstimulativen, antitumoralen Einfluss
des Vitamin-D: Bei ausreichender Vitamin-D-Versorgung zeigte sich zum einen eine vermehrte

tumorale Expression der immunstimulierenden Marker CD80 (p = 0,0707) und MHC1 (p = 0,0190)
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Zusammenfassung/Summary

und zum anderen eine gesteigerte peritumoral-leukozytire CD80-Expression (p = 0,0324). Eine
vermehrte tumorale MHC1-Expression korrelierte zudem positiv mit dem HPV-Status (p = 0,0053)
und ging mit einem verldngerten Gesamtiiberleben einher (p = 0,0325). Das immunzellinhibierende
Immun-Checkpoint-Molekiil B7-H4 war auf Tumoren von Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (p
= 0,0705) und bei HPV-negativen Tumoren (p = 0,1332) unabhéngig vom Vitamin-D-Status vermehrt
exprimiert, sodass dieses Resulat iibereinstimmend mit den dargestellten Ergebnissen der immunzell-
aktivierenden Molekiile auf eine geforderte antitumorale Aktivitit des menschlichen Immunsystems
bei Kopf-Hals-Tumorpatienten durch Vitamin-D hindeutet sowie im Einklang mit der Tatsache steht,
dass HPV-negative Kopf-Hals-Tumoren starke immunsuppressive Eigenschaften aufweisen. B7-H3,
welches sowohl immunstimulierende Effekte als auch immunsupprimierende Funktionen ausiiben
kann, war bei Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung auf Tumorzellen klar iiberexprimiert
(p = 0,0052) und ging mit einem signifikanten Uberlebensvorteil einher (p = 0,0037). Dies konnte
damit zusammenhingen, dass bei ausreichender Vitamin-D-Versorgung durch gesteigerte Immunzell-
infiltration und geringere immunsuppressive Prozesse in der Tumormikroumgebung mdglicherweise
eher die co-stimulatorischen Effekte {iberwiegen. Bei Betrachtung der tumoralen (p = 0,4730) und
leukozytiren (p = 0,4032) PD-L1-Expression, konnte kein Zusammenhang zwischen der Hohe des
Vitamin-D-Serumspiegels und dem Expressionsverhalten nachgewiesen werden. Jedoch korrelierte
der HPV-Status positiv mit der PD-L1-Tumorexpression (p = 0,0784), was durch die hohen IFN-y-
Spiegel im Rahmen der antitumoralen immunologischen Aktivitit bedingt sein konnte. Eine vermehrte
PD-L1-Expression auf Tumorzellen war insbesondere bei Tumorpatienten mit ausreichender Vitamin-
D-Versorgung mit schlechten prognostischen Aussichten verbunden (p = 0,0613). Im vorliegenden
Patientenkollektiv fiihrte eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung in Relation zu Patienten mit einem
Vitamin-D-Mangel zu einem signifikant verlidngerten Gesamtiiberleben von durchschnittlich 10
Monaten (p = 0,0288). In der Western Blot-Analyse der Immun-Checkpoint-Molekiil-Expression in
FaDu-Zellen konnte lediglich fiir PD-L1 ein Signal nachgewiesen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse demonstrieren, dass eine ausreichende Vitamin-
D-Versorgung gerade in der Kopf-Hals-Onkologie von hoher prognostischer und therapeutischer
Relevanz sein kann, da iiberwiegend immunsuppressive Signalwege in der Tumormikroumgebung
durch eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung und einen positiven HPV-Status verhiltnismiBig
eingeschriankt werden, sodass eine effektive Anti-Tumor-Immunantwort generiert werden kann und
tumorprogressions-fordernde Eigenschaften reduziert werden. Diese Daten liefern Anhaltspunkte
dafiir, dass neben einer fokussierten Betrachtung der immunologischen Organisation in Kopf-Hals-
Tumoren funktionell-immunologische Verinderungen im Zusammenhang mit dem Vitamin-D-Status
weiter untersucht werden sollten mit der Zielsetzung durch Vitamin-D induzierte Verdnderungen in der
zelluldren und humoralen Komposition der Tumormikroumgebung zu identifizieren. Aktuell sind in

vitro-Experimente an HNSCC-Zelllinien, die mit aktivem Vitamin-D in sowohl supraphysiologischen
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als auch physiologischen Konzentrationen behandelt werden in Planung. Letzlich konnte eine
ergidnzende Vitamin-D-Substitution bei Kopf-Hals-Tumor-Patienten im Zuge eines multimodalen
Therapiekonzeptes die prognostische Perspektive sowie die Effektivitit einer Immuntherapie

verbessern.

1. Summary

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the sixt most common cancer globally with 5-
year-survival-rates as low as 50%—-60%, thus indicating poor prognosis. However the approval of few
novel therapeutic modalities in recent years has not substantially improved prognosis for head and
neck cancer patients, due to several reasons: First of all, treatment can be quite morbid whilst creating
side effects and resulting in significant functional as well as aesthetic deficits. Secondly, late stage
diagnosis often limits therapeutical approaches and impedes the identification of the exact tumor
location. Additionally, the complex mutational landscape in head and neck cancer may account for
insufficient response of targeted therapies, since most tumors evolve under treatment-associated
selective pressures and possess various genetic drivers of oncogenesis. For this reason, it remains
necessary to identify new prognostic and predictive biomarkers, which facilitate an early detection of
cancer and enable novel therapeutic strategies. The physiologically active hormone Vitamin-D is
linked with modulatory functions on the human immune system and favors antitumor immunity by
initiating cellular and humoral effects. Moreover, the vast majority of patients suffering from head and
neck cancer display a considerable Vitamin-D deficiency and this tumor entity is often associated with
a predominantly immune suppressive landscape.

Tumor tissue samples from 112 HNSCC patients, of which 51 had adequate serum levels of Vitamin-D
(25-OH-Vitamin-D > 10 ng/ml) while 61 exhibited a Vitamin-D deficiency (25-OH-Vitamin-D < 10
ng/ml), were subjected to conventional immunohistochemistry in order to assess the influence of
Vitamin-D on the immunological crosstalk between tumor and immune cells. To address this, the
expression of immunoregulative proteins MHC1, B7-H4, B7-H3, PD-L1 and CD80 was analyzed.
Additionally, the expression of the same molecules was studied on FaDu-cells, an immortalized
HNSCC cell line, by performing a SDS-gel-electrophoresis and western blot.

The evaluation of the immunohistochemical stainings with a semiquantitative immunoreactivity score
demonstrated that an adequate Vitamin-D status was associated with a higher tumoral expression of
CDS80 (p = 0,0707) and MHC1 (p = 0,0190), thus confirming the immune stimulatory and anti-
tumorigenic influence of Vitamin-D. Peritumoral leukocytes expressed more CD80 among patients
with higher Vitamin-D levels (p = 0,0324). Higher tumor levels of MHCI1 correlated positively with a
positive HPV-Status (p = 0,0053) and an improved overall survival (p = 0,0325). In conformity with
these results, an increased B7-H4 tumor expression was observed among patients with Vitamin-D
deficiency (p = 0,0705) and negative HPV-Status (p = 0,1332), which might be explained through the
predominantly immune suppressive tumor landscape among these patients, as B7-H4 is considered

immune inhibitory. B7-H3, which is thought to serve as both a co-inhibitor and co-stimulator of T-cell
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responses, was clearly overexpressed in tumor tissue from patients with adequate Vitamin-D serum
levels (p = 0,0052) and correlated with an improved overall survival among these patients (p =
0,0037), implying that the altered tumor microenvironment in patients with sufficient Vitamin-D
supply may promote co-stimulatory interactions. No considerable influence was detectable for the
expression of PD-L1 on both tumor (p = 0,4730) and leukocytes (p = 0,4032). However, a positive
HPV-status was associated with a high PD-L1 expression on tumor tissue (p = 0,0784), which may
have occurred due to high IFN-y-levels in the context of a strong antitumorigenic immune activity in
HPV-positive tumors. High tumoral PD-L1 expression among patients with elevated Vitamin-D serum
levels was linked with poor prognostic outcome (p = 0,0613). In accordance with all these findings, an
adequate Vitamin-D status significantly correlated with an improved overall survival among head and
neck cancer patients (p = 0,0288), as these patients lived 10 months longer on average compared to
patients with Vitamin-D deficiency. Merely a signal associated with PD-L1 expression was observed
through western blot analysis in cultured FaDu cells with no significant expression of all other
immune checkpoint molecules.

In summary, the obtained results clearly emphasize the prognostic and therapeutic relevance of an
adequate Vitamin-D supply for patients suffering from head and neck squamous cell carcinoma, by
revealing that normal Vitamin-D blood levels and a positive HPV-status limit immunosuppressive
interactions within the tumor microenvironment, which in turn leads to more potent antitumorigenic
immune responses and impaired tumor progression. These results provide an informative basis for a
specific examination of the immunological landscape in head and neck cancer, which should aim at
identifying potentially through Vitamin-D inducible alterations considering cellular and humoral
elements in the tumor microenvironment. Ongoing in vitro-experiments with HNSCC-cell lines,
treated with supraphysiological and physiological concentrations of active Vitamin-D are further
addressing these issues. Ultimately, supplying HNSCC-patients with Vitamin-D may support
antitumorigenic immune responses in an immunotherapeutic setting as part of a multimodal therapy

whilst simultaneously contributing to the improvement of the patients’ prognosis.
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2. Einleitung

2.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (head and neck squamous cell

carcinomas, HNSCCs)

Als sechst haufigste Krebserkrankung weltweit sind Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs
(,,head and neck squamous cell carcinoma®, HNSCC) fiir viele Fille von Krebs-assoziierter Mortalitéit
und Krankheitsleiden verantwortlich (Leemans et al. 2011). Die ungiinstige Prognose dieser
Tumorentitit spiegelt sich in der 5-Jahres Uberlebensrate wider, die in der GréBenordnung zwischen
50% und 60% liegt (Leemans et al. 2011, Vokes et al. 1993). Die Hauptgruppe der Patienten liegt im
Altersbereich zwischen 50 und 70 Lebensjahren. Darunter sind Ménner wesentlich hiufiger betroffen
als Frauen (Vokes et al. 1993). Dieser deutliche geschlechtspezifische Unterschied in der Inzidenz
resultiert aus der unterschiedlichen Assoziation und Exposition der Risikofaktoren unter Ménnern und
Frauen. Das Spektrum der HNSCCs umfasst alle Karzinomtypen, die von einem Schleimhaut-
epithelium des oberen Aerodigestivtraktes ausgehen: Dazu zdhlen im Wesentlichen die Mundhdhle,
der Oropharynx, der Hypopharynx, der Nasopharynx und der Larynx, wobei die Mundhohle und der
Larynx mit etwa 70% am héufigsten betroffen sind. Pharynxkarzinome treten in einem Viertel der
Fille auf (Leemans et al. 2011). In Deutschland erkranken etwa 13596 Menschen pro Jahr neu an
Pharynx- oder Mundhohlenkarzinomen und 3640 Menschen an Larynxtumoren (GLOBOCAN 2018,
Bray et al. 2018).

2.1.1 Atiologie, Epidemiologie und Pathogenese

Zu den fiihrenden Ursachen und Risikofaktoren fiir die Entstehung von HNSCCs zéhlen in etwa drei
Viertel der Félle ein erhohter Tabakkonsum bzw. Alkoholabusus (Leemans et al. 2011, Abb. 1). Diese
Noxen schiadigen die DNA der Zellen der Mund-, Rachen- und Larynxschleimhaut und es kann zu
Mutationen in Genen kommen, deren kodierte Proteine an der Kontrolle des Zellwachstums, der Zell-
differenzierung sowie des Zellzyklus beteiligt sind. Sowohl ein Funktionsverlust tumor-
supprimierender Faktoren als auch eine Uberstimulation bzw. Dysregulation zellproliferations-
steigernder Signalkaskaden fiihren im Laufe der Zeit zu einer iiberschieBenden Neubildung von
entdifferenziertem Gewebe, welches sich den Regulationsmechanismen fiir Wachstum und
Zellvermehrung entzieht und somit auch invasiv voranschreiten kann (Leemans et al. 2018, Abb. 1).
Atiologisch konnte in einigen Subentitiiten eine Assoziation mit dem humanen Papillomavirus (HPV)
(Maxwell et al. 2016) und im Falle des Nasopharynxkarzinom eine Epstein-Barr-Virus (EBV) -
Assoziation (Vokes et al. 1993) nachgewiesen werden. Mit einem Anteil von etwa 0,6% aller
Tumorerkrankungen stellt das Nasopharynxkarzinom eine vergleichsweise seltene Tumorerkrankung
dar, die verhéltnisméBig hdufiger in Afrika sowie Sitidostasien vorkommt (GLOBOCAN 2018, Bray et
al. 2018). An dieser Stelle sei darauf verwiesen, dass auf Grund der geringen Relevanz im
europédischen Raum und in Bezug auf die vorliegende Arbeit, auf eine ndhere Charakterisierung dieser
seltenen Tumorentitdt verzichtet wird. Im Gegensatz dazu représentiert die Gruppe der nikotin- und
alkoholassoziierten HNSCCs vor allem in Europa und industrialisierten Ladndern die iiberwiegende

Mehrzahl der Tumore im Kopf-Hals-Bereich (Meurmann 2010): Dabei besteht eine eindeutig positive
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Korrelation zwischen Grad der Risikofaktorexposition und dem Karzinomrisiko (Hashibe et al. 2009).
Im Kontext der noxeninduzierten Karzinogenese von HNSCCs kénnen Kofaktoren, wie eine schlechte
Mund- und Zahnhygiene sowie eine pathologisch verdnderte Speichelzusammensetzung die
Tumorentstehung begilinstigen (Hashim et al. 2016 INHANCE consortium).
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Abb. 1: Molekulare Tumorzellbiologie des HPV-unabhiingigen HNSCC. Atiologisch indzuzieren Inhalationsstoffe des
Zigarettenrauches und die durch den Konsum von hochprozentigem Alkohol anfallenden zytotoxischen Abbauprodukte
noxeninduzierte DNA-Schéden, die zur Akkumulation von Mutationen und chromosomalen Aberrationen in gesunden Zellen
fiihren kénnen. Durch die hohe Mutationslast kann iiber Zeit ein maligner Zellphdnotyp enstehen. Molekularbiologisch
bedeutsam fiir die Tumorprogression sind insbesondere Mutationen in Tumorsuppressorgenen, die fiir Proteine wie p53, pl6
oder RB (Retinoblastom-Protein) kodieren, da es hierdurch zu einer unkontrollierten Proliferation durch Authebung der
Zellzyklus-Kontrolle und eingeschrinkten DNA-Reparaturprozessen der Tumorzelle kommt. Durch Inaktivierung von RB
wird die biologische Transkription iiber E2F begiinstigt. Hinzu kommt, dass in HNSCC die Expression und Aktivierung des
Epidermalen Growth Factor Receptor (EGFR) gesteigert ist, wodurch iiber verschiedene Signalwege das Tumorwachstum
beschleunigt wird. Weiterhin wird héufig eine erniedrigte MHCI1-Expression auf der Zelloberfliche von Kopf-Hals-
Tumorzellen beobachtet, die mit einer Beeintrdchtigung der immunologischen Erkennung und Elimination von entarteten
Zellen einhergehen kann. Das Zusammenspiel dieser molekularen Prozesse fordert die Proliferation, Metastasierung,
Angiogenese und genetische Instabilitdit des Tumors und reduziert zellulire Differenzierungs- sowie DNA-
Reparaturmechanismen. Griine Pfeile kennzeichnen einen stimulierenden Prozess, wéhrend rote Pfeile fiir eine Inhibition
stehen. Griine Blitze symbolisieren eine Uberstimulation bzw. Funktionsgewinnmutation, wihrend rote Blitze eine
Funktionsverlustmutation bzw. eine verminderte Expression des entsprechenden Proteins kennzeichnen. Quellen der
Grafiken: https://image.stern.de/6874612/16x9-940-529/f20db71b7flace9ebab71{952bff86¢5/go/rauchstopp-bild.jpg;
http://deacademic.com/pictures/dewiki/65/Alkoholika.jpg
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Neben dem Nikotin- und Alkoholabusus konnte in den vergangenen Jahren eine Infektion der
Mundschleimhaut mit humanen Papillomaviren als weiterer moglicher Risikofaktor fiir die Entstehung
von HNSCCs, insbesondere die Subgruppe der Oropharynxkarzinome, identifiziert werden (Marur et
al. 2010, Klussmann et al. 2003, Lewis et al. 2015). Die Mechanismen der HPV-induzierten
Karzinogenese konnten am besten beim Zervixkarzinom aufgedeckt und charakterisiert werden:
Bestimmte HPV-Virusvarianten sind mit dem invasiven Zervixkarzinom assoziiert und werden als
Hochrisikotypen (,,high-risk) von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) bezeichnet. Dazu zéhlen
die HPV-Typen 16, 18, 31 und 33 (Woodman et al. 2007). Einige dieser Hochrisikotypen konnten in
Biopsien von Mundhdhlen- (23,5%) und Oropharynxkarzinomen (35,6%) nachgewiesen werden,
wobei HPV-Typ 16 den am hiufigsten vorkommenden Genotyp in HNSCCs darstellt (Marur et al.
2010, Lewis et al. 2015). Als doppelstringiges DNA-Virus beféllt das HPV-Virus die epitheliale
Basalzellschicht, integriert sein Genom in die Wirtszell-DNA und wird im Rahmen zelluldrer
Differenzierungsvorgénge in immer hohere Zelllagen transportiert, vorausgesetzt die Wirtszelle
proliferiert (Leemans et al. 2018). Die HPV-Onkoproteine E6 und E7 férdern die Tumorprogression
durch Inaktivierung von zellulirem RB und p53, wobei letzterem Protein im Rahmen von
Apoptoseinduktion und zelluldren Reaktionsmechanismen auf DNA-Schiden eine Schliisselbedeutung
zukommt (Abb. 2). Zudem aktiviert E6 die zelluldre Telomerase, welche in konsekutiver Weise ein
immortales Wachstumsverhalten einer infizierten Zelle ermoglicht (Leemans et al. 2018, Lindquist et
al. 2007, Abb. 2). Das Zusammenspiel dieser Faktoren resultiert in einer Dysregulation des Zellzyklus
und begiinstigt die Akkumulation von DNA-Mutationen (Abb. 2). Funktionsverlustmutationen im p53
kodierenden Gen kommen im Gegensatz zu den alkohol- und tabakinduzierten Kopf-Hals-Tumoren

mit vergleichsweise hoher Mutationslast deutlich seltener vor. (Seiwert et al. 2015).
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Abb. 2: Deregulierung des Zellzyklus durch humane Papillomviren am Beispiel des ,,high-risk* Typs HPV 16. Durch
Inaktivierung der Tumorsuppressorproteine pS3 und RB fordern die HPV-Onkoproteine E6 und E7 die Tumorprogression.
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Die HPV-induzierten Kopf-Hals-Tumore reprédsentieren etwa ein Drittel aller HNSCCs (Marur et al.
2010, Lewis et al. 2015) und beschrinken sich im Wesentlichen auf den Oropharnyxbereich
einschlieBlich Zungengrund und Tonsillen. Die aktuell beobachtete steigende Inzidenz insbesondere
bei jiingeren Ménnern ohne erhohten Tabak- und Alkoholkonsum (<60 Jahre) in der westlichen Welt
ist auf eine Inzidenzzunahme von HPV-Infektionen im Bereich des Oropharynx zuriickzufiihren
(Psyrri et al. 2014). Diese Patienten zeigen zum Diagnosezeitpunkt im Vergleich zu Patienten mit
einem noxeninduzierten Kopf-Hals-Tumor langfristig ein erniedrigtes Rezidiv- und Zweittumorrisiko
(Lindquist et al. 2007, Lewis et al. 2015). Zudem haben Patienten mit einem HPV-assoziierten Kopf-
Hals-Tumor eine giinstigere Prognose was vor allem durch das jiingere Durchschnittsalter, die damit
verbundene potentere Immunabwehr und einer gesteigerten tumorale Immunzellinfiltration begriindet
sein konnte (Mandal et al. 2016, Badoual et al. 2013, Ang et al. 2010). HPV-assoziierte Tumore der
Kopf-Hals-Region tendieren im Vergleich zu noxeninduzierten HNSCCs hiufiger und frither zur
lymphogenen Metastasierung (Lewis et al. 2015). Klinischen Studien zufolge sprechen HPV-positive
Tumorpatienten besser auf eine Radio- und Chemotherapie an (Fakhry et al. 2008, Ihloff et al. 2010).
Aus diesen Griinden kann der HPV-Tumorstatus bei HNSCC-Patienten als prognostischer Biomarker

in der Kopf-Hals-Onkologie herangezogen werden (Abb. 3, Ang et al. 2010).
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Abb. 3: Der HPV-Tumorstatus als prognostischer Biomarker bei HNSCC-Patienten. Signifikant verldngertes Gesamt-
iiberleben bei Oropharynxkarzinom-Patienten mit HPV-DNA-positivem Tumor verglichen mit Oropharynkarzinom-Patienten
mit HPV-negativem Tumor. (Ang et al. 2010)

Zur klinischen Bestimmung des Patienten-HPV-Status kann eine HPV-DNA in situ Hybridisierung
oder eine genomische PCR verwendet werden. Indirekt kann auch iiber eine immunhistochemische
Farbung vom Tumorsuppressorprotein pl6 der HPV-Status bestimmt werden: Im Zuge der HPV-
induzierten Karzinogenese kommt es zur Inaktivierung von RB durch das HPV-Onkoprotein E7,
welches konsekutiv zu einer Uberexpression von pl6 fiihrt, wodurch sich pl6 hervorragend als

immunhistologischer Marker fir HPV-assoziierte Malignitdten und Dysplasien eignet (Singhi &
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Westra, 2010). Abbildung 4 gibt einen schematischen Uberblick iiber die wesentlichen klinischen und
biologischen Unterschiede hinsichtlich der Atiologie von HNSCCs.

o Meist Oropharynx und Tonsillenregion betroffen e Meist Larynx und Pharynx betroffen
o Hauptsachlich Wildtyp p53 sowie E6 & E7 positiv e Hauptsachlich mutiertes p53

o Gesteigerte tumorale Immunzellinfiltration e Hohe Mutationslast

e Bessere Radio- bzw. Chemosensitivitat e Immunsuppressives Tumormilieu

e Giinstigere Prognose e Schlechtere Prognose

Abb. 4: Schematische Ubersicht zur itiologischen Klassifikation von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich
(HNSCCO). Kopf-Hals-Tumoren kdnnen in zwei Hauptgruppen untergliedert werden, die sich &tiologisch, molekulargenetisch
und prognostisch unterscheiden. Etwa ein Drittel aller HNSCCs entstehen auf der Basis einer Infektion der oropharyngealen
Schleimhaut mit humanen Papilloma Viren (HPV). Die Mehrzahl der Kopf-Hals-Tumoren sind auf iiberméBigen Tabak- und
Alkoholkonsum zuriickzufithren (HPV-negativ).

In Anbetracht der epidemiologischen Entwicklung ergeben sich bei ndherer differenzierter Betrachtung
der HNSCC-Subtypen deutlich unterschiedliche Entwicklungstendenzen: Eine Inzidenzzunahme der
HPV-assoziierten Tumorentitdten wie beispielsweise dem Oropharynxkarzinom in industrialisierten
Liandern bei gleichzeitigem Riickgang der HPV-unabhingigen Tabak- und Alkohol-assoziierten
Tumorfille reprisentiert dabei einen weltweiten Trend, wobei Letzteres durch riickldufige Tendenzen
beziiglich Nikotin- und Alkoholmissbrauchs bedingt sein kann (D’Souza et al. 2007). Es ist zu
erwarten, dass die Inzidenz HPV-positiver Kopf-Hals Tumore im Jahre 2020 die Inzidenz der HPV-

assoziierten Zervixkarzinome iibersteigt (Marur et al. 2016).

2.1.2 Diagnostik, Therapie und Prognose

Zur HNO-érztlichen Abkldarung malignomverdichtiger und therapierefraktidrer Schleimhaut-
verdnderungen, die mit tumorassoziierter Symptomatik im Kopf-Hals-Bereich einhergehen, wird
zunédchst eine Panendoskopie durchgefiihrt. Diese Untersuchung eignet sich auch als Follow-Up-
Methode mit der Moglichkeit zur bioptischen Probenentnahme aus suspekten Schleimhautbereichen,
was vor allem der histologischen Diagnosesicherung und dem Ausschluss eines Zweitmalignoms dient
(Rodriguez-Bruno et al. 2011, Miinscher et al. 2014). Zur Anwendung im klinischen Bereich kommen
zudem Staging-Untersuchungen wie eine computertomographische Untersuchungen des Halses,
Thorax sowie Oberbauches, um eine Fernmetastasierung ausschlieBen oder im Falle der PET-CT
Tumorrezidive aufspiiren zu konnen (Wolff et al. 2012). Oft bestehen jedoch gerade bei Patienten mit
(metastasierten) Kopf-Hals-Tumoren erhebliche Schwierigkeiten den Primidrtumor zu lokalisieren
bzw. zu identifizieren (Miinscher et al. 2014), was nicht selten negative Aussichten auf eine

prognostische Verbesserung und den therapeutischen Erfolg nach sich ziehen kann. Zudem sollte nicht
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unerwéhnt bleiben, dass etwa 50% der Kopf-Hals-Tumor-Patienten in einem fortgeschrittenen
Tumorstadium diagnostiziert werden oder bereits zum Erstdiagnosezeitpunkt eine Lymphknoten-
metastasierung aufweisen (Goy et al. 2009, Wolff et al. 2012). Um Patienten effektiv und zielgerecht
zu behandeln erscheint eine Individualisierung des Therapieregimes durch eine multidisziplindre
Herangehensweise unabdingbar (Wolff et al. 2012, Ramos et al. 2010). Von entscheidender Bedeutung
bleibt daher die wissenschaftliche Aufgabe in Zukunft neue Biomarker zu identifizieren, die eine
Fritherkennung der Karzinome erleichtern, eine zielgerichtete Therapie im individuellen Patientenfall
ermdglichen sowie eine verbesserte Einschédtzung der Prognose erlauben.

Die Therapie der Wahl bei lokal begrenzten HNSCCs ist die chirurgische Resektion unter Beriick-
sichtigung des Funktionserhalts, ggf. gefolgt von einer adjuvanten Radio- bzw. platinhaltigen
Radiochemotherapie, wenn bestimmte Zusatzkriterien vorliegen (Marur et al. 2016, Ramos et al.
2010). Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren stellt die primire Radiochemotherapie eine sinnvolle
therapeutische Alternative zu einem primdr chirurgischen Ansatz dar. Aktuell werden immun-
therapeutische Konzepte diskutiert und erste Therapeutika haben bereits den Weg in die klinische
Praxis gefunden (Ferris et al. 2016, Mehra et al. 2018): Nivolumab (Checkmate-141 Studie, Zulassung
seit Anfang 2017) und Pembrolizumab (Keynote-012 Studie, Zulassung seit Mitte 2018), zwei gegen
PD-1 gerichtete therapeutische Antikdrper, konnen zur Behandlung von platinrefraktiren oder
metastasierenden HNSCCs eingesetzt werden (Wollenberg 2019). Kombinationen géngiger
Therapieverfahren wie eine Chemo- und Strahlentherapie, die in fortgeschrittenen Tumorstadien
bevorzugt eingesetzt werden, schranken die Lebensqualitdt der Tumorpatienten ein, da es hierdurch zu
toxischen Begleiterscheinungen durch Schiddigung gesunder endogener Zellen kommen kann.
AuBerdem koénnen durch operative MaBlnahmen funktionelle und dsthetische Defizite auftreten, wobei
auch physiologische Funktionen, wie das Sprechen und Schlucken, gestort sein kdnnen (Young & Day
2013). Therapieversagen und lokoregiondre Tumorrezidive kommen bei etwa 30% der Kopf-Hals-
Tumorpatienten vor und sind fiir die Mehrzahl der Sterbefille verantwortlich. Dies unterstreicht die
Schwierigkeiten im Rahmen der Behandlung von HNSCCs. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von
HNSCC-Patienten, die bei aktuell zwischen 50% und 60% liegt, hat sich in den letzten 15 Jahren nicht
bedeutend verbessert. Die geringfiigige Zunahme der 5-Jahres-Uberlebensrate scheint im Wesentlichen
kein Ausdruck einer effizienteren Therapie zu sein, sondern ist eher dem zunehmenden Anteil HPV-
positiver HNSCC-Fille im letzten Jahrzehnt zuzuschreiben, die ohnehin eine giinstigere Prognose
aufweisen (Lewis et al. 2015). Lediglich die Einfithrung des EGFR-Antikorpers Cetuximab in die
Therapieschemata lokal fortgeschrittener und metastasierter HNSCCs stellt im Rahmen einer Radio-
immuntherapie eine vielversprechende Option dar, die jedoch nur bei einer selektiven Patientengruppe
von Nutzen sein konnte (Ferris et al. 2015). Als weitere Meilensteine in der Therapie fortgeschrittener
HNSCCs sind Nivolumab und Pembrolizumab zu beriicksichtigen, welche bei weniger als 50% der
behandelten Patienten ein Therapieansprechen zeigen, jedoch nur bei einem umschriebenen
Patientengut indiziert sind (Wollenberg 2019). Neue in der klinischen Erprobung befindliche
diagnostische und operative Verfahren, als auch priventive Mallnahmen die beispielsweise die
korpereigene Immunabwehr unterstiitzen, kdnnten in Zukunft zur Verbesserung der 5-Jahres-

Uberlebensrate beitragen.
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Die wissenschaftlichen Untersuchungen dieser Arbeit verfolgen im Wesentlichen 2 Ziele: Zum Einen
wird angestrebt, zu eruieren, inwiefern sich Vitamin-D als prognostischer und pradiktiver Biomarker
fiir die Kopf-Hals-Onkologie eignet. Zum anderen sollen mdgliche Auswirkungen eines Vitamin-D-
Mangels sowie des HPV-Status auf immunbiologische Interaktionsphinomene zwischen Tumor- und
Immunzellen erforscht werden. Im Folgenden wird daher zuerst ein allgemeiner Uberblick iiber die
Molekularbiologie und Physiologie des Vitamin-D gegeben, um anschliefend auf das Immunsystem
einzugehen. Im Anschluss wird die entscheidende Rolle des menschlichen Immunsystems bei
Krebserkrankungen néher charakterisiert sowie der Einfluss von Vitamin-D auf immunologische

Aspekte im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen erlautert.

2.2 Vitamin-D und das Immunsystem

2.2.1 Vitamin-D - Vorkommen, Physiologie und Funktion

Vitamin-D existiert in verschiedenen molekularen Formen, welche sich im Wesentlichen durch ihr
biologisches Vorkommen und ihre Biosynthese unterscheiden (Dusso et al. 2005): Vitamin-D2
(Ergocaliferol) kommt in einigen Pilzarten vor. Der Mensch bezieht Vitamin-D zu einem geringen
Anteil aus der tierischen Nahrung oder Nahrungserginzungsmitteln in Form von Vitamin-D3
(Cholecalciferol) und ist durch addquate Sonnenlichtexposition dazu befdhigt Vitamin-D selbst zu
synthetisieren. Dies hat zur Folge, dass Jahres- bzw. Tageszeit und geographischer Breitengrad das
Ausmal} der endogenen Vitamin-D-Produktion beeinflussen konnen (Holick 2017, Prietl et al. 2013):
So liegen im Schnitt deutlich hohere Vitamin-D-Spiegel bei Menschen mit Wohnsitz im
Aquatorbereich im Vergleich zu den Lindern der nérdlichen Hemisphire vor.

Zur endogenen Produktion von Vitamin-D3 tragen sowohl enzymatische Prozesse in unterschiedlichen
Organen als auch fotochemische Prozesse in der Haut bei (Dusso et al. 2005): Als Ausgangssubstanz
dient dabei 7-Dehydrocholesterol, welches in der Haut durch Einwirkung von UVB-Strahlung mit
einer Wellenldnge von 290-315 nm {iber eine zyklische Ringer6ffnung des B-Rings in das
thermodynamisch instabile Pravitamin-D3 umgewandelt wird, welches zu Vitamin-D3 isomerisiert.
Nach Bindung an das Vitamin-D-bindende-Protein (VDBP) im Blut wird das Vitamin-D3 in den
Lebermikrosomen durch das Enzym Cytochrom P450 2R1 am C-25-Atom zu Calcidiol (25-OH-
Vitamin-D3) hydroxyliert. Die biologisch aktive Form des Vitamin-D3, das Calcitriol (1,25-OHb»-
Vitamin-D3), wird in in der Niere durch die mitochondriale 1o-Hydroxylase aus Calcidiol durch
Hydroxylierung am C-1-Atom gebildet. Dieser renale Prozess unterliegt einer eng-maschigen
Regulation durch das Parathormon und den Serumspiegeln von Kalzium und Phosphat.
Interessanterweise kommt die 1a-Hydroxylase aber noch in vielen anderen Organen und Geweben vor
(Abb. 5), wobei das dort gebildete Vitamin-D3 einen sehr geringen Anteil am zirkulierenden
Calcitriol-Pool ausmacht, da die Wirkung eher lokal begrenzt bleibt (Carlberg 2014, Dusso et al.
2005). Als fettlosliches Vitamin mit hormoneller Funktion greift Calcitriol durch Bindung an einen
intranukledren Vitamin-D-Rezeptor als genexpressionsregulierender Transkriptionsfaktor in
vielzéhlige Stoffwechsel- und Immunprozesse ein (Prietl et al. 2013, Abb.5): Im Zuge des Calcium-

und Knochenstoffwechsels fordert Vitamin-D die intestinale Calcium- und Phosphatabsorption und
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den Knochenmineralisationsvorgang durch Steigerung der Osteoblastenaktivitdt und Supprimierung
der parathyreoidalen Parathormonproduktion. Des weiteren zdhlt neben dem Knochen und dem Darm
die Niere zu den Hauptzielorganen (Abb. 5). Auf molekularer Ebene wirkt der Vitamin-D-Rezeptor
(VDR) durch Heterodimerisierung mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) auf spezifische Gene
unterschiedlicher Funktionalitét (Carlberg 2014). Vitamin-D-Response-Elements (VDRE) konnten im
Bereich von Promotorregionen zahlreicher Zielgene, welche in der Regulierung von zelluldrer
Proliferation und Differenzierung involviert sind, nachgewiesen werden (Bouillon et al. 2008): So
fordert Vitamin-D unter anderem die Differenzierung himatopoetischer und epidermaler Zelltypen
(Prietl et al. 2013). Weiterhin trdgt Vitamin-D zu einer Reihe von physiologisch-protektiven Effekten
bei (Carlberg 2014, Abb. 5): Die antibakterielle Aktivitdt des Immunsystems wird stimuliert (Baeke et
al. 2010), die korpereigene Insulinproduktion gesteigert, die Myokardkontraktilitit erhoht (Zittermann
2006) und das Erkrankungsrisiko der multiplen Sklerose sowie anderer Autoimmunerkrankungen wird
erniedrigt (Dorr et al. 2012, Dankers et al. 2016). Insbesondere bei dlteren Menschen kann durch eine
ausreichende Vitamin-D-Versorgung das Sturzrisiko erniedrigt und konsekutiv die Haufigkeit von
vertebralen und nicht-vertebralen Knochenfrakturen iiber eine Steigerung der Knochendichte reduziert
werden (Broe et al. 2007).

Vitamin D

Leber

25(0H)D
Prostata,Mamma,Colon,
Niere B-Zellen,Haut,
Immunzellen,Lunge,
Nebenschildrise

1,25(0H)D 1,25(0H)D
Endokrine Wirkungen: Auto-/Parakrine Wirkungen:
+ intestinale + Hemmung der
Kalziumabsorption Zellproliferation
+ Knochenstoffwechsel + Forderung der
+ Renale Zelldifferenzierung
Kalziumreabsorption + Immunregulation

+ Insulinsekretion
+ Myokardkontraktilitat

Abb. 5: Renale und extrarenale 1,25-(OH):-D-Produktion dient endokrinen, autokrinen und parakrinen Funktionen
(modifiziert nach Dusso et al. 2005)
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2.2.2 Definition des Vitamin-D-Status

Anhand des Vitamin-D-Serumspiegels kann differenziert werden, ob ein Patient einen Vitamin-D-
Mangel, eine Vitamin-D-Intoxikation oder eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung aufweist. Trotz
der Tatsache, dass 1,25-OHz-Vitamin-D3 die biologisch aktive Form des Vitamin-D darstellt, wird zur
Bestimmung des Vitamin-D-Status aus folgenden Griinden der 25-OH-Vitamin-D3-Spiegel
herangezogen (Dawson-Hughes et al. 2005, Holick 2009): Zum einen betriagt die Halbwertszeit von
1,25-OHz-Vitamin-D3 nur 4-6 Stunden wihrend 25-OH-Vitamin-D3 eine Halbwertszeit von 2-3
Wochen und somit eine geringere Schwankungsbreite als aktives Vitamin-D aufweist (Dusso et al.
2005). Dariiber hinaus unterliegt aktives Vitamin-D einer erhOhten regulativen Dynamik, was
insbesondere zur Beurteilung eines Vitamin-D-Mangels von Bedeutung sein kann, da hier oft normale
bis erhohte Calcitriol-Spiegel vorliegen und hierdurch ein Vitamin-D-Mangel félschlicherweise
maskiert wird: Dies kann dadurch erkldrt werden, dass ein Vitamin-D-Mangel zunichst zu einer
erniedrigten intestinalen Calciumresorption fiihrt, sodass konsekutiv der Calcium-Serumspiegel
abfillt. Uber den Calcium-Sensing-Rezeptor in der Nebenschilddriise steigert dieser Konzentrations-
abfall die Parathormonproduktion, was schlieBlich in einer vermehrten renalen Vitamin-D3-
Produktion resultiert (Carlberg 2014). Bei 25-OH-Vitamin-D3 handelt es sich jedoch um die
Speicherform, welche die mittel- und langfristige Korperversorgung sicherstellt (Holick 2009).

2.2.3 Die Vitamin-D-Versorgung und Definition eines Vitamin-D-Mangels

Schétzungen zu Folge leiden weltweit 1 Milliarde Menschen an einem Vitamin-D-Mangel unter dem
sich gerade bei Kindern durch das Krankheitsbild der Rachitis schwere Folgen wie Storungen des
Skelettwachstums und hypocalzidmische Symptome manifestieren konnen (Holick 2007, Holick
2017). Die meisten Experten definieren einen Vitamin-D-Mangel als 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel
von unter 20 ng/ml bzw. 50 nmol/l (Holick 2007, Bischoft-Ferrari et al. 2006), was jedoch bis dato fiir
weltweiten Diskussionsbedarf sorgt: Im Laufe der letzten 15 Jahre gab es zahlreiche Vorschlige zur
Redefinition des oberen Schwellenwertes des 25-OH-Vitamin-D3-Mangel-Bereichs um eine mogliche
Korrelation zwischen Vitamin-D-Status und anderweitigen Gesundheitsbeeintrachtigungen, zu denen
nicht Rachitis und Osteomalazie zéhlen, beriicksichtigen zu konnen (Sempos et al. 2018, Norman et al.
2007). AuBerdem variiert in verschiedenen Landern das AusmalBl der tatsdchlichen Vitamin-D-
Versorgung. Insbesondere in Europa kommen verhdltnisméBig niedrige Vitamin-D-Spiegel in der
Bevolkerung vor im Vergleich zu den USA (Sempos et al. 2012, van Schoor & Lips 2011). Unter
Berticksichtigung letzteren Aspektes herrscht ebenfalls kein eindeutiger gemeinsamer Konsensus iiber
die Antwort auf die Frage nach einer Definition der optimalen Vitamin-D-Versorgung (Sempos et al.
2018): Wihrend das Institute of Medicine einen 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von 20 ng/ml fiir
ausreichend hélt (Ross et al. 2011), sind andere der Meinung, dass mindestens 30 ng/ml vorliegen
sollten ( Holick et al. 2017). Fest steht, dass ein 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von unter 10 ng/ml
einen fortgeschrittenen klinisch-manifesten Vitamin-D-Mangel mit vorherrschenden muskulo-

skeletalen Beschwerden im Sinne von Frakturen, Knochenschmerzen, Muskelschwiche und
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Skelettdeformierungen reprasentiert (van Schoor & Lips 2011, Bischoff-Ferrari et al. 2006). In einigen
Teilen Europas und der USA wird der Bevdlkerungsanteil mit einem Vitamin-D-Mangel (25-OH-
Vitamin-D-Spiegel von <10 ng/ml) bzw. einer inaddquaten Vitamin-D-Versorgung (25-OH-Vitamin-
D-Spiegel von 10-29 ng/ml) auf inzwischen 30%-50% geschitzt (Holick 2017). Etwa 63% der
deutschen Bevolkerung leidet an einem Vitamin-D-Mangel (Deutsche Gesellschaft fiir Ernédhrung e.
V., 13. DGE-Erndhrungsbericht, Bonn (2016), S. 41-47). Da iiber 80% des individuellen Vitamin-D-
Spiegels bei Kindern und Erwachsenen von der UV-Licht-induzierten endogenen Biosynthese von
Vitamin-D abhingt, stellt eine unzureichende Sonnenlichtexposition die vorherrschende Ursache fiir
einen Vitamin-D-Mangel dar (Holick 2007). Als wichtige Determinanten der Vitamin-D-Versorgung
sollten zudem der Lebens- und Bekleidungsstil, eine genetische Préadisposition, das Ausmal} der
Hautpigmentierung, die Erndhrungssituation sowie medikamentdse Einfliisse beriicksichtigt werden
(Sempos et al. 2018, Holick et al. 2017).

2.2.4 Das humane Immunsystem

Als funktionelles Netzwerk aus lymphatischen Organen, verschiedenen Zelllinien, vielseitigen
Signaltransduktionskaskaden und spezialisierten Effektormolekiilen iibernimmt das Immunsystem
zahlreiche physiologische Aufgaben wie beispielsweise die Erkennung und konsekutive Eliminierung
von Krankheitserregern oder fehlregulierten zelluldren Prozessen sowie die Generierung einer
effektiven Effektorantwort gegen den Storfaktor. Dabei konnen sowohl endogene als auch
Umweltfaktoren zu einer Dysregulation dieses immunologischen Systems fiithren, welche oftmals die
Auspriagung von Autoimmunreaktionen oder letztlich auch malignen Erkrankungen initiieren kann
(Murphy & Weaver 2016). Es existieren zahlreiche Formen einer induzierten Immunreaktion: Eine
Immunantwort kann iiber zelluldre oder humorale Mechanismen vermittelt werden; sie kann erreger-
bzw. noxenspezifisch oder unspezifisch sein. Auch die Entwicklung einer immunologischen Toleranz
gegeniiber korpereigenen Antigenen kann als Immunreaktion aufgefasst werden (Murphy & Weaver
2016). Eine erste mechanische bzw. biochemische Barriere gegen exogene Erreger bilden dabei die
duBere Haut, die Schleimhaute, die Tranenfliissigkeit, die Abtransportfunktion durch Flimmerhérchen,
die antimikrobiellen Speichelenzyme, die Magensdure und die Darmflora. Eine Gemeinsamkeit
sowohl des spezifischen als auch des unspezifischen Immunsystems stellt die Untergliederung in

jeweils einen humoralen (16sliche Faktoren) und zelluléren Anteil dar.

2.2.4.1 Zelluliire Komponenten des menschlichen Immunsystems

Zu dem zelluldren Anteil des spezifischen bzw. adaptiven Immunsystems zdhlen die heterogene
Gruppe der im Knochenmark gebildeten T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, wéhrend beim
angeborenen bzw. unspezifischen Immunsystem die Granulozytenpopulationen, das Monozyten-
Makrophagen-System, Mastzellen, natiirliche Killerzellen und dendritische Zellen die zelluldre
Komponente ausmachen. Nachfolgend werden vordergriindig die Lymphozytenpopulationen und
antigenpréasentierenden Zelltypen besprochen, da diese fiir das Verstiandnis der vorliegenden Arbeit am

bedeutsamsten sind. Demzufolge wird auf eine ausfiihrliche Erklédrung der anderen Zellpopulationen
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an dieser Stelle verzichtet.

Im Thymus selektierte T-Zellen tolerieren Autoantigene und besitzen einen antigenspezifischen T-
Zellrezeptor (TCR) mit dem peptidbeladene MHC-Molekiile auf Zielzellen erkannt sowie gebunden
werden konnen (Murphy & Weaver 2016). Der T-Zell-Aktivierungsprozess beginnt nachdem naive,
reife T-Zellen aus dem Thymus mobilisiert in die Zirkulation gelangen und dort auf prozessierte
Antigene in Form von MHC-Komplexen, présentiert auf der Zelloberfliche antigenprésentierender
Zellen, treffen, die den ersten Schritt der spezifischen T-Zell-Prigung (Priming) einleiten (Chen 2004).
Die MHC-Komplex-TCR-Interaktion ist essentiell flir eine T-Zell-Antwort, jedoch keineswegs
ausreichend fiir eine komplette T-Zell-Aktivierung oder -Ausreifung. Um diesen Aktivierungsprozess
vollstindig zu durchlaufen sind zusétzlich co-stimulatorische sowie co-inhibitorische Signale
notwendig (Chen & Flies 2013): In Abhéngigkeit von der Auspriagung des Verhéltnisses hemmender
und stimulierender Einfliisse auf die T-Zelle kann es entweder zu einer T-Zell-Antwort, einer T-Zell-
Anergie, einem Sistieren der Differenzierungsvorginge oder gar zur Apoptose der betroffenen Zelle
kommen (Murphy & Weaver 2016). Durch die Variabilitdt hinsichtlich der Glykoproteinausstattung
auf der Zelloberfliche konnen T-Lymphozyten in charakteristische Subtypen und unterschiedliche
Reifegrade eingeteilt werden: CD (Cluster of differentiation) -Molekiile der Klasse 4 finden sich auf T-
Helfer-Zellen, die Immunreaktionen zentral koordinieren, indem T-Zell-rezeptorspezifische Antigene
durch antigenprisentierende Zellen auf MHC2-Komplexen der T-Helferzelle prisentiert werden
(Murphy & Weaver 2016). Durch diese Interaktion kommt es zu einer Aktivierung der T-Helferzelle
und konsekutiv neben einer erhohten Proliferationsrate dieser Zellinie zu einer charakteristischen
Zytokinausschiittung, resultierend entweder in einer humoralen B-Zell-vermittelten Immunantwort
(TH2-Typ) oder einer TH1-polarisierten zelluldren proinflammatorischen Immunreaktion (Murphy &
Weaver 2016). Eine Gruppe CD4-, CD25-, und FOXP3-positiver regulatorischer T-Lymphozyten
(TREG) mit {iiberwiegend inhibitorischem Zytokinprofil und suppressiven Eigenschaften auf
(iiberschieBende) Immunreaktionen ist essentiell an Immuntoleranz-Prozessen und der Entwicklung
einer Anti-Tumor-Immunitit (Mandal et al. 2016, Ferris 2015) beteiligt. CD8-positive zytotoxische T-
Zellen (CTLs) dienen hauptséchlich der Eliminierung infizierter oder entarteter korpereigener Zellen.
Die Unterscheidung zwischen Zielzellen und gesunden Zellen erfolgt dabei auf molekularer Ebene
durch den Abgleich der Expressionsdichte von MHC1-Molekiilen, die sich auf der Oberfliche aller
kernhaltigen endogenen Zellen befinden, und den daran im Komplex gebundenen antigenen
Peptidfragmenten, die aus dem Zellinneren durch proteasomalen Abbau hervorgehen. Somit kann das
Vorhandensein von erregerspezifischen Peptidfragmenten im MHC1-Komplex einen Erregerbefall der
Zielzelle signalisieren und nach MHC1-Komplex-TCR-Interaktion die Aktivierung der zytotoxischen
T-Zelle initiieren. Dies fiihrt konsekutiv zu einer Ausschiittung von Perforinen und Granzymen mit
zytotoxischer, lytischer und apoptotischer Wirkung auf die Zielzelle (Murphy & Weaver 2016).

Zu den antigenprisentierenden Zellen (APC) zdhlen im Wesentlichen die dendritischen Zellen, B-
Lymphozyten und Makrophagen. Letztere reifen aus himatogen zirkulierenden Monozyten heran und
kommen im Wesentlichen in peripheren Geweben vor um dort Pathogene oder exogene Schadstoffe zu
erkennen und durch Phagozytose zu eliminieren: Als entscheidender Vermittler zwischen angeborener

und adaptiver Immunabwehr sind Makrophagen in der Lage exogene Antigene nach intrazelluldren
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Prozessierungsschritten oberfldchlich in Assoziation mit MHC2-Komplexen zu présentieren und
konsekutiv durch Interaktion mit T-Zellen die Initiation einer antigenspezifischen Immunantwort zu
triggern. T-Helferzellen unterstiitzen durch IFN-y die Makrophagenaktivierung. Ebenso sind
Makrophagen an der Beseitigung von gealterten, apoptotischen bzw. zerstérten endogenen
Zellpopulationen beteiligt (Murphy & Weaver 2016). Als Hauptproduzenten von tumor-nekrose-
Faktor-alpha (TNF-a) agieren Makrophagen durch Aktivierung des nukledren Transkriptionsfaktors
NF-«B proinflammatorisch, indem TNF-o weitere Makrophagen stimuliert, die Bildung von Akute-
Phase-Proteinen fordert, die Migration neutrophiler Granulozyten beschleunigt und die
Zellproliferation und Differenzierung von Immunzellen reguliert (Murphy & Weaver 2016).

Naive B-Lymphozyten gelangen nach einer Entwicklungsphase im Knochenmark mit Bildung eines
funktionstiichtigen B-Zell-Rezeptors, welcher als membranstindiger Antikorper fungiert, in die
lympho-hdmatogene Zirkulation und durchlaufen zur Aktivierung einen zweistufigen Prozess (Murphy
& Weaver 2016): Zuerst wird das 16sliche Fremdantigen mit dem B-Zell-Rezeptor gebunden um
anschlieBend nach intrazelluldrer Aufnahme und Prozessierung im membranstindigen MHC2-
Komplex prasentiert zu werden. Durch T-Helferzellen wird iiber eine TCR-MHC2-Komplex-
Interaktion und konsekutive Zytokinsekretion eine Aktivierung der B-Zelle induziert. Die B-Zelle wird
durch diese T-Zell-vermittelten Signale zur klonalen Expansion und zur Differenzierung in eine
Antikorper-produzierende Plasmazelle angeregt. Entscheidend fiir die Antikorpervielfalt ist die
somatische Rekombination von Gensegmenten im Rahmen des B-Zell-Reifungsvorgangs. Dadurch
kann fiir nahezu jedes Pathogen ein spezifischer Antikorper gebildet werden. B- und T-Lymphozyten
agieren als Modulatoren und Effektoren des Immunsystems, unterliegen aber einer engmaschigen
funktionellen Kontrolle durch dendritische Zellen und regulatorische T-Zellen (TREG): Hinsichtlich
der immunologischen Toleranzentwicklung gegeniiber korpereigenen Antigenen organisieren
dendritische Zellen (DCs) bereits im Thymus Prozesse der T-Zell-Reifung (Murphy & Weaver 2016).
Als APCs greifen die dendritischen Zellen im Rahmen der Initiierungsphase einer spezifischen
Immunreaktion interventionell ein (Steinman 1991, Chen 2004). Anhand des variablen
Expressionsmusters von membranassoziierten Molekiilen kann zwischen reifen oder unreifen DCs
differenziert werden, die sich im immunologischen Interaktionsverhalten, Migrationsvorgéngen und
antigenprisentierenden Eigenschaften voneinander unterscheiden (Pletinckx et al 2011): Im Zuge des
DC-Reifungsprozesses wird im Wesentlichen das Expressionsprofil von T-Zell-stimulierenden
Rezeptormolekiilen hochreguliert, die vor allem co-stimulatorisch auf naive T-Zellen in dem bereits
beschriebenen T-Zellaktivierungsprozess mitwirken und bei weiteren sequenziellen Stufen der T-
Effektor-Zell-Differenzierung regulierend eingreifen: Liganden der B7-Immunglobulin-Superfamilie
auf APCs wie CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, B7-H3 oder B7-H4 interagieren hierbei mit Molekiilen
der CD28-Familie auf T-Zellen wie CD28, CTLA-4 oder PD-1 im Sinne einer Co-Stimulation oder
Co-Inhibition der T-Zelle (Chen 2004, Zou 2005). AuBBerdem inhibieren TREGs die DC-Reifung durch
eine B7-CTLA-4-Interaktions-vermittelte Induktion von Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) und
induzieren tiber B7-CTLA-4-Interaktionen eine Herunteregulation der Co-Stimulatoren CD80/CD86.
Diese T-Zell-induzierte Suppression dendritischer Zellen erfolgt iiber ein sogenanntes "reverse

Signaling" (Zou 2005). Als Teil der angeborenen bzw. unspezifischen Immunabwehr bekdmpfen die
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CD56-positiven lymphozytéren natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) durch zytolytische Eigenschaften
insbesondere physiologisch gestresste Zellen, wie Tumorzellen oder viral-infizierte Zellen, ohne
antigenspezifische, somatisch rekombinierte Rezeptoren zu besitzen (Moretta et al. 2002). Die NK-
Zell-Aktivitat kann durch Zytokine, Pathogen-codierte Substanzen oder NK-Zellrezeptorliganden
gesteigert werden, wobei das Verhéltnis von aktivierenden zu hemmenden Rezeptoren die NK-Zell-
Antwort entscheidend priagt (Moretta et al. 2002). Einige inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren binden
MHCI1-Molekiile der Zielzelle. Zellstressassoziierte Molekiile der Zielzelle kdnnen als Ligand fiir
aktivierende NK-Zell-Rezeptoren, wie die Gruppe der KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors)
- Rezeptoren (Murphy & Weaver 2016), dienen. Die onkologische Transformation einer Zelle geht oft
mit einem Verlust oder einer verminderten Expressionsdichte an MHCI-Molekiilen auf der
Zelloberflache einher, sodass die aktivierenden Rezeptor-Ligand-Interaktionen zwischen Tumor- und
NK-Zelle iiberwiegen und somit eine zytotoxische Anti-Tumor-Antwort generiert werden kann. Dieses
Phianomen wird als ,,Missing-self-Hypothese" in der Immunbiologie bezeichnet (Murphy & Weaver
2016, Paul & Lal 2017). Durch Exozytose von Perforinen und Granzymen kommt es zur Zytolyse der
Zielzelle. Durch die Sekretion von TNF-a und IFN-y wird die unspezifische Immunantwort moduliert
(Murphy & Weaver 2016).

2.2.4.2 Humorale Komponenten des menschlichen Immunsystems

Der humorale Anteil des adaptiven Immunsystems wird im Wesentlichen durch Immunglobuline
(Antikorper) resprasentiert, die durch Plasmazellen produziert werden, wéahrend der entsprechende Teil
des angeborenen Immunsystems hauptséchlich aus bakteriziden Faktoren wie Zytokinen, Lysozym,
Defensinen, reaktiven Sauerstoffradikalen, Enzymen und dem Komplementsystem besteht (Murphy &
Weaver 2016). Das Komplementsystem kann auf drei Wege, die sich im Wesentlichen in ihrem Grad
der Antikdrperabhéngigkeit und des initialen Aktivierungmchanismus unterscheiden, aktiviert werden.
Einzelne Glykoproteinfragmente der Komplementkaskade bilden schliellich einen Membrane Attack
Complex (MAC), eine Art Pore auf der Zielmembran des Pathogens, was in einem Lysevorgang
resultiert. Bestimmte Antikdrperklassen und Komplementfaktoren kdnnen pathogene Oberfldchen-
molekiile fir Immuneffektorzellen markieren. Dies wird als Opsonierung bezeichnet (Murphy &
Weaver 2016). Im immunbiologisch-onkologischen Kontext sind unspezifische Modulatoren wie
Interferone und Interleukine entscheidend (Chen & Mellman 2013). Einige Mediatoren wirken dabei

chemotaktisch, locken also lokal Immunzellen an (Murphy & Weaver 2016).

2.2.5 Rolle von Vitamin-D im Bezug auf Tumorerkrankungen und das Immunsystem

Die wichtige Bedeutung einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung fiir die Gesundheit konnte iiber
die letzten Jahrzehnte durch Eruierung zahlreicher iiber die Regulation der Calciumhomdoostase hinaus
gehende Rollen von Vitamin-D bezogen auf verschiedene Erkrankungen des menschlichen Korpers
bestdtigt werden (Dankers et al. 2016, Bouillon et al. 2008, Zittermann 2006): Daten einer Meta-
Analyse von randomisiert kontrollierten Studien konnten darlegen, dass eine regelmifige Vitamin-D-

Supplementierung unabhingig von der Todesursache die Gesamtmortalitit um 7% signifikant
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reduzieren konnte (Autier & Gandini 2007). Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts konnten anhand von
Studien erste Erkenntnisse beziiglich einer potenziellen Assoziation zwischen dem Vitamin-D-
Serumspiegel und dem Risiko einer malignen Tumorerkrankung gewonnen werden (Peller &
Stephenson 1937, Apperly 1941) : Die erhobenen Daten fiihrten zu der Hypothese, dass adéquate
Sonnenexposition eine protektive Wirkung im Hinblick auf das Auftreten von Krebserkrankungen
nicht dermatologischer Natur haben kdnnte - eine Assoziation die auch durch spétere Studien bestétigt
werden konnte (Grant 2016, Moukayed & Grant 2017). In diesem Zusammenhang konnte in
nachfolgenden prospektiven und retrospektiven Studien gezeigt werden, dass ein um 30%-50%
erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Colon-, Prostata-, und Mammakarzinomen und eine hohere
Mortalitdt dieser Tumorentititen mit einem 25-OH-Vitamin-D-Spiegel unter 20 ng/ml einherging
(Giovannucci et al. 2006, Feskanich et al. 2004, Garland et al. 2006). Diese Assoziation zwischen der
Vitamin-D-Versorgung und dem Tumorrisiko konnte auch beziiglich Tumoren des Kopf-Hals-
Bereiches bestitigt werden: Ein erniedrigter 25-OH-Vitamin-D-Spiegel korrelliert mit einem erhShten
Erkrankungsrisiko fiir HNSCCs und anderen Tabak assoziierten Tumorentitdten (Afzal et al. 2013,
Fanidi et al. 2016, Moukayed & Grant 2017). Auffallig ist ebenso die beachtlich hohere Inzidenz eines
Vitamin-D-Mangels unter HNSCC-Patienten (Orell-Kotikangas et al. 2012, Arem et al. 2011) im
Vergleich zu Kontrollgruppen ohne Karzinom, was Studien an der HNO-Klinik des Universitéts-
klinikums des Saarlandes ebenfalls zeigen konnten: Die 25-OH-Vitamin-D-Durchschnittswerte von
Kontrollpatienten (Abb. 6A) waren fast doppelt so hoch wie die des Patientenkollektivs mit einem
Kopf-Hals-Tumor (Abb. 6B). In der statistischen Auswertung lasst sich zwischen beiden Gruppen ein
deutlicher Unterschied in der Vitamin-D-Versorgung erkennen (Abb. 6C). Interessanterweise hatten
HNSCC-Patienten mit einem hoheren Vitamin-D-Serumspiegel einen signifikant niedrigeren
Lymphknotenbefall und ein signifikant lingeres Gesamtiiberleben im Vergleich zu entsprechenden

Patienten mit niedrigem Vitamin-D-Status (Abb. 6D)
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Abb. 6: A zeigt die Vitamin-D-Serumspiegel der Kontrollpatienten (x = 23,2 + 10,3) und B die Vitamin-D-Serumspiegel der
HNSCC-Patienten (x = 12,4 = 8,0). C bildet die in A und B fiir die beiden Gruppen dargestellten Daten mithilfe von Boxplots
ab, statistische Signifikanz: p < 0,0001 (****). D veranschaulicht die Unterschiede im Lymphknotenbefall bei
unterschiedlichem Vitamin-D-Serumspiegel, statistische Signifikanz: p = 0,0179 (*) (modifiziert nach Bochen et al. 2018).
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In vitro-Experimente an Kopf-Hals-Tumorzelllinien konnten darlegen, dass Vitamin-D anti-
proliferative und angiogenesehemmende Wirkungen in dieser Tumorentitét besitzt (Vuolo et al. 2012,
Ben-Shoshan et al. 2007) sowie ein Zellzyklusarrest durch Expressionserh6hung von p21, p27 und
pl8 (Hager et al. 2001, Gedlicka et al. 2006) herbeifiihren kann. Zudem wirkt eine in vitro-
Behandlung mit Vitamin-D apoptotisch auf Kopf-Hals-Tumorzellen, induziert antiinflammatorische
Prozesse und steigert die Sensitivitdt der Tumorzellen gegeniiber Chemotherapeutika (Chiang et al.
2013, Christakos et al. 2016, Ma et al. 2016). Ein weiterer essentieller Aspekt liegt in der
Notwendigkeit eines ausreichend hohen Vitamin-D-Spiegels fiir eine addquate Funktionsfahigkeit des
Immunsystems im Rahmen einer Anti-Tumor-Immunreaktion begriindet (Walker et al. 2012, Young &
Day 2013, Song et al. 2016), was Konsequenzen fiir den Erfolg und die Effizienz
immuntherapeutischer MaBinahmen nach sich ziehen kann: Bei Patienten mit einem Vitamin-D-
Mangel konnte, im Rahmen einer onkologischen Antikorpertherapie mit Rituximab, eine verminderte
NK-Zell-induzierte Antikorper vermittelte zelluldre Zytotoxizitit (ADCC) und eine schlechtere
Patientenprognose beobachtet werden (Bittenbring et al. 2014). Im Rahmen der in der Kopf-Hals-
Onkologie integrierten Immuntherapie mit dem EGFR-Anktikérper Cetuximab, sowie den Immun-
Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab ist eine NK-Zell-vermittelte ADCC fiir das
Therapieansprechen ebenso von entscheidender Relevanz (Winiarska et al. 2011). Interessanterweise
konnte nachgewiesen werden, dass NK-Zellen den Vitamin-D-Rezeptor (VDR) exprimieren und im
Reifungsprozess auf Vitamin-D angewiesen sind (Yu & Cantorna 2008). Hinsichtlich der
therapeutischen Relevanz von Vitamin-D konnte auBlerdem durch in vitro-Untersuchungen eine
potenzierende Wirkung auf bestimmte Chemotherapeutika in einigen Tumorzelllinien festgestellt
werden (Ma et al. 2008, Hershberger et al. 2002). Auf direkt endokrinem Wege als auch indirekt iiber
verdanderte antigenprisentierende Eigenschaften von APCs moduliert aktives Vitamin-D die T-Zell-
Homostase (Prietl et al. 2013). Im Wesentlichen resultiert dies in einem toleranteren Immunstatus, da
proinflammatorische Einfliisse minimiert werden: Zum Einen ist das Zytokinprofil Vitamin-D-
exponierter T-Zellen charakterisiert durch eine gesteigerte Produktionsrate antientziindlicher
Mediatoren wie beispielsweise IL-10 und IL4 wohingegen die Sekretion inflammatorischer Marker
wie TNF-a oder IL-2 runterreguliert wird (Boonstra et al. 2001). Zum Anderen werden vermehrt
TREGs aktiviert sowie deren Genexpression gesteigert (Baeke, Takiishi et al. 2010). Ergebnisse einer
Metaanalyse aus dem British Journal of Cancer (n = 44.165, 64 Studien), implizieren, dass ein hoherer
Vitamin-D-Spiegel das Gesamtiiberleben bei einem Tumorleiden positiv beeinflusst (Hazard Ratio:

0,74; Vaughan-Shaw et al. 2017).

Zusammenfassend veranschaulichen diese Daten, dass Vitamin-D die immunologische Potenz sowohl
des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems bei Gesunden und Tumorpatienten positiv

zu beeinflussen vermag (Kongsbak et al. 2014, Prietl et al. 2013, Bouillon et al. 2008).
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2.3  Assoziation zwischen dem Immunsystem und Krebserkrankungen

2.3.1 Komponenten einer Anti-Tumor-Immunreaktion

Im Vergleich zu gesunden endogenen Zellen wird eine entartete Zelle aufgrund der tumorassoziierten
Mutationslast sowie des variablen Molekiilexpressionsprofils durch ein modifiziertes Antigenspektrum
(sogenannte Neoantigene) von Immunzellen und Antikorpern als potentielle Zielstruktur erkannt und
durch zytotoxische Effektormechanismen bekdmpft (Ferris 2015, Mandal et al. 2016). Tumor-
assoziierte bzw. tumorspezifische Antigene werden iiber einen membranstindigen MHC1-Komplex
auf der Tumorzelle préisentiert, sodass zytotoxische T-Lymphozyten diese iiber ihren T-Zell-Rezeptor
erkennen und die Tumorzelle bekdmpfen konnen. APCs prisentieren nach Aufnahme und
Antigenprozessierung tumorassoziierter bzw. tumorspezifischer Antigene diese iiber einen MHC2-
Komplex an T-Zellen um diese zu aktivieren. Weiterhin sind natiirliche Killerzellen (NK) nach dem
Prinzip der ,,Missing-self-Hypothese* in der Lage entartete Zellen, durch das modifizierte und oftmals
runterregulierte MHC1-Expressionsprofil, zu erkennen und zu eliminieren. Neben diesen zelluldren
Interaktionsphénomenen sind Zytokin- oder Chemokin-vermittelte Vorgdnge im lokalen Tumorumfeld,
der sogenannten Tumormikroumgebung, entscheidend fiir eine effektive Immunreaktion. Zahlreiche
biologische Vorgénge, sowohl immunstimulierender als auch immunsuppressiver Natur, modulieren
dabei die Immunreaktion gegen den Tumor. Eine Ubersicht iiber die an der Anti-Tumor-Immunantwort

beteiligten Prozesse gibt Abbildung 7.
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Abb. 7: Komponenten einer Anti-Tumor-Immunreaktion (modfiziert nach Chen & Mellman, 2013): Tumorzellen
exprimieren tumorspezifische bzw. tumorassoziierte Antigene an der Zelloberfliche oder setzen diese frei (1). In Folge
nehmen antigenprésentierende Zellen (APC) entsprechende Antigene auf und présentieren diese nach intrazelluldrer
Prozessierung auf deren Zelloberfliche (2). Diese Zellen wandern in die ndchstgelegenen Lymphknoten, um dort die
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Aktivierung, Differenzierung und Proliferation von naiven T-Zellen zu initiieren (3). Unter Einfluss weiterer
Immunzellinteraktionen beginnen sich diese antigenspezifischen T-Zellen zu gruppieren und nach Bedarf und Funktionalitét
weiter zu differenzieren (3,4). Diese treten dann in die Blutzirkulation ein, um zum Tumorgewebe zu gelangen (4). Es kommt
im Tumor zu einer Infiltration von T-Zellen und weiteren Immunzellen (5). Tumorzellen, die ein bestimmtes Antigen
exprimieren werden von antigenspezifischen T-Zellen durch Ligand-Rezeptor-Interaktionen erkannt (6). Es kommt zu einer
Abtotung der Tumorzellen durch T-Zellen (7), was wiederum zu einer Freisetzung von tumorassoziierten bzw.
tumorspezifischen Antigenen fiihrt (1).

Die Wahrscheinlichkeit, dass sich ein Tumor im Korper bildet, hingt im Wesentlichen davon ab, ob
das menschliche Immunsystem die entarteten Zellen als potentielle Gefahr erkennt und angreift (Abb.
7). Durch eine kontinuierlich aktive Immuniiberwachung wird die Progressivitdt der Tumorerkrankung
reduziert, indem heranwachsende Tumorzellen zerstort werden bevor sich eine solide Tumorzell-
formation bilden kann. Zudem konnen Immuniiberwachungsprozesse selektiven Druck auf
Tumorzellen ausiiben, was konsekutiv im Sinne eines selektiven Vorteils bestimmter Tumorzell-
populationen durch anpassendes Immunediting, also der Aneignung von iiberlebensfordernden
Mutationen und zellbiologischen Verdnderungen, zu einer Evasion aus der immunologischen Kontrolle
befdahigt (Mittal et al 2014). Dies geschieht durch Reduktion der inhdrenten Immunogenitét, durch
Maskierung und Modulierung tumorspezifischer Antigene und durch aktive Suppression von Signalen
der Anti-Tumor-Immunreaktion. Des weiteren konnen dysregulative Vorgidnge im Immunsystem oder
die Akquisition tumorfordernder Faktoren bzw. molekularbiologischer Modifikationen in
transformierten Zellen eine immunologisch entkoppelte Progression der Tumorzelle ermdglichen und
somit die Manifestation einer Tumorerkrankung beschleunigen (Ferris 2015). Als vorwiegend immun-
suppressive Krebserkrankung sind HNSCCs charakterisiert durch niedrigere absolute Lymphozyten-
zahlen im peripheren Blut (Kuss et al. 2004), beeintrachtigte NK-Zell-Funktion (Bauernhofer et al.
2003, Dasgupta et al. 2005), mangelhafte antigenprisentierende Eigenschaften (Lopez-Albaitero et al.
2006, Ferris 2015) und eine eingeschrinkte Anti-Tumor-Aktivitit von tumorinfiltrierenden T-Zellen
(Mandal et al. 2016) im Vergleich zu gesunden Probanden. Kopf-Hals-Tumorzellen sind in der Lage
die MHCI1-Expression durch Mutationen in HLA-Allelen sowie in Komponenten der Antigen-
Prozessierungs-Maschinerie (Ferris 2015, Lopez-Albaitero et al. 2006) zu modifizieren und
runterzuregulieren, was mit einer ungiinstigen Prognose verbunden ist, da dadurch eine T-Zell-
vermittelte Immunantwort beeintrichtigt wird (Mandal et al. 2016, Concha-Benavente et al. 2016,
Abb. 7). Allerdings dient die Verminderung der MHC1-Expression auf der Tumorzelloberfliache als
Trigger fiir eine NK-Zell-Aktivierung nach dem Prinzip der ,,Missing-self-Hypothese® und daher
vermeiden Tumorzellen einen kompletten Verlust von MHC1-Molekiilen durch Aufrechterhaltung
einer niedrigen MHC1-Expression bei gleichzeitiger Modifikation von Komponenten der Antigen-
Prozessierungs-Maschinerie (Murphy & Weaver 2016). Das in HNSCCs hochkomplexe inflammato-
rische Zytokinmilieu kann zur Formierung bzw. Infiltration immunsuppressiver Zelltypen wie Tumor-
assoziierten Makrophagen (TAM), myeloiden Suppressorzellen (MDSC) oder regulatorischen T-Zellen
(TREG) im Tumorgewebe beitragen. Diese Zellen konnen die Tumorprogressivitit fordern sowie die
Aktivierung von NK-Zellen und APCs hemmen (Mandal et al. 2016, Chen & Mellman 2013, Abb. 7).
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2.3.2  Rolle der Immun-Checkpoint-Molekiile in der Kopf-Hals-Onkologie

Die Grundvorraussetzung immuntherapeutischer Therapieansdtze in der Onkologie ist, dass
Tumorgewebe vom Immunsystem als korperfremd erkannt und konsekutiv bekdmpft bzw. eliminiert
werden kann. Interaktionen zwischen Immun-Checkpoint-Molekiilen konnen in Bezug auf eine
Immunreaktion sowohl stimulierende als auch inhibierende Wirkungen auf die Zielzellen haben (Abb.
7) und steuern zelluldre Immunantworten physiologischer und pathophysiologischer Natur. Im Zuge
physiologischer Immunreaktionen limitieren Interaktionen zwischen immuninhibierenden Immun-
Checkpoint-Molekiilen iiberschieBende Immunantworten im Hinblick auf Ausmal3 und Dauer, um vor
autoimmuner Reaktivitit sowie vor exzessiv inflammatorischen Gewebsprozessen zu schiitzen (Davis
et al. 2016). Auch die Aktivierung und Differenzierung von T-Lymphozyten wird durch Co-
stimulatorische Signale iiber stimulierende Immun-Checkpoint-Molekiile vermittelt (Abb. 7). Auf der
anderen Seite werden Tumorrekurrenz und Metastasierung von HNSCCs durch Immunevasions-
mechanismen beglinstigt, an denen sich immuninhibierende Immun-Checkpoint-Molekiile
entscheidend beteiligen (Mandal et al. 2016, Ferris 2015): Ligand-Rezeptor-Interaktionen zwischen
Tumor- und Immunzellen werden in der Tumormikroumgebung vom Tumor ausgenutzt um aktive T-
Effektor-Lymphozyten funktionslos zu machen, Reifungs- bzw. Aktivierungsprozesse von T-Zellen
einzuschrinken oder eine effektive Antigenpridsentation zu unterbinden, sodass in der Folge eine
wirkungsvolle immunologische Kontrolle der Tumorprogression erschwert wird (siche Abb. 7 und
Abb. 8).

Tumormikroumgebung

Tumorspeznfische
Antigene

CDBO
PD-L1
B7-H3
B7-H4
CcD8o/
CD86
TGF
Zell |L~6 #
totend IL 10 |
:
]
é) PN CD28

QQ
lnhlbitoriscm
Zytokine

NK-Zellen Tumor-suppressive
B-Zellen

Abb. 8: Cross-Talk zwischen Tumorzellen und Immunzellen in der Tumormikroumgebung (modifiziert nach Lin et al.
2016): Effektoren einer Anti-Tumor-Immunreaktion sind im Wesentlichen aktivierte Tumor-spezifische T-Zellen und NK-
Zellen. Tumorzellen sind in der Lage, durch einer gesteigerten Expression von Immun-Checkpoint-Molekiilen, die
Ausschiittung von inhibitorischen Zytokinen, eine Unterstiitzung immunsuppressiver Effekte von TREGs und myeloiden
Suppressorzellen (MDSCs) sowie eine NK-Zell-Hemmung die Anti-Tumor-Immunantwort zu unterdriicken. Diese
hemmenden Eigenschaften der Tumorzellen bilden in der Tumormikroumgebung mit anderen Zelltypen ein komplexes
immunsuppressives Netzwerk.
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Dabei sollte beriicksichtigt werden, dass zum einen zahlreiche Immun-Checkpoint-Molekiile mehrere
verschiedene Zielrezeptoren oder Liganden mit unterschiedlichen funktionellen Implikationen besitzen
(siche Abb. 7 und Abb. 8). Weiterhin konnen bestimmte Immun-Checkpoint-Molekiile auf Tumor- und
Immunzellen variabel exprimiert werden und miissen daher kontextabhingig interpretiert werden
(siche Abb. 7 und Abb. 8). So konnen nicht nur Tumorzellen, sondern auch immunsuppressive
Zellpopulationen wie TREGs und MDSCs iiber inhibierende Immun-Checkpoint-Molekiile den
Aktivierungszustand von T-Effektorzellen und APCs beeinflussen (siche Abb. 7 und Abb. 8). Die
immunsuppressive Eigenschaft tumorassoziierter TREGs wird im Wesentlichen iiber CTLA-4
vermittelt (Davis et al. 2016, Chen et al. 2017).

CD80, welches auf Tumorzellen, Makrophagen und einigen Lymphozytenpopulationen vorkommt
(Chen 2004), agiert je nach Zielrezeptor co-stimulatorisch via CD28 oder co-inhibitorisch via CTLA-4
auf T-Zellen (Chen & Flies 2013, Abb. 8). Gerade das Priming CD4-positiver T-Zellen im
lymphatischen Gewebe wird iliber CTLA-4 eingeschrinkt. Niedrige tumorale CD80-Spiegel
begiinstigen eine Immunevasion durch préferentielle Bindung von CTLA-4, da aus der um einer Log-
Stufe hoheren Affinitdt von CTLA-4 zu CD80 einen kompetitiver Vorteil gegeniiber CD28 resultiert
(Chen 2004, Tirapu et al. 2006).

PD-L1 (Programmed death-ligand 1), welches neben dem Vorkommen auf aktivierten T-Lymphozyten
und einigen APCs, in HNSCCs und weiteren Tumorentitidten iiberexprimiert ist (Zandberg & Strome
2014), induziert iiber PD-1 einen Funktionsverlust bzw. eine Apoptose von T-Zellen verschiedenster
Subtypen (Zou 2005, Abb. 8). Proinflammatorische Zytokine konnen im peripheren Gewebe eine
gesteigerte PD-L1 Expression herbeifiihren (Murphy & Weaver 2016).

B7-H3 (CD276), ein sowohl co-stimulatorisches als auch co-inhibitorisches Molekiil, reguliert die
Aktivitit von T-Lymphozyten und NK-Zellen sowie die Zytokinproduktion von CDS8-positiven
zytotoxischen T-Zellen durch Interaktion mit einem nicht eindeutig charakterisierten induzierbaren
Zielrezeptor (Chen 2004, Abb. 8). B7-H3-mRNA kommt in vielen peripheren Geweben vor
(Schildberg et al. 2016, Yi & Chen 2009). Aufgrund der geringen Proteinexpression in einem
physiologischen Setting, spielt B7-H3 zur Aufrechterhaltung der Immunhomdstase eine eher
untergeordnete Rolle im Vergleich zu CTLA-4 und PD-L1. Eine hohe zellulire B7-H3
Proteinexpression kann auf Tumor- und tumorassoziierten Zellpopulationen beobachtet werden (Yi &
Chen 2009).

B7-H4, ein weiteres inhibitorisches Checkpoint-Molekiil, welches vor allem auf Tumorzellen, APCs
und tumorassoziierten Immunzellen vorkommt (Chen 2004, Abb. 8), hemmt die Aktivierung,
Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen und verhindert somit eine Zytotoxizitéts-
entwicklung gegen tumorassoziierte Antigene (Zou 2005). TREGs oder Tumorzellen ermdglichen
durch Produktion von IL-6 oder IL-10 eine Induktion der B7-H4-Expression auf Tumor-assoziierten
Makrophagen (TAMs) oder antigenpridsentierenden Zellen was deren suppressive Potenz steigert
(Kryczek et al. 2006).

Bestimmte iiber Immun-Checkpoint-Molekiile vermittelte Immunescapestrategien konnen durch die

therapeutische Verwendung von sogenannten Immun-Checkpoint-Inhibitoren unterbrochen werden.
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Hierbei handelt es sich um Antikdrper gegen bestimmte Immun-Checkpoint-Rezeptoren oder
Liganden die sich auf der Oberfliche von Tumor- oder Immunzellen befinden (Topalian et al. 2015, Qi
et al. 2017): Immunsuppressive Ligand-Rezeptor-Interaktionen, die eine reduzierte T-Zell-Funktion
herbeifiihren konnen, werden so gezielt blockiert, sodass in der Folge eine Wiederherstellung der
urspriinglichen T-Zell-Effektorfunktion gewihrleistet werden kann. Dazu kommt, dass durch
antikorpervermittelte Opsonierung eine Phagozytose oder eine Komplementsystem-vermittelte Lyse
von betroffenen Tumor- bzw. T-Zellen erfolgen kann (Murphy & Weaver 2016). Dadurch kénnen
inaktive bzw. tumortolerierende oder immunsuppressive T-Zellen aus dem Korperkreislauf eliminiert,
sodass folglich die Expansion neuer tumorspezifischer T-Zellen begiinstigt werden kann (Corse et al.
2012, Nguyen et al. 2015).

Aktuelle Studien priifen die Wirksamkeit von Ipilimumab, einem monoklonalen Antikérper gegen
CTLA-4 der im Rahmen des malignen Melanoms seit 2011 erfolgreich eingesetzt wird, an
fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren (Qi et al. 2017). Nivolumab und Pembrolizumab, zwei gegen
PD-1 gerichtete therapeutische Antikorper, sind bereits zur Behandlung von fortgeschrittenen
platinrefraktaren HNSCCs zugelassen (Wollenberg 2019).

Es bleibt abzuwarten, wie Studienergebnisse zur kombinierten Immun-Checkpoint-Blockade durch
Inhibitoren der PD-1/PD-L1-Achse und CTLA-4-Inhibitoren (EAGLE Studie, KESTREL Studie) bei
Kopf-Hals-Tumoren ausfallen werden. Beim malignen Melanom zeigten sich diesbeziiglich bereits
vielversprechende Zwischenergebnisse. Im Kontext einer kombinierten Immun-Checkpoint-Blockade
soll folgendes erreicht werden: CTLA-4 und PD-1 kdnnen komplementidre Wirkungen auf T-Effektor-
Zellen haben, da CTLA-4 primédr einen hemmenden Effekt auf frithe Differenzierungs- und
Aktivierungsprozesse ausiiben kann, wéhrend PD-1 die Effektorfunktion modulieren kann. Durch
Blockade dieser beiden Signalwege féllt der synergistische Effekt auf die T-Zell-Aktivitit stirker aus,
sodass moglicherweise ein breiteres Patientenspektrum von einer solchen Behandlung profitieren

konnte (Economopoulou et al. 2016).

24 Eigene Fragestellung

Nach der Zulassung des gegen den EGFR gerichteten chimadren monoklonalen Antikdrpers Cetuximab
im Jahre 2006 und weiteren Optimierungen strahlen- bzw. chemotherapeutischer Malnahmen konnte
die bis dato immer noch ungiinstige Prognose der Kopf-Hals-Tumore und das Ausmal therapeutischer
Toxizitdt bzw. Nebenwirkungen nicht wesentlich verbessert werden (Ramos et al. 2010). Der
Langzeiteffekt einer Therapie mit den erst kiirzlich zugelassenen Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab
und Pembrolizumab auf das Gesamtiiberleben der Patienten in der klinischen Praxis bleibt noch
abzuwarten. Als groBe Herausforderung aktueller wissenschaftlicher Forschung erweist sich die Suche
nach neuen wirksamen Therapiemdglichkeiten mit prognoseverbessernden Eigenschaften und einem
geringeren Nebenwirkungsspektrum. In der heutigen Ara der personalisierten zielgerichteten
Immuntherapie bleibt es ein vielversprechender Ansatz durch Modulation des humanen
Immunsystems die Tumorprogression zu verhindern. Als problematisch erweist sich in diesem

Zusammenhang allerdings die Immundefizienz, welche bei der Mehrzahl der Kopf-Hals-Tumor-
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Patienten in ausgeprigter Form vorliegt. Hinzu kommen funktionelle Auffélligkeiten des
Immunsystems dieser Patienten, zu denen neben einem immunsuppressiven Milieu auch zahlreiche
zelluldre Ausreifungsstdrungen zéhlen (Kuss et al. 2004, Dagupta et al. 2005, Lopez-Albaitero et al
2006). Zukinftig wird insbesondere fiir die Entwicklung neuer immunmodulatorischer
Therapiestrategien eine molekulare Betrachtungsweise notwendig um zelluldre Interaktions-
phédnomene besser zu verstehen und neue therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Patienten
mit einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) leiden héaufig an einem
prognostisch ungiinstigen Vitamin-D-Mangel, welcher mit einer reduzierten antitumoralen
Immunaktivitit sowie einem negativen HPV-Status assoziiert ist (Bochen et al. 2018). Interaktionen
zwischen Immun-Checkpoint-Molekiilen limitieren im physiologischen Zusammenhang
iiberschiefende Immunreaktionen um vor autoimmuner Reaktivitdt oder exzessiv inflammatorischen
Gewebsprozessen zu schiitzen. Viele dieser Signalwege werden von HNSCC-Zellen als Immunescape-
Mechanismen ausgenutzt, indem vor allem die T-Zell-Aktivitdt moduliert wird. Hierdurch entsteht ein
iberwiegend immunsuppressives Tumormikromilieu, welches tumorprogressions-fordernd wirkt
(Mandal et al. 2016). Da Vitamin-D sowohl immunregulatorische als auch antikanzerogene
Eigenschaften aufweist (Bochen et al. 2018, Young & Day 2013) und HPV-positive Tumore durch eine
gesteigerte Immunzellinfiltration gekennzeichnet sind (Partlova et al. 2015), stellte sich in diesem
Zusammenhang die Frage, ob der Vitamin-D- bzw. HPV-Status von Kopf-Hals-Tumor-Patienten
bestimmte Immun-Checkpoint-Interaktionen zwischen Tumor- und Immunzellen beeinflussen konnte.

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand vor diesem Hintergrund darin den Einfluss von Vitamin-D und
HPV auf das Expressionsverhalten der Immun-Checkpoint-molekiile CD80, B7-H3, B7-H4 und PD-
L1 sowie des Proteinkomplex MHC1 in HNSCCs zu untersuchen. Dazu wurden zum einen
immunhistochemische Féarbungen an FFPE (Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe)-
Tumorgewebeproben, welche von Patienten mit Vitamin-D-Mangel und Patienten mit ausreichender
Vitamin-D-Versorgung stammten, anhand eines im Vorfeld etablierten Versuchsprotokolls
durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Immun-Checkpoint-Molekiilexpression in der HNSCC-Zelllinie
FaDu mittels proteinbiochemischer Methoden analysiert um so eine Grundlage filir weiterfiihrende

funktionelle Analysen zu schaffen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material und Herstellernachweis
3.1.1 Geriite, Software und Verbrauchsmaterialien
In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die in den Versuchen verwendeten Gerdte, Software und

Verbrauchsmaterialien aufgefiihrt.

Tabelle 1: Verwendete Geriite, Software und Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Beschreibung Hersteller / Herkunft

RK1101 Reiskocher Tefal S.A.S, Rumilly, Frankreich
REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/RED | Dako GmbH, Glostrup, Dédnemark
Rotationsmikrotom SM2400; Leica Microsystems, Wetzlar
Rotationsmikrotom RM2125RT

SuperFrost Plus Objekttriger; Gerhard Menzel GmbH,
Superfrost UltraPlus Objekttriager Braunschweig

Tischzentrifuge (Centrifuge 5415) Eppendorf, Hamburg

Thermomixer comfort; Tischkiihlzentrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg

Magnetriihrer Combimag RCT IKA, Staufen

Reaktionsgefalie (1,5ml, 2ml, 15ml, 50ml) Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht

TC-Flasche T75, Cell+, Art. 83.3911 Sarstedt, Niimbrecht

Vortex-Mixer (Genie2™) Scientific Industries, Bohemie
New York, USA

Filterpapier, DE81 Schleicher und Schiill, Dassel

Feinwaagen BP 61, BP 4100 Sartorius, Gottingen

Durchlichtmikroskop, 4316184 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Einbettungsgerit, Histocentre2 Thermo Shadon GmbH, Frankfurt a.Main

Wirmeschrank, Incucell MMM, Medcenter Einrichtungen GmbH,
Planegg

Gilson-Pipetten Abimed, Diisseldorf

Deckglaser R. Langenbrick, Emmendingen

Mikrowelle, Dimension 4 Panasonic, Hamburg

Wasserbad, Medax Typ WB24 Medax Nagel GmbH, Kiel

Reagens-Transfer-Prozessor, Tissue-Tek® VIP™S5 Jr | Sakura Finetek Germany GmbH,
Staufen

Pipetboy acu Integra Biosciences, Biebertal

pH-Meter, pH 197 WTW, Weilheim

BX61 Fluoreszenzmikroskop Olympus K. K., Tokio, Japan
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Forma™ Series II 3110 CO» -Inkubatoren

Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

class 2, M 5142615

Microflow biological safety cabinet

Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

Brutschrianke, Trockenschrank

Heraeus, Hanau

Centrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg

LUNAT™ Automated Cell Counter L10001

Logos Biosystems, Annandale, Virginia,USA

LUNAT™ Cell Counting Slides L.12001

Logos Biosystems, Annandale, Virginia,USA

Pasteurpipetten

Hirschmann, Eberstadt

Parafilm M

American National Can, Neenah, USA

Elektrophoresekammern (Eigenbau)

Werkstatt Biochemie 1, Gottingen

Porengrof3e), IPVH00010

Immobilon-P Transfermembran (PVDF, 0,45um

Merck, Darmstadt

Trans-Blot Cell-Apparatur

BioRad, Miinchen

ChemoStar ECL & Fluorescence Imager

Intas Science Imaging, Gottingen

3.1.2 Chemikalien

In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die in den Versuchen verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben

Chemikalie Hersteller /Herkunft

Xylol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken;
Art. 09208831

Ethanol Merck, Darmstadt; Art. 8187601000

Beta-Mercaptoethanol

Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA;
Art. 21985023

Methanol

Merck, Darmstadt; Art. 1060091000

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. A9418

Trizma® base

Sigma, USA; Art. 061M5400V

L-Cystein Hydrochlorid

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. C6852

Papain

Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ,
USA; Art. LS003126

DNase I (Desoxyribonuklease I)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. DN25

Trypsin inhibitor Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. T9253
PBS pH 7.4 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA;
Art. 10010023
Hématoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. MHS32-1L
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Entellan

Merck, Darmstadt; Art. 1.07961.0500

EDTA (Tetraethylendiaminoessigsiure)

Merck, Darmstadt; Art. 324503

H,00;dest B.Braun, Melsungen; Art. 0082479E
HCL Merck, Darmstadt; Art. 109057
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt; Art. 106467

FCS (fotales Kélberserum)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. F7524

Trypanblau

InvitrogenTM Life Technologies, Darmstadt

Trypsin ( 0,25%) /EDTA (0,2%)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. T4049

Penicillin/Streptomycin

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. P3444-100ML

DPBS (Dulbecco’s PBS)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art.D8537-1L

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle

GIBCO® Life Technologies, Darmstadt; Art.31966047

Medium) GlutaMAX™
Accutase® Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. A6964-100ML
TrypLE™ Select Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA;
Art. 12563011
TBS Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art.T5912-1L
Tween®20 Merck, Darmstadt; Art. 817072
Bromphenolblau Merck, Darmstadt; Art. 108122
NP-40 Merck, Darmstadt; Art. ELCR1DC15

PageRuler™ prestained protein ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA; Art. 26616

Acrylamid Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg; Art. 10077
Bisacrylamid Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg; Art.1068101
AMPS Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA; Art. 282731
TEMED Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg; Art. 3593002

Glycerin 87% reinst,

Merck, Darmstadt; Art. 1040912500

Glycin kristallin

Merck, Darmstadt; Art. 500190

Tris-aminomethan

Merck, Darmstadt; Art. 108382

Magermilchpulver

TSI GmbH, Zeven

3.1.3 Primérantikorper

Die zu untersuchenden Zielproteine im Rahmen der immunhistochemischen und molekular-
biologischen Experimente wurden mithilfe eines primiren Antikdrpers auf Zellen identifiziert. Zur
immunologischen Detektion der mittels Primérantikérper gebundenen Strukturen dienten
entsprechende Sekundarantikorper, welche zum Teil auch fluoreszierende Eigenschaften aufwiesen.
Die nachfolgende Tabelle 3 stellt eine Ubersicht iiber die in den Versuchen verwendeten primiren

Antikorper dar.
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Tabelle 3: Verwendete Primirantikérper mit Verdiinnungs- und Herstellerangaben
IHC (Immunhistochemie), WB (Western Blot)

Antikorper Beschreibung Herkunft Verdiinnung
B7-H3 Monoklonal Maus; 1:50 (IHC)
(CD276) clone MMO0104-20J12 1:250 (WB)
Abcam, England
Art. ab89133
MHCI1 Monoklonal Maus; 1:50 (IHC)
W6/32 1:100 (WB)

ThermoFisher, USA
Art. MA5-11723

CD80 Monoklonal Maus; 1:3000 (IHC)
clone 2A2 1:1000 (WB)
Abcam, England
Art. ab86473

PD-L1 Monoklonal Maus; 1:4000 (IHC)
clone ABM4E54 1:1000 (WB)

Abcam, England
Art. ab210931

B7-H4 Monoklonal Maus; 1:600 (IHC)
Clone H74 1:250 (WB)
Abcam, England

Art. ab110160 (IHC);
Art. ab171280 (WB)

B-Aktin Monoklonal Maus; 1:5000 (WB)
ThermoFisher, USA
Art. MA5-15739

3.1.4 Sekundirantikorper

Im Zuge der immunhistochemischen Analysen wurde als Detektionssystem fiir die von priméren
Antikdrpern gebundenen Zielstrukturen das ,,Dako REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/
RED* entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Als Sekundérantikérper zur immunologischen
Detektion der gebundenen Primérantikérper im Rahmen der Zellkulturversuche (Western Blot) diente
der Cy-Fluorophor-gekoppelte Antikérper Anti-Maus-IgG-Cy3 (C2181-1ML, Verdiinnung 1:2500,
affinitdtsgereinigt) der von der Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen wurde.

3.1.5  Zelllinien

Fir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Zellkulturexperimente wurden die kéuflich
erworbene etablierte HNSCC-Zelllinie FaDu (DSMZ-Nr. ACC-784), die Zervixkarzinomzelllinie
HeLa (DSMZ-Nr. ACC-57) sowie die Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 (DSMZ-Nr. ACC-115) verwendet.
Die FaDu-Zelllinie entstammt von einem 56-jdhrigen Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im
Bereich des Hypopharynx, wihrend die MCF-7-Zelllinie von einer 69-jahrigen Patientin mit einem

invasiv duktalen Mammakarzinom mit Her2/neu-Uberexpression und positivem Progesteron- und
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Ostrogenrezeptorstatus isoliert wurde. Die HeLa-Zelllinie wurde von einer 67-jihrigen Patientin mit

Zervixkarzinom isoliert.

3.2 Immunbhistochemische Analysen

3.2.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie stellt eine qualitative und quantitative immunologische Methode dar, um mit
Hilfe von Antikdrpern Proteine in histologischen Gewebeschnitten zu lokalisieren und sichtbar zu
machen. Das Grundprinzip des Antigen-Nachweises beruht auf der Affinitdt von Antikérpern zu einem
spezifischen Molekiilabschnitt des gesuchten Antigens, dem Epitop, im Sinne einer immunologischen
Antigen-Antikorper-Reaktion. In dieser Arbeit wurde das Prinzip der indirekten Immunhistochemie
mit enzymatischem Nachweis angewendet. Dieses Detektionssystem besteht aus Sekundérantikorper,
Enzymkonjugat und Subrat/Chromogen und soll zweierlei erreichen: Zum Einen sollte die Priasenz des
gebundenen Primérantikdrpers im Préparat als visuelles Signal gekennzeichnet werden, zum Anderen
der Detektionsvorgang ausreichend verstirkt werden, damit im Idealfall eine solide Differenzierbarkeit
des detektierten Signals am Ort des Epitops gegeniiber potentiell unspezifischen Signalen im
umgebenden Gewebe ermdglicht wird. Zur immunhistochemischen Analyse durch Antikorper kann
fixiertes Gewebe im Sinne von am Mikrotom hergestellten Gewebeschnitten verwendet werden, wie
es auch im Rahmen dieser wissenschaftlischen Arbeit erfolgte. Die Fixierung in Formalin und die
anschlieBende Dehydrierung und Einbettung der Gewebestlicke in Paraffinwachs haben eine
strukturelle Modifikation der Antigene mit Proteinquervernetzung zur Folge, welches die
Immunreaktivitdt der entsprechenden Antigene reduziert. Durch eine Antigendemaskierung kann
dieser Vorgang teilweise riickgéngig gemacht werden. Integraler Bestandteil dieses hitzeinduzierten
Demaskierungsprozesses stellt die Inkubation in einem Retrieval-Puffer dar, wobei eine
Hydrophilisierung der Gewebepréparate, zwecks Zuganglichkeit fiir wissrige Losungen im Rahmen
der anschlieBenden Immunfarbung, diesem Demaskierungsschritt vorausgeht. Der genaue Ablauf der

immunhistochemischen Farbungen ist in den folgenden Kapiteln im Detail beschrieben.

3.2.2 Gewebepriparation und Fixierung

Bei der Entnahme des Patientengewebes wurden die Proben in PBS-gepuffertem 4%-igem Formalin
fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet, sodass am Ende FFPE (Formalin-fixiertes Paraffin-
eingebettetes Gewebe) -Gewebeproben zur Verfiigung standen. Der Einbettungsprozess fand durch
Zuhilfenahme des Reagenz-Transfer-Prozessors Tissue-Tek® VIPT™S5 JR, wie in Tabelle 4 aufgefiihrt,

automatisiert statt.
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Tabelle 4: Zyklen der Gewebepriparation mit Hilfe des Reagenz-Transfer-Prozessors Tissue-
Tek®VIPTMS Jr zur Einbettung in Paraffin.

Reagenz Dauer [h] Temperatur [°C]

4%-iges Formalin/1xPBS 2,0 45
70%-iges Ethanol 0,5 40
70%-iges Ethanol 1,0 40
70%-iges Ethanol 1,0 40
96%-iges Ethanol 0,5 40
99%-iges Ethanol 1,0 40
99%-iges Ethanol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Paraffin 0,5 60
Paraffin 0,5 60
Paraffin 1,0 60
Paraffin 1,0 60

Im Anschluss an die in Tabelle 4 beschriebenen Zyklen erfolgte der weitere Einbettungsprozess
manuell durch Nutzung des Einbettungsgerits. Die dadurch hergestellten Blocke aus Paraffinwachs
wurden im nédchsten Schritt durch ein Rotationsmikrotom bearbeitet. Hierbei wurden zundchst drei
Schnitte zu je 10 pm Dicke verworfen und im Anschluss daran erfolgte eine Anfertigung von 4 pm
dicken Schnitten. Diese Schnitte wurden in einem warmen Wasserbad unter Nutzung eines Pinsels
gestreckt um anschlieend auf Superfrost Plus bzw. Superfrost Ultra Plus Objekttrager tibertragen zu

werden. Die fertigen Schnitte wurden in einem Inkubator bei 37°C iiber Nacht getrocknet.

3.2.3 Versuche zur Etablierung der Standartfirbeprotokolle

Fiir jede untersuchte Gewebeprobe wurden zur morphologischen Kontrolle parallel zur
immunhistochemischen Farbung Hamatoxylin-Farbungen im Sinne einer morphologischen Kontrolle
unter Verwendung eines Standardprotokolls angefertigt. Die Grundlage fiir die antikorperspezifischen
Standartprotokolle bildete ein immunhistochemisches Farbeprotokoll von Florian Bochen, M.Sc.
(Forschungslabor der Klinik fiir Hals-/Nasen- und Ohrenheilkunde am Universititsklinikum des
Saarlandes), welches durch Modifizierung einzelner Teilschritte an das zu untersuchende
Versuchsmaterial adaptiert wurde. Letztlich konnten dadurch spezifische immunhistochemische

Farbeprotokolle fiir die einzelnen Antikérper etabliert werden. Zusitzlich wurde bei jeder
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immunhistochemischen Firbung eine Positivkontrolle eines bekannten Tonsillen- oder HNSCC-
Priparats zur Uberpriifung eines positiven Firbeergebnisses mitgefiihrt. Tonsillenpriparate wurden
verwendet, um ein moglichst umfassendes Spektrum verschiedenster Immunzellen beurteilen zu
konnen. Insbesondere zu Beginn der Etablierungsarbeiten konnten einige antikdrperabhéngige
Probleme und Besonderheiten im Firbeverhalten beobachtet werden. Einige dieser Férbe-
auffalligkeiten konnte man teilweise auf die Diskrepanz zwischen den empfohlenen Herstellerangaben
beziiglich angepasster Antikorperverdiinnungen und der tatsdchlich notwendigen Immunglobulin-
konzentration zuriickfithren. Die meisten initialen Etablierungsfarbeergebnisse zeigten antikorper-
spezifisch ein verhdltnismédBig zu intensives Fiarbebild, sodass die entsprechenden Antikorper-
verdiinnungen erheblich angepasst werden mussten. Es lagen aber auch bei einigen Antikorpern
deutlich schwéchere Farbeintensititen vor als in der empfohlenen Verdiinnung vom Hersteller
beschrieben. Unverdndert hingegen blieb der pH-Wert des Demaskierungspuffers, welcher initial bei
pH 9 lag. Dariiber hinaus wurde die Demaskierungsdauer im Retrieval-Puffer, ausgehend von 20 min,
antikorperweise entsprechend adaptiert um die unspezifischen Farbereaktionen im Priparat auf ein
akzeptables Minimum zu reduzieren und das spezifische Féarbeverhalten gleichzeitig beibehalten zu
konnen. Je kiirzer die Demaskierungszeit im Reiskocher gewidhlt wurde, desto geringer war der Anteil
unspezifischer Féarberesultate.

Zuletzt wurden die Antikdrperkonzentrationen von den Empfehlungen der zugehdrigen
Herstellerangaben ausgehend optimiert: Die initial verwendeten Verdiinnungen betrugen fiir CD80
1:200 bis 1:1000, fiir B7-H3 1:100 bis 1:1000, fiir B7-H4 1:25 bis 1:250, fiir PD-L1 1:100 bis 1:400
sowie fir MHCI 1:50 bis 1:500. Am Ende der Etablierung erwiesen sich folgende Verdiinnungen als
am geeignetsten: CD80 wurde mit 1:3000 gefarbt, B7-H3 mit 1:50, B7-H4 mit 1:600, PD-L1 mit
1:4000 und MHC1 mit 1:50. Bei CD80 und PD-L1 wurde die Demaskierungszeit am stirksten
reduziert, wihrend bei B7-H3 und B7-H4 eine Demaskierungsdauer von 17 min am vorteilhaftesten
war. Die ldngste Kochzeit im Reiskocher mit 23 min war fir MHC1 notwendig. Die einzelnen
Etablierungsreihen mit den jeweiligen Anpassungen sind in Abbildung 9 bis Abbildung 11

exemplarisch dargestellt.
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Abb. 9: Etablierung des Antikérpers gegen CD80. Bei 20 min Demaskierungsdauer und einer Verdiinnung von 1:1000
zeigte sich in der Tonsille ein deutlich zu intensives und unspezifisches Féarbebild mit Farbewolken (A), sodass als néchstes
die Demaskierungszeit auf 17 min und die Antikdrperkonzentration stark reduziert wurde (B). Bei 1:3000 (C) erfolgte dann
zur Optimierung des Verhiltnisses zwischen unspezifischen und spezifischem Féarbemuster eine weitere Anpassung der
Demaskierungszeit auf 15 min (D)
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Abb. 10: Etablierung des Antikorpers gegen PD-L1. Bei den immunhistochemischen Fiarbeversuchen mit dem Antikorper
gegen PD-L1 wurde die Demaskierungszeit schrittweise reduziert, da das Ausmall unspezifischer Hintergrundfarbungen
initial sehr hoch war (A, B). Der Antikorper musste stark verdiinnt werden, da erst unter einer Verdiinnung von 1:4000 ein
differenziertes tumorspezifisches Farbeverhalten erreicht wurde (C, D)
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A B
MHC1, 20 min, pH9, Tonsille ,1:200 100 ym  MHC1, 20 min, pH9, Tonsille ,1:50 100 pm
c D
— —
MHCH1, 23 min, pH9, Tonsille ,1:50 100 um MHC1, 23 min, pH9, Zungengrundkarzinom, 1:50 100 pm

Abb. 11: Etablierung des Antikorpers gegen MHCI1. Zu Beginn der Etablierungsarbeiten war bei 20 min
Demaskierungsdauer und einer Verdiinnung von 1:200 kein differenzierbares Farbemuster ersichtlich (A), sodass im nichsten
Schritt eine geringere Antikorperverdiinnung gewéhlt wurde. Dabei zeigte sich bei einer Verdiinnung von 1:50 in der Tonsille
ein diffuses zytoplasmatisch betontes Farbemuster mit niedrigem Kontrast (B), sodass als néchstes die Demaskierungszeit auf
23 min erhéht wurde bei gleichbleibender Antikdrperkonzentration (C). Dadurch konnten sowohl Leukozyten (C) als auch
Tumorzellverbénde differenziert und spezifisch visuell dargestellt werden (D).

Nachdem die finalen Protokolle erfolgreich etabliert wurden, schlossen sich entsprechende

immunhistochemische Farbungen an dem zu untersuchenden Patientenkollektiv an.

3.2.4 Allgemeiner Versuchsablauf der immunhistochemischen Farbungen

Tris-EDTA Retrivalpuffer, pH 9.0: 296,4 ml H;Opidest
3,0 ml 1 M Tris-Losung
600 pl 0,5 M EDTA-L6sung
0.5 M EDTA-L6sung, pH 8.0: 93,06 g EDTA
500 ml H;Opidest
1 M Tris-Losung: 12,11 g Tris-Base
100 ml H;Opigest
3% BSA in PBS (pH 7.2): 200 ml PBS
6g BSA
1% BSA in PBS (pH 7.2): 200 ml PBS
2g BSA
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Zur Fixierung der Gewebeschnitte auf dem Objekttrager wurden diese bei 37 °C iiber Nacht in den
Wiérmeschrank gestellt. Fiir die immunhistochemische Detektion von CD80, MHC1, B7-H3, B7-H4
und PD-L1 erfolgte am néchsten Tag eine Paraffinextraktion der Schnitte durch Einlegen dieser in
zundchst zweimal Xylol fiir jeweils 30 s und anschlieBend 10 min in Xylol. Danach wurden die
Gewebeschnitte fiir jeweils 30 s nacheinander dreimal in 99%-igem Ethanol, dreimal in 70%-igem
Ethanol und zweimal in HyOpigest gespiilt. Der angesetzte Tris-EDTA-Retrievalpuffer wurde in der
Mikrowelle bei 900W 3 min lang bis auf eine Temperatur von mindestens 95 °C erhitzt und
aufgekocht. Im direkten Anschluss an die Entparaffinisierungsvorgiinge erfolgte eine Uberfiihrung der
Préiparate in eine Kunstoftkiivette mit aufgekochtem Tris-EDTA-Retrivealpuffer. Im Zuge der hitze-
induzierten Epitop-Demaskierung wurden die Prdparate, im Retrievalpuffer befindend, zu
antikorperspezifischen Zeiten im Wasserbad des Reiskochers inkubiert. Fiir den Antikorper gegen
CD80 wurde eine Demaskierungszeit im Reiskocher von 15 min, fiir den Antikorper gegen MHC1 von
23 min, fiir die Antikorper gegen B7-H4 bzw. B7-H3 von jeweils 17 min und fiir den Antikorper gegen
PD-L1 von 12 min eingehalten. Nach dieser Inkubationsphase im Wasserbad erfolgte eine
Abkiihlungsphase der Pridparate in der mit Retrievalpuffer gefiillten Kiivette von 30 min auf
mindestens unter 50 °C, woran sich eine Spiilungsphase von 3 mal 5 min im Waschpuffer (PBS, pH
7,2) anschloss. Unspezifische Proteinbindungen wurden durch die nachfolgende Inkubation der
Schnitte in 3% BSA in PBS (pH 7,2) fiir 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Dann erfolgte die
Inkubation mit dem Primérantikorper (verdiinnt geméaf Tab. 3 in 1% BSA/PBS) fiir 60 min bei Raum-
temperatur. Bei jeder Farbeserie wurden sowohl Positivkontrollen als auch Negativkontrollen
eingeschlossen. Fiir die Negativkontrollen wurde anstatt des Primérantikorpers ein Negativkontroll-
Reagenz (1% BSA/PBS) verwendet. Die Visualisierung erfolgte im Anschluss mittels Streptavidin-
gekoppelter Alkalischer Phosphatase und Chromogen Red unter Verwendung des
REAL™DetectionSystemAlkalinePhosphatase/RED entsprechend den Herstellerangaben. Zu diesem
Zweck wurden die Schnitte nach einem dreimaligen Waschschritt mit PBS (pH 7,2) fiir jeweils 5 min
bei Raumtemperatur fiir 30 min mit einem biotinylierten Sekunddrantikorper inkubiert und
anschlieend wieder einem dreimaligen Waschritt in PBS (pH 7,2) unterzogen. Nach Inkubation der
Schnitte mit Streptavidin-gekoppelter Alkalischer Phosphatase bei Raumtemperatur fiir 30 min und
einer darauffolgenden Waschphase fiir 3 mal 5 min in PBS (pH 7,2), erfolgte schlieBlich die
Inkubation mit der Substrat-Chromogen-Losung fiir 13 min. Zu den darauf folgenden Schritten zéhlten
eine 5-miniitige Spililung mit HyOpiges,eine Gegenfiarbung mit Sigma Aldrich Himatoxylin fiir 7 min
und eine 10-miniitige flieBende Wésserungsphase bevor die Schnitte zum Zweck der Dehydrierung
dreimal in 70%-igem Ethanol, dreimal in 99%-igem Ethanol und dreimal in Xylol gespiilt und

anschliefend mit Entellan eingedeckt wurden.

3.2.5 Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die semiquantitative Auswertung der Immunreaktivitdt immunhistologisch gefarbter Priparate
erfolgte anhand eines immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele und Stegner (Remmele & Stegner

1987). Diese Bewertungsskala berilicksichtigt dabei als wesentliche Determinanten sowohl die
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antikorperspezifische Férbeintensitét als auch die Anzahl positiver Zellen in Relation zur untersuchten
Gesamtzellpopulation. Unter diesen Rahmenbedingungen wurde der Tumoranteil der Préparate néher
ausgewertet. Weiterhin wurde bei den Antikdrpern PD-L1 und CD80 die Immunreaktivitdt der in den
Priparaten vorhandenen Leukozytenpopulationen sowohl peri- als auch intratumoral evaluiert, da sich
bei diesen immunologischen Markerproteinen ein lokalisationsabhingiges und heterogenes
Féarbeverhalten auf leukozytirer Ebene zeigte. Um eine genauere Einordnung der Férbeintensitit
sowohl antikdrper- als auch préiparatweise zu gewihrleisten wurde in 0,25er Schritten stufenweise von
0 bis 3 eingeteilt: Der Wert 0 spiegelt keine antikdrperspezifische Farbereaktion, der Wert 1 eine
schwache, der Wert 2 eine mafBige und der Wert 3 eine starke Reaktion wieder. Die Punktzahl
reprasentativ fiir die Anzahl positver Tumorzellen konnte Werte zwischen 0 bis 4 annehmen, wobei 0
mit keinen positiven Zellen, 1 mit einem Anteil von bis zu 10% an positiven Zellen, 2 mit einem
Anteil von 10%-50% an positiven Zellen, 3 mit einem Anteil von 51%-80% an positiven Zellen und 4
mit tiber 80% positiver Zellen assoziiert wurde. Auf diese Weise ergab sich der entsprechende
immunreaktive Score als das Produkt aus Farbeintensitdt (0-3) und dem Ausmal} positiver Zielzellen
(0-4), dessen Werte von 0 bis 12 reichten. Anhand dieser Vorgehensweise wurde die semiquantitative
Auswertung der immunhistochemischen Farbungen am Durchlichtmikroskop durch drei unabhéngige

Begutachter, davon ein Facharzt fiir Pathologie, durchgefiihrt.

3.3  Molekularbiologische Analysen und Methoden der Zellkultivierung
3.3.1 Kaultivierung der FaDu-Zelllinie

Die Zervixkarzinomzelllinie HeLa sowie die HNSCC-Zelllinie FaDu wurden zunidchst fiir die
funktionellen Analysen im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Kultur genommen. Dazu wurden die in
Kryordhrchen umgeben von fliissigem Stickstoft gelagerten Zellen in ein Wasserbad bei 37 °C fiir
etwa 30 min zum Auftauen gelegt. Die entsprechenden Zellen lagen dabei als 3 x 106/1,5 ml
Zellsuspensionen vor und wurden mit jeweils 5 ml auf 37°C vorgewdrmtem DMEM-Medium, 10% (v/
v) FCS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin versetzt um nach konsekutiver Resuspensionierung bei
1300 rpm 3 min lang abzentrifugiert zu werden. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das jeweilige
Zellpellet unter Zusatz von 10 ml DMEM, 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin resuspendiert
und in eine Zellkulturflasche mit 75 cm?2 Zellwachstumsfliche gegeben. Der weitere
Zellkultivierungsprozess erfolgte mit etwa 10 bis 15 ml DMEM-Medium, 10% (v/v) FCS und 1% (v/
v) Penicillin/Streptomycin pro Flasche bei 37°C und einem CO»- Luftgehalt von 5% (v/v).

In Abhéngigkeit vom Ausmal} der Zellwachstumsdichte wurden die Zellen nach entsprechendem
Bedarf einem Splittingprozess unterzogen: Dabei wurde zunidchst das Medium abgesaugt um
anschlieBend die in der Zellkulturflasche befindlichen adhirenten Zellen mit 5 ml PBS spiilen zu
koénnen. Nach der Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA um die Zellen von der Wachstumsflache abzuldsen
erfolgte eine etwa zehnminiitige Inkubation bei 37°C mit 5% (v/v) CO2-Begasung im Brutschrank.
Nach Abstoppen der enzymatischen Reaktion durch Zugabe von 4 ml Medium wurde das 5 ml Zell-
Medium-Trypsingemisch mehrmalig resuspendiert und die entsprechende Zellmenge je nach

gewiinschtem Splittingverhaltnis in die Kulturflasche zuriickpipettiert und anschlieBend mit frischem
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Medium aufzufiillen, sodass ein Gesamtvolumen von etwa 15 ml erreicht wurde. AnschlieSend
erfolgte die Inkubation bei 37°C mit 5% (v/v) CO2-Begasung.

Je nach Anforderungen der Experimente zur Etablierung eines geeigneten Zellernteprozederes wurden
die Zellen auch durch andere Zelldissoziationsverfahren vom Boden der Zellkulturflasche geldst: Abb.
12 stellt schematisch den Versuchsablauf der einzelnen Zelldissoziationsprozesse dar. Die hierdurch
generierten FaDu-Wildtyp-Zellproben wurden auf das Ausmal} der Proteinexpression von CD80, B7-
H3, B7-H4, MHC1 und PD-L1 untersucht, indem diese eine SDS-Gelelektrophorese durchliefen und

anschlieend ein Western Blot erfolgte.

1. Medium absaugen 5 ml Accutase
2. Zellen mit DPBS waschen &
€]
2,5 ml TrypLE
(D]
1. Ansetzen der Papain (40 U/ml), Inkubation bei
aktiven -Cystein (2 mM), —p 37°C
Enzymlésung DPBS (Wasserbad)

2. Medium absaugen
3. Zellen mit 2 mM EDTA-
DPBS-Lésung waschen y

- 4,
2,5 ml aktive

Papain-Lésung

6. ] l
/\ " . o
| © ) 5.
Zellsuspension ‘
@@ zentrifugieren bei

2509 >
Resuspension 2,5 ml Stop-

Losung

Abb. 12: Verwendete Zelldissoziationsmethoden an FaDu-Wildtyp-Zellen im Rahmen der Etablierungsversuche.
Sowohl mechanische (Zellscraper) als auch enzymatische ( Accutase®, TrypLe™ Select, Papain) Zellerntemethoden wurden
an FaDu-Wildtypzellen angewandt. Um die optimale Methode zur Zelldissoziation der FaDu-Zellen zu bestimmen wurden
zunéchst eine ,,enzymfreie” Vergleichsprobe generiert, indem die adhdrenten Zellen mittels Zellscraper mechanisch unter 5
ml PBS-Einwirkung vom Flaschenboden gelost wurden. Danach musste die Zellsuspension mehrmals stark resuspendiert
werden, um Zellaggregate zu 16sen (A). Accutase wurde zu 5 ml auf die Zellen pipettiert und benétigte nach siebenminiitiger
Inkubation im Brutschrank keine Zugabe einer spezifischen Substanz, um die Enzymreaktion zu stoppen (B). TrypLE wurde
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zu 2,5 ml auf adhdrente Zellen gegeben. Zum Beenden der TrypLE-vermittelten Zelldissoziationsprozesse erfolgte die
Zugabe von 7,5 ml Medium nach etwa fiinfminiitiger Inkubationsdauer (C). Papain musste vor Gebrauch aktiviert werden,
indem durch Zugabe von 2 mM L-Cystein und PBS eine Papain-Lsung mit einer Papainkonzentration von 40 U/ml
hergestellt und im Anschluss 10 min bei 37°C im Wasserbad erwdrmt wurde. Nachdem das Zellkulturmedium aus den
Flaschen entfernt wurde und die Zellen in 2 mM EDTA-PBS-Losung zweimal gewaschen wurden, erfolgte die Zugabe von
2,5 ml der aktivierten Papain-Losung. Nach etwa vierminiitiger Inkubationsphase bei 37°C im Brutschrank wurde die
enzymatische Reaktion durch Zugabe von 2,5 ml der frisch angesetzten Stop-Losung (1 mg/ml Trypsin-Inhibitor, 40 pg/mL
DNAse I, PBS) beendet und die Zellsuspension einige Male resuspendiert um abschliefend bei 250 g zentrifugiert zu
werden. Zum Schluss wurden die Zellen zur weiteren Verwendung in Medium resuspendiert.

3.4  Analytische Methoden der Proteinbiochemie

3.4.1 Aufbereitung der Zellproben fiir die Western Blot-Analyse

5x Lammli-Probenpuffer: 25% (v/v) B-Mercaptoethanol
300 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,01% (w/v) Bromphenolblau
10% (w/v) SDS
50% (v/v) Glycerin
1x Lysepuffer: 10 mM NaCl
10 mM Tris, pH 8,0
3 mM MgCl
5% (v/v) NP-40
H2Opbidest
DNAse-Losung (1mg/ml): 1 mg DNAse
1 ml H;Opidest

Die im Western Blot-Verfahren zu untersuchenden Zellpopulationen wurden zundchst mit
verschiedenen Dissoziationsverfahren mechanischer und enzymatischer Art vom Boden der Zellkultur-
flaschen gelost (vgl. 3.3.1). Es erfolgte eine automatisierte Zellzihlung mittels Luna™ Automated Cell
Counter. Dazu wurden 10 pl der Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau vermengt um von dieser Mischung
10 pl in eine Einwegzdhlkammer (Luna™ Cell Counting Slides) zu pipettieren. Das Zellzéhlgerat
ermittelte nach Einlesen der Zihlkammer die Gesamtzellzahl, die Anzahl der toten bzw. lebenden
Zellen sowie die prozentuale Vitalitdt der untersuchten Zellen. AnschlieBend wurden 2 x 10¢ Zellen
(gerechnet mit der ermittelten Gesamtzellzahl als Ausgangsmenge) als Zell-Medium-Suspension in ein
1,5 ml-Reaktionsgefdll gegeben um nachfolgend bei 2200 rpm fiir 3 min zentrifugiert zu werden. Nach
Absaugen bzw. Abpipettieren des Uberstandes wurde das entsprechende Zellpellet bei -20°C bis zur
Probenaufbereitung gelagert.

Grundvorraussetzung fiir die Analyse der zelluliren Proteine der Zellkulturproben stellt die
Auftrennung der entsprechenden Polypeptide aus den lysierten Proteingemischen der Zellen dar. Zur
Probenvorbereitung wurden dazu Zellpellets a 2 x 10¢ Zellen unter Resuspension mit 144 pl
Lysepuffer und 16 pl DNAse Losung versetzt. Im Anschluss wurden die aufbereiteten Proben fiir 30
min bei 37°C und 700 rpm mithilfe eines Labor-Schiittlers inkubiert. Nach Zugabe von 40 ul 5x

Laemmli erfolgte eine erneute Inkubation der Losung fiir 10 min bei 56°C in einem Thermomixer. Auf
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Raumtemperatur abgekiihlte Probenlosungen konnten fiir eine SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

weiterverwendet werden.

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Laufpuffer (Elektrodenpuffer): 0,1% (w/v) SDS
50 mM Tris
384 mM Glycin
H)Obigest

Durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) werden einzelne Proteine oder
Proteinfragmente in einem elektrischen Gleichspannungsfeld, welches innerhalb eines vertikal
orientierten Gels, bestehend aus einem Trenn- und Sammelgel, entsteht, nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Natriumdodecylsulfat (SDS), welches eine negative Ladung aufweist, komplexiert
Aminosaurereste der Polypeptide und maskiert dadurch die Eigenladung der Polypeptidketten, sodass
daraus eine gleichméBig verteilte negative Nettoladung der Polypeptide in Relation zum
Molekulargewicht resultiert. Reduzierende Zusétze, wie B-Mercaptoethanol im Ldmmli-Probenpuffer,
in Verbindung mit der erhdhten Probenkochtemperatur wirken proteindenaturierend. Grundsétzlich gilt
fiir die Wanderungsstrecke von Proteinen im SDS-Gel in einem bestimmten Zeitintervall, dass diese
proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts der Probe ist. Zur Orientierung im Gel wurde
zusétzlich ein Marker (PageRuler ™ prestained protein ladder, ThermoFisher) als Probe im Gel
aufgetragen. Als Abdichtungsstruktur der Polyacrylamid-Gele diente ein aus 2% (w/v) Agarose
gegossenes Bodengel. Die Elektrophorese erfolgte fiir etwa 3 h bei 45 mA und wurde beendet sobald
die Lauffront kurz oberhalb des Bodengels angelangt war. Im Nachfolgenden ist die

Zusammensetzung der verwendeten Gele und Puffer tabellarisch aufgefiihrt.

Tabelle 5: Giefischema fiir die Gele bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Losungen Sammelgel Trenngel
Acrylamidkonzentration 5% 12,5 %
Acrylamid (40%) 900 pl 4,70 ml
Bisacrylamid (2%) 250 pl 1,25 ml
10% (w/v) SDS 72 ul 150 ul
HOvigest 5 ml 2,85 ml
1,875 M Tris/HCI, pH 8,8 - 6 ml

1 M Tris/HCI, pH 6,8 900 pl -
TEMED 10,5 pl 5ul
20% (v/v) AMPS 67 ul 45 ul

39



Material und Methoden

3.4.3 Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blotting)

Transferpuffer: 12,4 mM Tris
96 mM Glycin
HZObidest

Um die mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine immunologisch detektieren zu kdnnen
mussten diese zundchst auf eine aus Polyvinylidendifluorid (PVDF; PorengroBe: 0,45 um)
zusammengesetzte Trigermembran iibertragen werden (,,Blotting”). Dies wurde anhand eines
Nassblot-Verfahrens vollzogen, bei dem der Elektrotransfer in einem Tank (,,Trans-Blot Cell“-
Apparatur, BioRad, Miinchen) in wéssrigem Milieu stattfand. Um die hydrophobe PVDF-Membran
dem wissrigen Milieu zugénglich zu machen, wurde diese fiir etwa 30 s in Methanol eingelegt und
anschlieBend einige Male mit destilliertem Wasser abgespiilt. Zundchst wurden in einer
Plastikhalterung ein in Transferpuffer getrankter Schwamm, ein transferpuffergetrinktes Whatman-
Papier, das SDS-Gel (etwa 110 cm?), die PVDF-Membran, wieder ein transferpuffergetrinktes
Whatman-Papier sowie ein weiterer in Transferpuffer getrinkter Schwamm aufeinander platziert,
sodass die Plastikhalterung mit Ausrichtung des Gels zur Kathode bzw. der Trigermembran zur Anode
im Blottank fixiert werden konnte. Nach dem Auffiillen des Blottanks mit auf 16°C gekiihltem
Transferpuffer, wurde der Elektrotransfer durch Anlegen eines senkrecht zum Polyacrylamidgel

stehenden elektrischen Feldes gestartet. Dieser Prozess fand fiir 3 h bei 16°C und 400 mA statt.

3.44 Immunologische Proteindetektion auf PVDF-Membranen

Im Anschluss an den Elektrotransfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese zunéchst in
etwa 15 ml 5% (w/v) Milch-TBS-Losung fiir mindestens 30 min eingelegt um unspezifische
Antikorperbindungen an die Membran zu vermeiden. Nach Abkippen der Milch-TBS-Losung wurde
der in 15 ml 5% (w/v) Milch-TBS-L6sung verdiinnte Primdrantikdrper auf die Membran gegeben und
iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran zunichst einmal in TBS fiir S5min, dann
zweimal in TBS-Tween 20 0,05% (v/v) fiir jeweils 5 min und zuletzt erneut 5 min in TBS gewaschen.
Nach Zugabe von 15 ml der Sekundirantikorperldsung in 5% (w/v) Milch-TBS und 60 min licht-
geschiitzter Inkubation wurde die Membran erneut in TBS bzw. TBS-Tween 20 fiir jeweils 5 min in
der bereits beschriebenen Reihenfolge gewaschen. Die Membran wurde im Anschluss daran mit
Whatman-Papier kurz abgetrocknet und lichtgeschiitzt zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur
gelagert. Sollte eine mittels obigem Prozedere bereits vorbehandelte Membran zur erneuten
Proteindetektion verwendet werden, so wurde die getrocknete Membran durch 15-30 s Schwenken in
Methanol aktiviert um im Anschluss mit der Primérantikorperlosung iiber Nacht bei 4°C inkubiert zu
werden. Die weiteren Schritte entsprechen dem bereits beschriebenen Vorgehen. Alle verwendeten
Antikorperverdiinnungen sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Als Sekundirantikorper diente der Cy-
Fluorophor-gekoppelte Antikdrper Anti-Maus-IgG-Cy3. Zur Analyse der Fluoreszenzsignale wurde
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der ChemoCam Imager (Intas Science Imaging) genutzt, indem bei 532 nm (Cy3)

Detektionswellenlénge die Membran in einem festen Zeitintervall kurz belichtet wurde.

3.5 Statistische Analysen

Die immunhistochemischen Férberesultate wurden unter Verwendung der GraphPad Prism 7.0
Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) statistischen Analysen unterzogen. Die ermittelten
Daten wurden mithilfe eines D’Agostino-&-Pearson-normality Tests, eines zweiseitigen Mann-
Whitney-U Tests im Falle einer fehlenden Normalverteilung unverbundener Stichproben, sowie eines
t-Tests fiir unverbundene Stichproben bei normalverteilten Zielvariablen generiert. Fiir die Analyse der
Patienteniiberlebensdaten wurde ein Mantel-Cox-Test (log-rank-Test) angewandt. Ein Signifikanz-
niveau von a = 0,05 wurde festgelegt, sodass p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant gewertet

wurden.

3.6  Tumorklassifikation, Staging und Differenzierung

In der Onkologie dient die Stadieneinteilung, das sogenannte '"staging", der Feststellung des
Ausbreitungsgrades und des Ausmales eines bosartigen Tumors, welche als Grundlage fiir die
Therapieentscheidung gilt. Die TNM-Klassifikation stellt ein global etabliertes Klassifikationssystem
dar, anhand dessen die Einteilung maligner Tumore schematisch einheitlich erfolgt. Kategorisiert
werden dabei die Ausdehnung und das Wachstumsverhalten, représentiert durch "T", der
Lymphknotenbefall, gekennzeichnet durch "N", sowie das Fehlen oder Vorhandensein von
Fernmetastasen, beschrieben durch "M". Anhand weiterer erginzender Zusatzangaben und Kategorien
erfolgt eine detailliertere Charakterisierung des Tumors. Die Verwendung des Préfix "c" weist auf eine
klinisch ermittelte Stadieneinteilung hin ("¢TNM"), wihrend es sich bei Angabe des Prifix "p" um
eine histopathologische Diagnose handelt (,,pTNM®).

Aufgrund der Rekrutierungszeit der untersuchten Félle aus den Jahren 2013 bis 2016 in der
vorliegenden Arbeit wurde die sechste Version des TNM-Klassifikationssystems aus dem Jahre 2002,
genutzt. Dieses kann online eingesehen werden (https://www.uicc.org/tnm-classification-malignant-
tumours-6th-edition). Zudem existiert eine histologische Klassifikation des Differenzierungsgrades,
das "Grading", von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region, die eine Beurteilung der
Malignitét des Tumors erlaubt. G1 beschreibt einen gut differenzierten Tumor mit wenig Mitosen, G2
ein méBig differenziertes Malignom und G3 eine schlecht differenzierte sowie mitosenreiche bosartige
Neubildung.
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3.7 Anonymisiertes Patientenkollektiv

Fiir die wissenschaftlichen Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden
FFPE-Tumorgewebeproben von 112 Kopf-Hals-Tumor-Patienten mit unterschiedlichen Serum-
Vitamin-D-Konzentrationen aufgearbeitet und dann den einzelnen im Ergebnisteil néher
beschriebenen immunhistochemischen Analysen unterzogen.

Die tiberwiegende Mehrzahl der Kopf-Hals-Tumorpatienten besitzen einen stirker verminderten 25-
OH-Vitamin-D-Serumspiegel in Relation zur Allgemeinbevdlkerung. Dazu kommt, dass das
Patientenkollektiv hauptséchlich dltere Menschen mit einbezieht, die ohnehin niedrigere Vitamin-D-
Serumspiegel als jiingere Patienten aufweisen. Zudem wird in Deutschland im Gegensatz zu den USA
kein Vitamin-D bestimmten Lebensmitteln, wie beispielsweise Milch, zugesetzt (Bittenbring et al.
2014). Daher wurde die 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel-Grenze fiir das untersuchte Patienten-
kollektiv bei 10 ng/ml gesetzt. Bei 51 HNSCC-Patienten lag somit eine ausreichende Vitamin-D-
Versorgung (VDA), definiert als 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von mindestens 10 ng/ml, vor. 61
Tumorproben stammten von Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM; 25-OH-Vitamin-D-Spiegel <10
ng/ml).

Die Patienten wurden iiber den Umstand aufgekléart und willigten schriftlich ein, dass entnommenes
Gewebe, welches fiir klinisch-histopathologische UntersuchungsmaBBnahmen benétigt wurde, fiir
wissenschaftliche Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt werden durfte. Im Zusammenhang damit
lag ein entsprechendes positives Votum der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes zur
Nutzung des Patientenmaterials und der klinischen Daten, Kennziffer 218/10 (,,Nutzung von humanem
Gewebe der Kopf-Hals-Region, welches im Rahmen chirurgischer Eingriffe entfernt werden muss®),
bereits im Vorfeld der jeweiligen wissenschaftlichen Untersuchungen vor. Im Folgenden ist das

gesamte Kollektiv in anonymisierter Form aufgefiihrt.

3.7.1 Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel

n=61
Geschlecht | Alter bei Diagnose TNM-Stadium Vitamin-D
Erstdiagnose [ng/ml]
m 79 Tonsillen-CA pT1 pN1 cMO G3 4,00
m 51 Tonsillen-, Zungengrund-CA | ¢T2 cN2c ¢cM0 G3 8,09
m 49 Zungengrund-CA c¢T2 cN2¢c cMO0 G3 8,86
m 69 Tonsillen-CA pT2 pN2c cMO G2 7,45
w 53 Tonsillen-CA pT2 pN2b cMO G3 8,29
m 61 Larynx-CA ¢T3 cN3 cM0O G2 4,20
m 60 Larynx-CA cT2 cN2b cMO0 G1 9,30
m 58 Zungengrund-Ca rcT2 pN1 cMO0 G2 8,40
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m 68 Hyopharynx-, Larynx-CA pT4a pN1 cMO G2 5,60
m 57 Larynx-CA cT2 cN2c cM0 G3 5,00
m 53 Hypopharynx-CA pT2 pN2b ¢cMO G3 9,90
W 68 Larynx-CA pTla cNOcMO G3 4,80
m 74 Larynx-CA pT4a pN2c cM0 G3 6,50
m 78 Larynx-CA ¢T3 cN2b cMO0 G2 4,00
m 73 Hypopharynx-CA cT2 cN3 cM0 G2 7,80
m 55 Zungengrund-CA c¢T4 cN2c cM0 G2 5,30
m 59 Hypopharynx-, Larynx-CA | ¢T4 ¢cN2b cM0 G2 7,80
m 69 Larynx-CA cT2 pN2b cMO G3 6,70
m 71 Larynx-CA pT2 pN2b cMO G2 9,00
m 64 Rezidiv Zungen-CA ED c¢T2 cNO cMO G1 8,80
2006 pT2 pN1 cMO G3
m 67 Mundboden-CA pT1 pNO cMO G2 5,80
m 66 Zungen-CA cT4b cN3 cMO0 G2 6,40
m 65 Zungengrund-CA c¢T4 cN2¢c cMO0 G2 4,00
W 78 Tonsillen-CA ¢T2 cN2b cMO G3 8,10
m 65 Larynx-CA c¢T4 pNO cMO0 G2 7,00
m 56 Zungengrund-CA pT2 pN1 cMO0 G2 6,20
m 63 Zungengrund-CA pT1 pN2b pM1G3 8,00
m 53 Hypopharynx-CA c¢T4 cN2b cMO G3 4,00
m 58 Zungengrund-CA ¢T3 pN2b cMO G3 8,00
m 64 Tonsillen-CA cT4a cN2¢c cMO G3 4,90
m 74 Hypopharynx-CA cT4a pNO cMO G3 5,50
m 66 Zungengrund-CA c¢T4b cN3 cM1G3 8,50
m 56 Larynx-CA cT2 cNO cMO G3 4,50
W 56 Tonsillen-CA ¢T3 cN2b cMx G3 5,60
m 50 Larynx-CA c¢T2 pN1 cMO0 G2 5,90
m 59 Zungen-CA cT3 cN1 cM1 G2 5,30
m 87 Hypopharynx-CA ¢T3 cN1 cMO G3 <4,0
W 66 Hypopharynx-CA cT2 cN3 cM0 G2 5,80
W 58 Tonsillen-CA cT4 pN2b cMO G3 5,40
m 59 Mundboden-CA pT2 pN3 cMO0 G2 5,40
m 80 Larynx-CA cT4 cNO cM0 G2 6,60
m 71 Mundboden-CA ¢T3 cN2c ¢cMO0 G3 5,80
m 65 Larynx-CA cTlacNO cMO Gl 9,20
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3.7.2 Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung

n=51
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4. Ergebnisse

4.1  Beschreibung des Patientenkollektivs

Das 112 Kopf-Hals-Tumorpatienten umfassende Kollektiv gliederte sich in 91 ménnliche und 21
weibliche Patienten. Im Durchschnitt waren die Frauen 63 Jahre alt und die Ménner 65 Jahre alt. Bei
allen im Kollektiv eingeschlossenen Patienten konnte ein Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-
Bereich diagnostiziert werden, was durch das pathologische Institut des Universitdtsklinikums des
Saarlandes final bestdtigt und klassifiziert wurde. Die analysierten Gewebeproben entstammten
iiberwiegend aus Primérresektaten, wobei im Falle von fehlendem Primértumorresektaten in wenigen
Féllen auf Tumorbiopsien, die im Rahmen einer diagnostischen Planendoskopie entnommen wurden,
oder Lymphknotenmetastasen zuriickgegriffen wurde. Das Spektrum der Tumorstadien reichte von
einem pTla cNO ¢cMO- Stadium bis zu einem cT4b cN3 cM1-Stadium. Unter allen Tumorpatienten
litten 17 Patienten an einem HPV-positiven Tumor wihrend 95 Patienten HPV-negative Tumoren
aufwiesen. Es waren keine Tumorpatienten mit unbekanntem HPV-Status im Kollektiv
eingeschlossen. Bei der Ermittlung des HPV-Status gibt es bisher weder eine einheitliche
Bestimmungsmethode, noch einen zugelassenen und reliablen Abstrichtest. Zur Ermittlung des HPV-
Status der im vorliegenden Kollektiv untersuchten Patienten wurden gleichzeitig der HPV-high-risk-
assoziierte Biomarker p16INK4a und der Proliferationsmarker Ki67 unter Zuhilfenahme des CINtec
PLUS-Kits (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) immunhistochemisch nachgewiesen
sowie eine PCR zum Nachweis von HPV-DNA angewandt (Linxweiler et al. 2015). Bei positivem
Ergebnis der PCR und der dualen p16-Ki67 Immunhistochemie wurde ein Tumor als HPV-positiv
gewertet. Zur Bestimmung des Vitamin-D-Serumspiegels wurde den eingeschlossenen Patienten iiber
das ganze Jahr verteilt Blut abgenommen: Sowohl beim VDA- als auch beim VDM-Kollektiv wurde
jeweils zu gleichen Anteilen in den Sommer- (April bis September, 52%) und Wintermonaten
(Oktober bis Mérz, 48%) Blut abgenommen. Ziel war es, durch diese jahreszeitlich verteilten
Blutentnahmen die Auswirkungen einer variablen Sonnenlichtexposition auf die Studienergebnisse
moglichst zu vermeiden. In dieser Hinsicht konnte jedoch kein perfekter Abgleich der beiden
Teilkollektive erreicht werden, da sich die Patientenrekrutierungszeitpunkte eingeschrankt
beeinflussen lieBen. Im Vorfeld der Experimente wurde ebenfalls der Erndhrungszustand der
Tumorpatienten des zu untersuchenden Patientenkollektivs analysiert: Der Vergleich beider
Patientengruppen (VDA und VDM) beziiglich des Serumalbumin-Gehalts und des Body-Mass-Index
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Kollektiven; das Ausmall des Alkohol-
konsums konnte anhand der vorliegenden Daten nicht addquat beurteilt werden, da manche
Patientenangaben entweder unvollstindig oder mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht wahrheitsgemaf
gemacht wurden. Weiterhin sind bestimmte Aspekte im Zusammenhang mit den Lebens- und
Erndhrungsgewohnheiten, die Einfluss auf den Vitamin-D-Serumspiegel nehmen kdnnten, nicht in der
vorliegenden Arbeit erfasst worden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Proben von Hypopharynx-, Larynx-, Tonsillen-, Mundboden-,

Zungengrund-, Zungen-, Wangen-, Weichgaumenkarzinomen den immunhistochemischen Analysen
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unterzogen (Abb. 13). Dabei war das Larynxkarzinom mit 30 Féllen der hiufigste Tumorsubtyp im
Kollektiv, gefolgt von dem Tonsillenkarzinom mit 27 Féllen und dem Zungengrundkarzinom mit 21

Féllen. Die HPV-positiven Tumore waren zu zwei Dritteln im Bereich der Tonsille lokalisiert.
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Abb. 13: Statistische Auswertung der Verteilung der Tumorlokalisation in dem untersuchten Patientenkollektiv.
Darstellung in Form eines Sdulendiagramms. In absteigender Haufigkeitsreihenfolge: Larynx- (n = 30), Tonsillen- (n = 27),
Zungengrund- (n = 21), Hypopharnx- (n =17), Zungen- (n = 10), Mundboden- (n = 6), Weichgaumen- (n = 3) und Wangen-
karzinom (n = 1).

4.1.1 Assoziation zwischen Vitamin-D- und HPV-Status

Eine deutlicher Unterschied zwischen den 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegeln ergab sich beim
Vergleich der 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von HPV-positiven Tumorpatienten im untersuchten
Kollektiv mit denen von HPV-negativen Tumorpatienten: Ein hdherer 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegel ist mit einem positiven HPV-Status assoziiert. Diese Korrelation war statistisch
signifikant (p = 0,0189). Der Median lag bei der HPV-positiven Gruppe bei 17,5 ng/ml und bei den
HPV-negativen Tumorpatienten bei 8,29 ng/ml wihrend der Mittelwert bei ersteren 16,87 ng/ml
(Standardfehler 1,583) und bei letzteren 13,16 ng/ml (Standardfehler 1,073) betrug.

p=0,0189
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Abb. 14: Statistische Auswertung des 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegels im Patientenkollektiv in Abhéingigkeit vom
HPV-Tumorstatus. Grafisch dargestellt in Boxplots. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als
durchgezogene Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker représentieren den Abstand vom Minimum zum
Maximum. Es wurden die 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von HPV-positiven (HPV +) mit HPV-negativen (HPV -)
Tumorpatienten miteinander verglichen.
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4.2  Charakterisierung der Priparate

4.2.1 Priparatgrofle, Leukozytenzahl, Leukozyteninfiltration

Das untersuchte Patientenkollektiv enthdlt 51 Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung
(VDA) und 61 Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM). Um eine potenzielle Verfilschung
immunhistochemischer Férberesultate zu vermeiden erfolgte im Vorfeld die Evaluation wichtiger
Priparatcharakteristika im Rahmen der Dissertationsarbeit von Herrn Benedikt Balensiefer
(Universitit des Saarlandes, Homburg), wo das in der vorliegenden Arbeit verwendete
Patientenkollektiv (n = 103) erstmals immunhistochemischen Analysen unterzogen wurde. Dabei
wurden Eigenschaften wie die Priparategrofie, das Ausmal} der Leukozyteninfiltration und der Tumor-
bzw. Stromaanteil verglichen. Die quantitative Analyse der Zellpopulationen und deren Verteilung im
Priparat erfolgte im Wesentlichen iiber eine Punkteskala von 1-4 und die Priparategrofe wurde
anhand einer GroBeneinteilung von 1-3 ermittelt. Im Gegensatz zum Kollektiv aus der Arbeit von
Herrn Balensiefer ist Gegenstand der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit ein um 9 Patienten
erweitertes Patientenkollektiv, was dieselben Priparateeigenschaften und Gewebeverhéltnisse
aufweist. Daher werden an dieser Stelle die Auswertungsergebnisse von Benedikt Balensiefer

(Universitét des Saarlandes, Homburg) zusammengefasst.

Bei der Auswertung der PrédparategroBe konnte kein relevanter Unterschied zwischen VDA- und
VDM-Patienten festgestellt werden. Dabei entsprach die Flichenausdehnung der Préparate ungefahr
10%-40% der Objektttriagerfliche (Benedikt Balensiefer, Universitdt des Saarlandes, Homburg).
Hinsichtlich des Tumor- und Stromaanteils der Praparate konnte gezeigt werden, dass zwischen beiden
Teilkollektiven, bezogen auf die entsprechende Priparategrofie, die jeweiligen Gewebeanteile sich
nicht signifikant voneinander unterschieden (Benedikt Balensiefer, Universitdt des Saarlandes,
Homburg). Der Vergleich der Leukozyteninfiltration im VDA- und VDM-Kollektiv lieferte einen
hochsignifkanten Unterschied im Sinne einer vermehrten Leukozytenzahl bei den VDA-Patienten
(Benedikt Balensiefer, Universitdt des Saarlandes, Homburg). Die Analyse der Leukozytenverteilung
auf Tumor- und Stromagewebe diente dazu einzuordnen inwiefern Vitamin-D das lokalisations-
spezifische Infiltrationsverhalten von Leukozyten zu beeinflussen vermag und ergab folgende
Ergebnisse: Es waren signifikant mehr Leukozyten im Tumor bei VDA-Patienten vorhanden, wobei
im Stroma eine hohere Anzahl von Leukozyten bei VDM-Patienten festgestellt wurde (Benedikt
Balensiefer, Universitit des Saarlandes, Homburg). Hierdurch wird ersichtlich, dass keine Korrelation
des Vitamin-D-Serumspiegels mit einer vermehrten Leukozyteninfiltration im peritumoralen Stroma
besteht, wohingegen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung insgesamt mehr Leukozyten
haben.
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4.2.2 Auswertung der T- und N-Stadien

Zur Einordnung der Prognose und der Evaluation der am besten geeigneten Therapie von Kopf-Hals-
Tumoren ist das Staging entscheidend. Wichtig dabei sind insbesondere das Ausgangsstadium des
Tumors zum Operationszeitpunkt und die kontrollierte Verlaufsbeurteilung des TNM-Stadiums um
den Therapieerfolg und die Tumorausbreitung genau einschitzen zu kénnen. Hierzu wurden die T-
(Tumorausdehung/GroBe) und N- (Lymphknotenbefall) Stadien der jeweiligen Malignome
ausgewertet und in Bezug auf den Vitamin-D-Serumspiegel miteinander verglichen (Abb. 15): Es
zeigte sich, dass Vitamin-D keinen signifikanten Einfluss auf die Verteilung der T- (p = 0,2917) und N-
(p = 0,2044) Stadien hatte, allerdings konnte ein schwacher Trend hin zu hoheren T- bzw. N-Stadien
unter Vitamin-D-Mangel-Patienten beobachtet werden. Bei den T-Stadien lag der Median fiir beide
Patientengruppen bei 2. Die Mittelwerte bei den T-Stadien lagen im VDM- bzw. VDA-Kollektiv bei
2,389 bzw. 2,594 und der Standardfehler betrug bei den VDM-Patienten 0,1254 bzw. 0,1279 bei den
VDA-Patienten. Bei den N-Stadien betrug der Median bei den VDM-Patienten 2 und im VDA-
Kollektiv 1. Die entsprechenden Mittelwerte lagen im VDM-Kollektiv bei 1,375 und im VDA-
Kollektiv bei 1,148. In der VDM-Gruppe betrug der Standardfehler 0,127 und bei den VDA-Patienten
0,1279.
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Abb. 15: Statistische Auswertung des T-Stadiums (A) und des N-Stadiums (B) der eingeschlossenen Patienten. In
Abhédngigkeit vom Vitamin-D-Status wurden die T- und N-Stadien ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der
Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene Line innerhalb der Box, reprasentiert. Die Whisker
reprasentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden jeweils Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel
(VDM) mit Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung (VDA) miteinander verglichen.

4.3 Ergebnisse der immhistochemischen Analysen

Préparate von 112 verschiedenen Tumorpatienten wurden anhand im Vorfeld etablierter
Standardprotokolle immunhistochemisch mit verschiedenen Antikdrpern gefarbt, um zu ermitteln, ob
die Hohe des Vitamin-D-Serumspiegels oder der HPV-Status einen Einfluss auf die Expression von
fiinf unterschiedlichen Immunrezeptoren im Tumorgewebe haben: Untersucht wurden CD80, B7-H3
und MHC1 als immunstimulierende Molekiile der Anti-Tumor-Immunantwort sowie PD-L1 und B7-
H4 als immuninhibierende Marker. AuBerdem wurde die PD-L1 und CD80-Expression zusitzlich auf

intra- und peritumoralen Leukozyteninfiltraten analysiert.
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4.3.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung von CD80 an HNSCCs

“~
—

Abb. 16: CD80-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Das tumorspezifische Farbeverhalten ist reprasentativ fiir

einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA)
dargestellt.

Abb. 17: CD80-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Reprisentativ dargestellt ist der Vergleich der
intratumoralen und peritumoralen Leukozyteninfiltration im Tumorgewebe, jeweils fiir einen Patienten mit Vitamin-D-
Mangel (VDM) in der rechten Abbildungshilfte und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der
linken Bildhalfte.
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Das typische Farbeverhalten CD80-positiver Tumorzellen ist exemplarisch jeweils fiir einen Patienten
mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) und mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in Abbildung 16
dargestellt. Weiterhin ist die immunhistochemische Farbung CD80-positiver Leukozyten sowohl peri-
als auch intratumoraler Lokalisation in Abbildung 17 gezeigt. Die antikorperspezifische Féarbung der
Zellen ist gekennzeichnet durch ein intensiv rotes und nukledr betontes Firbebild, wobei auch
zytoplasmatische Anteile, insbesondere bei den Tumorzellen, stark erfasst werden. Bei Betrachtung
der Tumormorphologie zeigt sich ein invasives Wachstumsmuster mit strangformig angeordneten
Zellverbanden sowie lokalisierten Tumorzellinseln. Die Leukozyten sind nukledr betont dunkel rot
angefdrbt. Die statistische Auswertung der tumoralen und leukozytiren CD80-Expression ist in
Abbildung 18 gezeigt. Bei VDA-Patienten besteht eine starke Tendenz zu einer vermehrten CD80-
Tumorexpression im Vergleich zu VDM-Patienten (p = 0,0707). Der Mittelwert lag im VDM-
Kollektiv bei 8,5 (Standardfehler 0,381) und im VDA-Kollektiv bei 9,434 (Standardfehler 0,398).
Ebenso exprimieren die peritumoralen Leukozyten bei VDA-Patienten signifikant mehr CD80 (p =
0,0324), wihrend dieser Trend bei den intratumoralen Leukozyten nicht so deutlich zu beobachten war
(p = 0,3533). Der Median lag bei der intratumoral-leukozytiaren CD80-Expression im VDM-Kollektiv
bei 7,5 und im VDA-Kollektiv bei 9 wihrend bei der peritumoral-leukozytiren CD80-Expression der
Median bei den VDM- bzw. VDA-Patienten bei 7 bzw. 8,75 betrug.
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Abb. 18: Statistische Auswertung der CD80-Expression auf auf peri (A)- und intratumoralen (B) Leukozyten sowie
Tumorzellen (C) in Abhéingigkeit vom Vitamin-D-Serumspiegel. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das
Ausmaf der antikorperspezifischen Farbung ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird
durch die Box, der Median als durchgezogene Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker représentieren den Abstand
vom Minimum zum Maximum. Es wurden jeweils Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM) mit Patienten mit einer
ausreichenden Vitamin-D-Versorgung (VDA) miteinander verglichen.
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Zusétzlich wurde eine Analyse der tumoralen und leukozytiren CD80-Expression in Abhingigkeit
vom HPV-Status der Patienten des untersuchten Kollektivs durchgefiihrt: Der Vergleich zeigte, wie in
Abbildung 19 ersichtlich, keine Korrelation zwischen dem HPV-Status und den IRS-Werten. Der p-
Wert fiir die tumorale CD80-Expression lag bei 0,8109. Die entsprechenden p-Werte fiir die peri- und
intratumoral-leukozytire CD80-Expression betrugen 0,8431 und 0,8038.
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Abb. 19: Statistische Auswertung der CD80-Expression auf auf peri (A)- und intratumoralen (B) Leukozyten sowie
Tumorzellen (C) in Abhiingigkeit vom HPV-Status. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das Ausmal} der
antikorperspezifischen Fiarbung ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die
Box, der Median als durchgezogene Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker représentieren den Abstand vom
Minimum zum Maximum. Es wurden jeweils Patienten mit einem positiven HPV-Status (HPV+) mit Patienten mit einem
negativen HPV-Status (HPV-) miteinander verglichen.
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4.3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung von B7-H3 (CD276) an HNSCCs

VDA CD276 Tumor f A00pm ypm €276 Tumor.

57100 o

Abb. 20: B7-H3 (CD276)-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Das tumorspezifische Férbeverhalten ist
reprasentativ fiir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA)
dargestellt.

Das typische Farbeverhalten B7-H3-positiver Tumorzellen ist exemplarisch jeweils fiir einen Patienten
mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) und mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in Abbildung 20
dargestellt. Die antikorperspezifische Férbung der Zellen stellt sich durch ein {iberwiegend
zytoplasmatisch betontes Firbebild dar. Die statistische Auswertung der tumoralen B7-H3-Expression
ist in Abbildung 21 gezeigt: Es konnte eine signifikant erhdhte B7-H3-Expression auf Tumorgewebe
bei Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung im Vergleich zu Tumorpatienten mit Vitamin-
D-Mangel nachgewiesen werden (p = 0,0052). Der Mittelwert lag bei den VDM-Patienten bei 5,694
(Standardfehler 0,415) und bei den VDA-Patienten bei 7,491 (Standardfehler 0,486).
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Abb. 21: Statistische Auswertung der B7-H3-Expression auf Tumorzellen in Abhingigkeit vom Vitamin-D-
Serumspiegel. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das Ausmal} der antikérperspezifischen Férbung
ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene
Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker reprisentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden
jeweils Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM) mit Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung (VDA)
miteinander verglichen.
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Zusitzlich wurde eine Analyse der tumoralen B7-H3-Expression in Abhédngigkeit vom HPV-Status der
Patienten des untersuchten Kollektivs durchgefiihrt: Der Vergleich zeigte, wie in Abbildung 22
ersichtlich, eine deutliche Korrelation zwischen dem HPV-Status und den IRS-Werten. Patienten mit
einem positiven HPV-Status exprimierten signifikant weniger B7-H3 auf dem Tumor als HPV-
negative Tumorpatienten (p = 0,0262). Der Mittelwert lag bei den HPV-positiven bzw. HPV-negativen
Tumorpatienten bei 4,794 (Standardfehler 0,5492) bzw. 6,847 (Standardfehler 0,3665), der Median bei
4 (HPV+) bzw. 6 (HPV-).
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Abb. 22: Statistische Auswertung der B7-H3-Tumorexpression im Zusammenhang mit dem HPV-Status der
Tumorpatienten. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das AusmalB der antikorperspezifischen Féarbung
ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene
Line innerhalb der Box, repréisentiert. Die Whisker reprisentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden
jeweils Patienten mit einem positiven HPV-Status (HPV+) mit Patienten mit einem negativen HPV-Status (HPV-)
miteinander verglichen.
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4.3.3 [Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung von B7-H4 an HNSCCs

$od
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Abb. 23: B7-H4-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Das tumorspezifische Farbeverhalten ist reprisentativ fiir
einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) dargestellt.

Das typische Farbeverhalten B7-H4-positiver Tumorzellen ist exemplarisch jeweils fiir einen Patienten
mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) und mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in Abbildung 23
dargestellt. Die antikorperspezifische Farbung der Zellen stellt sich durch ein {iberwiegend
zytoplasmatisch betontes Farbebild dar, wobei auch vereinzelt nukledre Anteile der Tumorzellen
angefarbt werden. Die statistische Auswertung der tumoralen B7-H4-Expression ist in Abbildung 24
gezeigt. Die Ergebnisse der B7-H4-Immunhistochemie verdeutlichen die Tendenz zu einer
erniedrigten B7-H4-Expression auf Tumorgewebe bei gutem Vitamin-D-Status im Vergleich zu
Tumorpatienten mit Vitamin-D-Mangel, die im Schnitt hhere IRS-Werte zeigten (p = 0,0705). Der
Mittelwert lag im VDM-Kollektiv bei 7,089 (Standardfehler 0,435) und im VDA-Kollektiv bei 5,942
(Standardfehler 0,448). Der Median betrug im VDM-Kollektiv 7,5 und im VDA-Kollektiv 4,25.
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Abb. 24: Statistische Auswertung der B7-H4-Expression auf Tumorzellen in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-
Serumspiegel. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das Ausmal} der antikorperspezifischen Férbung
ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene
Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker reprasentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden
jeweils Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM) mit Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung (VDA)
miteinander verglichen.

Zusitzlich wurde eine Analyse der tumoralen B7-H4-Expression in Abhédngigkeit vom HPV-Status der
Patienten des untersuchten Kollektivs durchgefiihrt: Der Vergleich zeigte, wie in Abbildung 25
ersichtlich, eine Tendenz zu einer gesteigerten tumoralen B7-H4-Expression bei negativem HPV-
Status (p = 0,1332). Der Mittelwert lag bei den HPV-positiven bzw. HPV-negativen Tumorpatienten
bei 5,563 (Standardfehler 0,8538) bzw. 6,73 (Standardfehler 0,3389), der Median bei 4 (HPV+) bzw.
7,5 (HPV-).
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Abb. 25: Statistische Auswertung der B7-H4-Tumorexpression im Zusammenhang mit dem HPV-Status der
Tumorpatienten. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das AusmalB der antikorperspezifischen Féarbung
ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene
Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker reprisentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden
jeweils Patienten mit einem positiven HPV-Status (HPV+) mit Patienten mit einem negativen HPV-Status (HPV-)
miteinander verglichen.
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4.3.4 Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung von PD-L.1 an HNSCCs
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Abb. 26: PD-L1-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Das tumorspezifische Farbeverhalten ist representativ fiir
Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) dargestellt. In der oberen
Abbildungshélfte ist links ein Beispiel fiir ein intensives tumorbetontes Férbebild und rechts ein schwécheres
tumorspezifisches Férbebild bei VDA-Patienten gezeigt. Die untere Bildhélfte bildet entsprechende Beispiele fiir VDM-
Patienten ab.

Das typische Farbeverhalten PD-L1-positiver Tumorzellen ist exemplarisch jeweils fiir zwei Patienten
mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) und mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in Abbildung 26
dargestellt. Weiterhin ist die immunhistochemische Farbung PD-L1-positiver Leukozyten sowohl peri-
als auch intratumoraler Lokalisation beispielhaft fir VDM- und VDA-Patienten in Abbildung 28
gezeigt. Die antikorperspezifische Farbung der Zellen ist gekennzeichnet durch ein intensiv rotes und
nukledr betontes Farbebild. Die Leukozyten sind nukleédr betont dunkel rot angefarbt. Die statistische
Auswertung der tumoralen sowie leukozytiren PD-L1-Expression ist in Abbildung 27 gezeigt. Die
Ergebnisse konnten keinen kausalen Zusammenhang zwischen dem Vitamin-D-Status und der PD-L1-
Tumorexpression aufzeigen (p = 0,4730). Sowohl bei VDM-Patienten als auch bei VDA-Patienten
waren hohe und niedrige IRS-Werte gleichmillig vertreten, wie auch den reprisentativen

Préparatfarbungen fiir diese Félle aus Abbildung 26 zu entnehmen ist. Der Mittelwert lag im VDM-
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Kollektiv bei 7,775 (Standardfehler 0,439) und im VDA-Kollektiv bei 8,24 (Standardfehler 0,457).
Der Median betrug in beiden Teilkollektiven 8. Zudem konnte kein direkter Einfluss des Vitamin-D-
Serumspiegels auf das peritumoral-leukozytire (p = 0,4032) und intratumoral-leukozytire (p =
0,8210) Expressionsverhalten von PD-L1 beobachtet werden. Fiir die peritumoral-leukozytére PD-L1-
Expression lag der Mittelwert im VDM-Kollektiv bei 5,393 (Standardfehler 0,353) und im VDA-
Kollektiv bei 5,01 (Standardfehler 0,469). Fiir die intratumoral-leukozytire PD-L1-Expression lag der
Mittelwert im VDM-Kollektiv bei 5,41 (Standardfehler 0,380) und im VDA-Kollektiv bei 5,549
(Standardfehler 0,493). Der Median betrug in beiden Teilkollektiven fiir sowohl die peritumoral- als

auch die intratumoral-leukozytire PD-L1-Expression 4.
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Abb. 27: Statistische Auswertung der PD-L1-Expression auf auf peri (A)- und intratumoralen (B) Leukozyten sowie
Tumorzellen (C) in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-Serumspiegel. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das
Ausmal} der antikorperspezifischen Farbung ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird
durch die Box, der Median als durchgezogene Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker représentieren den Abstand
vom Minimum zum Maximum. Es wurden jeweils Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM) mit Patienten mit einer
ausreichenden Vitamin-D-Versorgung (VDA) miteinander verglichen.
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Abb. 28: PD-L1-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Reprisentativ dargestellt ist der Vergleich der intra-
tumoralen und peritumoralen Leukozyteninfiltration im Tumorgewebe, jeweils zwischen Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) in der rechten Abbildungshélfte und solchen mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der linken
Bildhélfte. In der oberen Bildhélfte sind Farbebeispiele fiir die peritumorale Leukozyten, in der unteren Bildhilfte fiir die
intratumoralen Leukozyten gezeigt.

Zudem wurde eine Analyse der IRS-Werte fiir die PD-L1-Tumorexpression und die peri- und
intratumoral-leukozytdre PD-L1-Expression in Abhdngigkeit vom HPV-Status der Patienten des
untersuchten Kollektivs durchgefiihrt: Der Vergleich zeigte, wie in Abbildung 29 ersichtlich, eine klare
Tendenz zu héheren PD-L1-Tumor-IRS-Werten bei HPV-positiven Tumorpatienten (p = 0,0784). Der
Median lag bei den HPV-positiven bzw. HPV-negativen Tumorpatienten bei 10,5 bzw. 8. Bei
Betrachtung des statistischen Vergleichs der peri- bzw. intratumoral-leukozytidren PD-L1-Expression
zeigt sich keine Abhingigkeit der IRS-Werte vom HPV-Status (p = 0,8634 bzw. p = 0,4491).
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Abb. 29: Statistische PD-L1-Expression auf auf peri (A)- und intratumoralen (B) Leukozyten sowie Tumorzellen (C)
in Abhingigkeit vom HPV-Status. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das Ausmal} der
antikorperspezifischen Fiarbung ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die
Box, der Median als durchgezogene Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker représentieren den Abstand vom
Minimum zum Maximum. Es wurden jeweils Patienten mit einem positiven HPV-Status (HPV+) mit Patienten mit einem
negativen HPV-Status (HPV-) miteinander verglichen.
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4.3.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Firbung von MHC1 an HNSCCs

. 4
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Abb. 30: MHC1-Immunhistochemie an HNSCC-Tumorproben. Das tumorspezifische Farbeverhalten ist représentativ fiir
einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) dargestellt.

Das typische Féarbeverhalten MHC1-positiver Tumorzellen ist exemplarisch jeweils fiir einen Patienten
mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) und mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in Abbildung 30
dargestellt. Die antikdrperspezifische Férbung der Zellen stellt sich durch ein iiberwiegend
zytoplasmatisch betontes Férbebild dar. Die statistische Auswertung der tumoralen MHC1-Expression
ist in Abbildung 31 gezeigt. Die Ergebnisse der MHC1-Immunhistochemie zeigen eine signifikant
héhere MHC1-Expression auf Tumorgewebe bei VDA-Patienten im Vergleich zu Tumorpatienten mit
einem Vitamin-D-Mangel (p = 0,0190). Der Mittelwert lag im VDM-Kollektiv bei 3,439
(Standardfehler 0,323) und im VDA-Kollektiv bei 4,534 (Standardfehler 0,322). Der Median betrug in
beiden Teilkollektiven 8.
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Abb. 31: Statistische Auswertung der MHCI1-Expression auf Tumorzellen in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-
Serumspiegel. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das Ausmal} der antikérperspezifischen Férbung
ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene
Line innerhalb der Box, reprisentiert. Die Whisker reprisentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden
jeweils Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM) mit Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung (VDA)
miteinander verglichen.
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Zusitzlich wurde eine Analyse der tumoralen MHC1-Expression in Abhéngigkeit vom HPV-Status der
Patienten des untersuchten Kollektivs durchgefiihrt: Der Vergleich zeigte, wie in Abbildung 32
ersichtlich, eine deutliche Korrelation zwischen dem HPV-Status und den IRS-Werten. Patienten mit
einem positiven HPV-Status exprimierten tumoral signifikant mehr MHC1 als HPV-negative
Tumorpatienten (p = 0,0053). Der Mittelwert lag bei den HPV-positiven bzw. HPV-negativen
Tumorpatienten bei 5,485 (Standardfehler 0,559) bzw. 3,661 (Standardfehler 0,247), der Median bei
5,25 (HPV+) bzw. 3,5 (HPV-).

MHC1 (Tumor)

p =0,0053
12+
8+ |
2
44
£
0

HPV+ HPV-

Abb. 32: Statistische Auswertung der MHCI1-Tumorexpression im Zusammenhang mit dem HPV-Status der
Tumorpatienten. Anhand eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde das AusmalB der antikorperspezifischen Féarbung
ausgewertet und in Boxplots grafisch dargestellt. Der Interquartilsabstand wird durch die Box, der Median als durchgezogene
Line innerhalb der Box, repréisentiert. Die Whisker reprisentieren den Abstand vom Minimum zum Maximum. Es wurden
jeweils Patienten mit einem positiven HPV-Status (HPV+) mit Patienten mit einem negativen HPV-Status (HPV-)
miteinander verglichen.

4.4  Zusammenfassung der immunhistochemischen Ergebnisse

Die immunhistochemischen Analysen der untersuchten stimulierenden Immunrezeptoren (CD80, B7-
H3 und MHCI1) deuten auf eine klare Tendenz zur gesteigerten tumoralen Expression bei
ausreichender Vitamin-D-Versorgung hin. Insbesondere bei MHC1 und bei B7-H3 war dieser Effekt
signifikant zu beobachten. Bei der Evaluation der tumoralen Expression der immuninhibitorischen
Marker konnte nur bei B7-H4 eine moglicher Zusammenhang eruiert werden: Patienten mit einem
Vitamin-D-Mangel tendierten zu einer stirkeren Expression von B7-H4 auf Tumorzellen. Im Bezug
auf die tumorale Expression von PD-L1 konnte kein bedeutsamer Unterschied zwischen den beiden
Kollektiven festgestellt werden. Weiterhin wurde im Falle von CD80 und PD-L1 das leukozytére
Expressionsverhalten unter Vitamin-D-Einfluss untersucht: Hier konnte sowohl peri- als auch intra-
tumoral bei PD-L1 kein signifikanter Unterschied beobachtet werden. Im Falle von CD80 zeigte sich
lediglich bei Betrachtung der peritumoralen Leukozyten ein signifikantes Ergebnis, welches durch die
vermehrte CD80-Expression bei Patienten des VDA-Kollektivs gekennzeichnet war. Somit lies sich
die Tendenz zur stirkeren CD80 Expression bei ausreichender Vitamin-D-Versorgung sowohl auf

Tumor- als auch auf Immunzellebene beobachten.
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4.5  Uberlebensanalyse
4.5.1 Uberlebensanalyse abhiingig vom HPV- und Vitamin-D-Status

Bei Betrachtung der nach dem Kaplan-Meier-Verfahren erstellten Uberlebenskurven des
Patientenkollektivs in Abbildung 33A wird ersichtlich, dass Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
Versorgung ein signifikant verbessertes Gesamtiiberleben aufweisen (p = 0,0288). Im Schnitt lebten
diese Patienten mit einem medianen Uberleben von 31 Monaten 10 Monate linger als solche mit
einem Vitamin-D-Mangel, bei denen das mediane Uberleben bei 21 Monaten lag. Ein signifikanten
Uberlebensvorteil konnte ebenso bei Patienten mit HPV-positivem (HPV+) Tumorstatus im Vergleich
zu solchen mit HPV-negativem (HPV-) Tumorstatus nachgewiesen werden (p = 0,0253, Abb. 33B).
Bei HPV-negativen Tumorpatienten resultierte eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung ebenfalls in
einem signifikant verbesserten Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten mit Vitamin-D-Mangel (p
= 0,0325, Abb. 33C), bei HPV-positiven Patienten war dieser Trend jedoch nicht zu beobachten (p =
0,4060, Abb. 33D).
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Abb. 33: Einfluss des Vitamin-D- und HPV-Status auf das Gesamtiiberleben bei HNSCC-Patienten. Dargestellt sind
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das Patientenkollektiv in Abhéingigkeit vom Vitamin-D- (A), und vom HPV-Status (B).
Des weiteren wurde unter HPV-negativen (C) und HPV-positivien (D) Tumorpatienten das Gesamtiiberleben in Abhdng-
igkeit vom Vitamin-D-Status verglichen. Zensierte Daten wurden durch schwarze Punkte symbolisiert. VDA (ausreichende
Vitamin-D-Versorgung); VDM (Vitamin-D-Mangel); HPV + (HPV-positiv); HPV - (HPV-negativ).
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4.5.2 Uberlebensanalysen des Patientenkollektivs abhiingig vom Vitamin-D-Status sowie

immunhistochemischer Parameter

Zur Bestimmung der Patientengruppen mit hoher bzw. niedriger Immunrezeptorexpression wurde
jeweils fiir jeden analysierten Marker (CD80, MHC1, B7-H4, B7-H3 und PD-L1) der auf-/bzw.
abgerundete Mittelwert aller ermittelten Immunreaktiven Scores (IRS) bestimmt und anschlieBend
eingeteilt in Patienten mit IRS-Werten unterhalb des Mittelwertes (,,Jow*-Kollektiv) und solchen mit
IRS-Werten, die mindestens dem Mittelwert entsrprachen (,,high*“-Kollektiv), eingeteilt. Fiir die
CD80-Tumorexpression betrug der IRS-Mittelwert 9,0, fiir die CD80-Expression auf peritumoralen
und intratumoralen Leukozyten jeweils 8,0. Der PD-L1-IRS-Mittelwert fiir die Tumorexpression war
8,0, fiir die intratumoralen Leukozyten 5,5 sowie fiir die peritumoralen Leukozyten 5,0. Die IRS-
Mittelwerte fiir die Tumorexpression von B7-H3 und B7-H4 betrugen jeweils 7,0 und fiir die MHC1-

Tumorexpression 4,0.

Die Uberlebenskurve in Abbildung 34A zeigt ein signifikant verbessertes Gesamtiiberleben (p =
0,0325) bei Patienten mit hoher MHCI-Tumorexpression (MHC1 high Tumor) im Vergleich zu
solchen mit niedriger MHC1-Tumorexpression (MHC1 low Tumor). Unter Patienten mit einer starken
tumoralen B7-H3-Expression ist ein Vitamin-D-Mangel (VDM) mit einem signifikant schlechteren
Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA)
assoziiert (p = 0,0037, Abb. 34B). Eine Tendenz zu einem geringfiigigen Uberlebensvorteil bei
HNSCC-Patienten mit hoher tumoraler PD-L1-Expression (PD-L1 high Tumor) im Vergleich zu
solchen mit niedriger tumoraler PD-L1-Expression (PD-L1 low Tumor) wird aus Abb. 34C ersichtlich
(p = 0,1834). Weiterhin scheint eine tumorale Infiltration mit stark CD80-positiven Leukozyten (CD80
high peritumorale Leukozyten) ebenfalls prognostisch vorteilhaft fiir HNSCC-Patienten zu sein (p =
0,2112, Abb. 34D). Bei den untersuchten HNSCC-Patienten beeinflusste das Ausmall der CD80-
Expression auf intratumoralen Leukozyten und Tumorzellen das Gesamtiiberleben nicht signifikant
(Daten nicht gezeigt). Zudem zeigte sich kein Uberlebensvorteil in Abhiingigkeit von der tumoralen
B7-H3- und B7-H4-Expression (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 34: Einfluss des Vitamin-D-Status und der Immunrezeptorexpression auf das Gesamtiiberleben bei HNSCC-
Patienten. Dargestellt sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das Patientenkollektiv in Abhiingigkeit von der tumoralen
MHC1-(A) und PD-L1-Expression (C), sowie von der peritumoral-leukozytiren CD80-Expression-Status (D). Zudem wurde
das Gesamtiiberleben von Tumorpatienten mit hoher tumoraler B7-H3-Expression in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-Status
verglichen (B). Zensierte Daten wurden durch schwarze Punkte symbolisiert. VDA (ausreichende Vitamin-D-Versorgung);
VDM (Vitamin-D-Mangel); high (starke Proteinexpression); low (geringe Proteinxpression).

Bei genauerer Betrachtung der Uberlebensdaten im Kontext mit der tumoralen PD-L1-Expression und
dem Vitamin-D-Status ldsst sich folgendes feststellen: Unter HNSCC-Patienten mit ausreichender
Vitamin-D-Versorgung besteht eine deutliche Tendenz zu einem verbesserten Gesamtiiberleben (p =
0,0613, Abb. 35B), wenn eine niedrige PD-L1-Expression (VDA PD-L1 low Tumor) vorliegt im
Vergleich zu Patienten mit hoher tumoraler PD-L1-Expression (VDA PD-L1 high Tumor). Dies
Tendenz konnte jedoch bei Patienten mit Vitamin-D-Mangel nicht nachgewiesen werden (p = 0,5815,
Abb. 35A). Zwischen Vitamin-D-Mangel-Patienten mit hoher tumoraler PD-L1-Expression (VDM
PD-L1 high Tumor) und Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung und niedriger PD-L1-
Tumorexpression (VDA PD-L1 low Tumor) liegt ein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben
vor (p =0,0137, Abb. 35C).
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Abb. 35: Einfluss des Vitamin-D-Status und der tumoralen PD-L1-Expression auf das Gesamtiiberleben bei HNSCC-
Patienten. In Kaplan-Meier-Uberlebenskurven wurde das Gesamtiiberleben zwischen Patienten mit Vitamin-D-Mangel und
hoher tumoraler PD-L1-Expression (VDM PD-L1 high Tumor) und Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung und
niedriger PD-L1-Tumorexpression (VDA PD-L1 low Tumor) verglichen (C). Des weiteren wurde das Gesamtiiberleben von
Tumorpatienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (B) bzw. Vitamin-D-Mangel (A) in Abhéngigkeit von der PD-L1-
Tumorexpression verglichen. Zensierte Daten wurden durch schwarze Punkte symbolisiert. VDA (ausreichende Vitamin-D-
Versorgung); VDM (Vitamin-D-Mangel); high (starke Proteinexpression); low (geringe Proteinxpression).

4.6 Analyse der Immunrezeptorexpression in der FaDu-Zelllinie

Zur Analyse der Proteinexpression von CD80, MHCI1, PD-L1, B7-H3 und B7-H4 in der HNSCC-
Zelllinie FaDu als Vorbereitung weiterfithrender funktioneller Untersuchungen der Arbeitsgruppe auf
Basis der zuvor dargestellten Ergebnisse wurden die Zellen gemdBl dem in 3.3.1 erlduterten Vorgehen
in getrennten Zellkulturflaschen kultiviert und entsprechende aufbereitete Wildttyp-Zellproben
durchliefen im Anschluss eine SDS-Gel-Elektrophorese (vgl. 3.4.2). FaDu-Zellproben wurden unter
Einwirkung von 1 ml Trypsin-EDTA, 2 ml Trypsin-EDTA, 5 ml Accutase®, 2,5 ml TrypLE™ Select,
2,5 ml Papain-Ldsung oder mittels Zellscraper generiert. Die im SDS-Gel aufgetragene Zellmenge lag
bei durchschnittlich 200 000 Zellen pro Lauffront fiir die erste Versuchsreihe. In den nachfolgenden
Versuchen wurden etwa 250 000 Zellen pro Lauffront im SDS-Gel aufgetragen. Abschlieiend erfolgte
ein Western Blot (vgl. 3.4.3) mit nachfolgender immunologischer Detektion der elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine auf der PVDF-Membran (vgl. 3.4.4). Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
verwendet. Die initiale Kultivierung der FaDu-Zellen erfolgte regelméfig unter Verwendung von 1ml
Trypsin-EDTA als Zelldissoziationsmittel. Die so geernteten Zellen wurden anschlieBend in sechs

separate Zellkulturflaschen ausgesdt und danach jeweils getrennt mit unterschiedlichen
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Zelldissoziationsmethoden behandelt. Um zu eruieren, ob die Serinprotease Trypsin einen Effekt auf
die Proteinexpression der zu untersuchenden Immunrezeptoren ausiiben konnte, wurden einige Zellen
mit 1 ml und 2 ml Trypsin-EDTA im Rahmen des Zellsplittings behandelt und im Abstand von 72 h
geernet. Weitere Zellen wurden mittels Zellscraper im zeitlichen Abstand von 72 h sowie 144 h nach
der letzten Trypsin-Behandlung mechanisch dissoziiert und als nicht-enzymatisch-dissoziierte
Vergleichsproben herangezogen. In Abbildung 36 ist der zu dieser Versuchsreihe zugehorige Western
Blot fiir die Detektion von PD-L1 dargestellt. Banden, welche mit der Proteinexpression von CDS0,
MHC1, B7-H3 und B7-H4 assoziiert wéren, konnten in der durchgefiihrten Versuchsreihe nicht

detektiert werden.
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Abb. 36: Darstellung der Proteinexpression von PD-L1 in FaDu-Zellen anhand des Western Blot-Verfahrens. MW
(Molekulargewicht in kDa); n.T. (nach inititaler Trypsinbehandlung der FaDu-Zellen, die fiir die Aufteilung auf die einzelnen
Zellkulturflaschen notwendig war); WT (Wildttyp).

In den nachfolgenden Zellkulturversuchen wurde zusitzlich die Proteinexpression der oben genannten
Immunrezeptoren unter dem Einfluss alternativer Zelldissoziationsmethoden (Accutase®, TrypLE™
Select, Papain) an der FaDu-Zelllinie untersucht, um auszuschlieBen dass durch die Behandlung der
Zellen mit Trypsin die gesuchten Proteine auf Grund eines enzymatischen Abbaus nicht im Western
Blot delektiert werden konnten. Es erfolgte der Vergleich mit Proben trypsinierter FaDu-Zellen, einer
durch Behandlung mit TrypLE™ Select generierte HeLa-Wildttyp-Zellprobe, einer mittels Trypsin
generierte MCF-7-Wildttyp-Zellprobe und rauen Mikrosomen (RM). Die MCF-7- und RM-Proben
(Negativkontrolle) wurden vom Institut fiir Biochemie & Molekularbiologie der Universitit des
Saarlandes bezogen. Der entsprechende Western Blot ist in Abbildung 37 fiir die Detektion von PD-L1

gezeigt. Im Western Blot konnten keine Banden, welche mit der Proteinexpression von CD80, MHC1,

B7-H3 und B7-H4 in Verbindung gebracht werden konnten, nachgewiesen werden.
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Abb. 37: Darstellung der Proteinexpression von PD-L1 in FaDu-,HeLa- und MCF-7-Zellproben anhand des Western
Blot-Verfahrens. RM (raue Mikrosomen); MW (Molekulargewicht in kDa); WT (Wildttyp).

Bis auf PD-L1 und die Ladekontrolle -Aktin konnten in beiden Versuchsreihen keine abgrenzbaren
Bandensignale im Western Blot erfasst werden (vgl. Abb. 36 & Abb. 37). Im Falle von PD-L1, wo eine
Bande bei 33 kDa zu erwarten gewesen wire, konnten in der ersten Versuchsreihe (Abb. 36) etwa 3
schwache Banden in den meisten Lauffronten nachgewiesen werden: Eine Hauptbande bei etwa 60
kDa und 2 weitere schwichere Banden bei 65 kDa bzw. 70 kDa. Im Western Blot der zweiten
Versuchsreihe (Abb. 37) war in allen Proben bis auf die rauen Mikrosomen und MCF-7-WT eine PD-
L1-assoziierte Band zu sehen. Hinsichtlich der MCF-7-WT-Probe konnten 2 Banden fiir PD-L1 bei
etwa 60 kDa und 65 kDa identifiziert werden.
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5. Diskussion

5.1 Relevanz von Vitamin-D und dem therapeutischen Konzept der

Immun-Checkpoint-Blockade in der Kopf-Hals-Onkologie

In Anbetracht der zukiinftigen medizinischen Herausforderungen werden die wissenschaftlichen
Bemiihungen um effizientere addquate Therapicoptionen und fortschrittlichere diagnostische
Mafnahmen von Tumorerkrankungen immer relevanter werden, da durch den demographischen
Wandel mit dem Uberwiegen ilterer zunehmend multimorbider Menschen in den folgenden Jahren
eine Inzidenzzunahme von bdsartigen Tumorerkrankungen zu erwarten ist. Plattenepithelkarzinome
des Kopf-Hals Bereichs (HNSCC) zdhlen als sechst haufigste Tumorentitit zu den fiihrenden
Tumorerkrankungen weltweit und konnen noxeninduziert oder nach Infektion mit ,high-risk
humanen Papillomaviren entstehen. Die multimodale Therapie von Kopf-Hals-Tumorerkrankungen
gestaltet sich trotz der Einfithrung bzw. klinischen Entwicklung einiger innovativer Therapeutika, wie
dem EGFR-Antikorper Cetuximab und den Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab,
weiterhin schwierig, was sich in der nahezu unverindert niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa
55% widerspiegelt (Mandal et al. 2016). Eine effektive und nebenwirkungsarme Tumortherapie ist oft
nur eingeschrankt moglich, da durch die molekularbiologische Heterogenitit der Tumoren sowie die
tumorvermittelten immunevasiven Mechanismen und die generelle Immunsuppression, die im
Rahmen von Kopf-Hals-Tumor-Patienten héufig vorliegt, eine Tumorprogression schwer verhindert
werden kann.

Die Entwicklung von Kopf-Hals-Tumoren geht weniger von einem einzelnen Zelltyp aus, sondern
wird von multiplen Einfliissen in der komplexen Tumormikroumgebung gesteuert: Dabei sind
insbesondere parakrine Interaktionen zwischen Stroma und Immunzellen sowie metabolische
Verdnderungen fiir die Kanzerogenese und Tumorprogression ausschlaggebend. Zelluldre Elemente
der Tumormikroumgebung coevolvieren mit dem Tumor, wobei bestimmte Zellen des Immunsystems
abnorme Phinotypen ausbilden konnen als Resultat einer fehlorganisierten Reaktion auf die
Kanzerogenese, welche wiederum pleiotrope Effekte der Tumorzellen, wie Angiogenese und Tumor-
invasion unterstiitzen. Innovative Tumortherapiekonzepte zielen insbesondere auf das menschliche
Immunsystem und dessen Potenz zur immunologischen Reaktion gegen den Tumor ab: Zahlreiche
wissenschaftliche Beitrdge zur Molekularbiologie von Tumoren und deren Interaktionsverhalten mit
dem korpereigenen Immunsystem deuten auf tumorinduzierte Mechanismen zur Hemmung der Anti-
Tumor-Immunreaktion hin, welche konsekutiv eine von der immunologischen Kontrolle entkoppelte
Tumorprogression beglinstigen. Regulatorische T-Zellen (TREG), tumorassoziierte Makrophagen
(TAM) und myoloide Suppressorzellen (MDSC) konnen die Entwicklung und Progression von
Tumoren unterstiitzen (Chen & Mellman 2013). Aus diesem Grunde werden aktuell in zahlreichen
klinischen und experimentellen Studien vielfdltige immunonkologische Therapieansitze erprobt, die
prinzipiell zweierlei erreichen sollen: Zum Einen soll die tumorprogressions-fordernde Komponente

des Immunsystems funktionell aufgehoben werden, zum Anderen die tumorhemmenden Effekte des
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Immunsystems gezielt verstirkt werden. Im Gegensatz zu den herkdmmlichen chemo- bzw. radio-
therapeutischen Konzepten ist eine Immuntherapie meist mit einer deutlich geringeren therapie-
assoziierten Langzeittoxizitit verbunden. Weiterhin ist ein immuntherapeutischer Ansatz
charakterisiert durch eine gewisse dynamische Komponente, insofern als die Immunantwort mit der
Tumorerkrankung coevolviert (Rapidis & Wolf 2009).

Tumorzellen konnen im Korper anhand humoraler sowie zellulirer Mechanismen und durch
Veranderung der eigenen Oberfldchenrezeptoren die immunologische Antwort gegen den Tumor
modulieren, indem sie die Aktivitdt von Effektorzellen kontrollieren. Immun-Checkpoint-Molekiile,
welche sowohl auf Tumorzellen als auch auf Zellen des Immunsystems variabel exprimiert sein
koénnen, sind dabei zentral an der Regulation des Immunevasionsgeschehens beteiligt: Diese werden in
der Tumormikroumgebung von Tumorzellen ausgenutzt um insbesondere T-Effektor-Lymphozyten
funktionslos zu machen und damit der Immunantwort zu entkommen (Ferris 2015). Durch sogenannte
Immun-Checkpoint-Inhibitoren wird an dieser Stelle versucht die malignominduzierte verminderte
Reaktivitdt des Immunsystems gegeniiber Tumorzellen wieder aufzuheben, indem immuninhibierende
Interaktionen gezielt blockiert werden um somit die Anti-Tumor-Immunantwort, welche im
wesentlichen durch T-Zellen und NK-Zellen vermittelt wird, funktionell aufrecht zu erhalten bzw. zu
verstirken (Topalian et al. 2015). Problematisch bleibt allerdings in vielen Fillen die Tatsache, dass
die meisten aktuell zugelassenen Immun-Checkpoint-Inhibitoren nicht bei allen Tumoren wirksam
sind und durch die molekulare Heterogenitit hinsichtlich der Expression von Zielantigenen die
Anwendbarkeit erheblich eingeschrinkt sein kann. Hierbei hingt das Therapieansprechen zum Einen
von zahlreichen tumorintrinsischen Faktoren, wie beispielsweise der Mutationslast oder einer
gestorten Antigenexpression, zum Anderen aber auch von extrinsischen Faktoren, zu denen Tumor-
vaskularisierung, chronische Inflammation und der Immunstatus des Patienten zédhlen, ab.
Einschriankend muss erwihnt werden, dass der klinische Erfolg einer Immun-Checkpoint-Blockade,
das ausreichende Vorhandensein des jeweiligen Zielantigens vorrausgesetzt, von den Komorbiditdten
der Patienten sowie dem Einfluss einer Strahlen- und Chemotherapie abhidngt, da unter Beriick-
sichtigung dieser Einflussfaktoren nur wenige Patienten fiir eine solche Therapie primér in Frage
kommen und aufgrund der nicht zu vernachlédssigenden Nebenwirkungen autoimmunen Ausmafes ein
Therapieabbruch als Konsequenz oftmals erfolgen muss (Laban et al. 2015). Jedoch konnten Studien
demonstrieren, dass fiir geeignete Patienten im fortgeschrittenen Tumorstadium bei denen eine
Immun-Checkpoint-Therapie erfolgreich eingesetzt wird, diese im Vergleich zur Standard-therapie
einen besseres Therapieansprechen bietet (Ferris et al. 2016). Da sich eine Immun-Checkpoint-
Therapie sehr kostenintensiv gestaltet, sollten zukiinftig nicht-invasive effektive MaSnahmen getroffen
werden, um Patienten, die am ehesten von einer Behandlung mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren
profitieren konnten, gezielt und rechtzeitig zu identifizieren. Die hochrangige Bedeutung einer
gestirkten endogenen Immunabwehr zur Primirprdvention von Tumorerkrankungen, insbesondere

solchen mit stark immunsuppressivem Profil wie HNSCCs (Mandal et al. 2016), erfordert in Zukunft
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weitere klinische und experimentelle Forschungsansidtze zur Entdeckung oder Herstellung von
potentiellen immunsupportiven Substanzen. Eine Hauptaufgabe wird es daher sein alternative
Behandlungsstrategien zu entwickeln um die Subgruppe an Patienten, fiir die eine Immuntherapie in
Frage kommen konnte, besser identifizieren zu kdnnen.

Neben exogenen medikamentenvermittelten Immunmodulationsstrategien, existieren auch endogene
Stimulationsfaktoren des Immunsystems, wie beispielsweise das Steroidhormon Vitamin-D: Neben
den charakteristischen physiologischen Eigenschaften, zu denen im Wesentlichen die Steuerung der
Calcium/Phosphat-Homdstase im Rahmen des Knochenstoffwechsels zéhlt, konnte in zahlreichen
Studien immunmodulatorische Funktion des Vitamin-D belegt werden (Kongsbak et al. 2014, Prietl et
al. 2013). Zudem exprimieren zahlreiche Immunzellpopulationen einen Vitamin-D-Rezeptor, {iber den
Differenzierungsvorgénge reguliert werden konnen (Bouillon et al. 2008, Yu & Cantorna 2008).

Diese immunsupportive und antiinflammatorische Wirkung von Vitamin-D macht sich auch bei
malignen Tumorerkrankungen bemerkbar, wo Publikationen in prospektiven und retrospektiven
Studien zeigen konnten, dass ein um 30%-50% erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Colon-,
Prostata-, und Mammakarzinomen und eine héhere Mortalitidt dieser Tumorentititen mit einem 25-
OH-Vitamin-D-Spiegel unter 20 ng/ml einher ging (Giovannucci et al. 2006, Feskanich et al. 2004,
Garland et al. 2006). Einige Studien konnten eine dhnliche Tendenz bei Kopf-Hals-Tumoren
bestdtigen (Fanidi et al. 2016, Moukayed & Grant 2017, Afzal et al. 2013) und beobachteten zudem
eine erhohte Inzidenz von Tabak-assoziierten Tumorentititen unter Vitamin-D-Mangel. In
tierexperimentellen Versuchen, worin durch orale Gabe von 7,122 Dimethylbenzanthrazen (DMBA)
ein Tumorwachstum in der Wangenschleimhaut von Hamstern provoziert wurde, supprimierte eine
Vitamin-D-Substitution signifikant die Tumorentstehung und verzdgerte die Zeit bis zur Entwicklung
eines Tumors (Meier et al. 2007). Weiterhin auffillig ist die beachtlich hohere Inzidenz eines Vitamin-
D-Mangels unter HNSCC-Patienten, was in einer epidemiologischen Studie von Orell-Kotikangas et
al. ermittelt wurde: Bei fast zwei Drittel der untersuchten Kopf-Hals-Tumor-Patienten konnte ein
Vitamin-D-Spiegel von < 50 ng/ml nachgewiesen werden (Orell-Kotikangas et al. 2012). Bochen et al.
konnten in verschiedenen experimentellen und klinischen Untersuchungen zeigen, dass ein Vitamin-D
Mangel unter HNSCC Patienten hdufig mit einer verstérkten lymphogenen Metastasierung, einem
negativen HPV-Status und einem geringeren Gesamtiiberleben einherging (Bochen et al. 2018).
Zudem zeigte sich bei diesen Patienten in immunhistochemischen Analysen eine signifikant geringere
intra- und peritumorale Immunzellinfiltration im Tumorgewebe. Eine Beeinflussung des
Immunsystems von HNSCC-Patienten durch Vitamin-D wurde bereits in anderen Studien beschrieben:
Walsh et al. konnten im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen des Immunzell-
infiltrates von 32 HNSCC-Patienten von denen 16 mit Vitamin-D substituiert wurden zeigen, dass
durch eine Vitamin-D-Substitution eine vermehrte Infiltration der peritumoralen Tumorbereiche mit
CD42 und CD8(+)-T-Zellen sowie CD68(+) und damit aktivierten T-Zellen erzielt werden konnte
(Walsh et al. 2010). In einer weiteren Studie wurden 35 HNSCC-Patienten mit 1,25-(OH),-Vitamin-D

behandelt und es konnte gezeigt werden, dass hierdurch der Anteil proinflammatorischer Zytokine wie
IL-6, IL-10 und IFN-y im Tumorgewebe im Vergleich zu den 18 nicht-substituierten HNSCC-
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Patienten gesteigert werden konnte (Walker et al. 2012).

Zusammenfassend verdeutlichen diese Ergebnisse den positiven Einfluss von Vitamin-D auf die
Immunantwort und die Prognose bei Kopf-Hals-Tumor-Patienten. Die nebenwirkungsarme und
kostengiinstige Moglichkeit der Vitamin-D-Substitution stellt daher zukiinftig einen viel-
versprechenden immunstimulativen Behandlungsansatz im Rahmen eines multimodalen Therapie-
konzeptes bei Kopf-Hals-Tumorpatienten dar.

Wenige Studien zur Bedeutung des Vitamin-D-Status bei Kopf-Hals-Tumorpatienten konnten im
Gegensatz zu den Ergebnissen unserer eigenen Arbeitsgruppe keine prognostische Relevanz einer
ausreichenden Vitamin-D-Versorgung im Hinblick auf Erkrankungshiufigkeit und Gesamtiiberleben
nachweisen (Meyer et al. 2011, Arem et al. 2011). Jedoch bestirken zahlreiche Studien eine positive
Korrelation zwischen einem physiologischen Vitamin-D-Status und einer geringeren Mortalititsrate
bei HNSCC-Patienten (Vaughan-Shaw et al. 2017, Prietl et al. 2013, Young & Day 2013, Gugatschka
et al. 2011, Baeke, Takiishi, et al. 2010). Ein Erklarungsansatz fiir diese widerspriichlichen Resultate
konnten statistische Verzerrungen der Studienergebnisse durch potenzielle Fehlerquellen darstellen, zu
denen insbesondere Unterschiede in der Risikofaktorexposition (Tabak und Alkohol), der Sonnen-
expositionsdauer, den geographischen Verhiltnissen, dem HPV-Status und der Lebensgewohnheiten
der Patienten zdhlen. Weiterhin nehmen die oben genannten Studien Bezug auf retrospektive Daten
mit eingeschrankten Fallzahlen und verzichten auf molekularbiologische Untersuchungen. Die von
Manson et al. durchgefiihrte randomisierte, Placebo-kontrollierte VITAL-Studie untersuchte bei 25
817 US-Amerikanischen Probanden ohne Tumor- und Herzkreislauferkrankungen in der Anamnese,
ob eine tégliche Substitution von 2000 IU Vitamin-D3 und 1 g Omega-3 Fettsduren Auswirkungen auf
die Inzidenz und Mortalitdt von Tumoren und kardiovaskuldren Ereignissen haben kdnnte. Die Studie
kam zum Schluss, dass unter einer Vitamin-D-Substitution bei einem medianen Follow-up von 5,3
Jahren keine signifikante Abnahme der Tumorinzidenz festzustellen war (Manson et al. 2018). In
Bezug auf die Tumorsterblichkeit konnte ein geringer aber positiver Effekt unter Vitamin-D-
Behandlung im Vergleich zur Placebo-Gruppe beobachtet werden (Hazard ratio 0,83 (95% CI
0,67-1,02)). Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass 87,3% der 15
787 Probanden, bei denen der 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel bestimmt wurde, vor
Substitutionsbeginn Ausgangswerte von iiber 20 ng/ml, also per Definition keinen Vitamin-D-Mangel,
aufwiesen. Da bei der Mehrzahl der deutschen Bevdlkerung mit einem signifikanten Vitamin-D-
Mangel gerechnet werden kann, und ein erhdhtes Malignomrisiko erst bei einem 25-OH-Vitamin-D-
Serumspiegel von deutlich unter 30 ng/ml zu erwarten wire (Giovannucci et al. 2006, Feskanich et al.
2004, Garland et al. 2006), sind die in der Studie getroffenen Aussagen hinsichtlich der protektiven
Wirkung und prognostischen Relevanz von Vitamin-D im Kontext von Tumorerkrankungen kritisch zu

betrachten.
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5.2 Vitamin-D- und HPV-Status - Einfluss auf die Immunrezeptorexpression und
Prognose bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches

sowie therapeutische Implikationen

Eine gesteigerte Immunzellinfiltration, beispielsweise induziert durch Vitamin-D-Substitution (Bochen
et al. 2018), ist entscheidend fiir das Therapieansprechen einer Immun-Checkpoint-Blockade, dessen
Effektivitdt maBgeblich von der Prisenz immunologischer Effektorzellen im intra- und peritumoralen
Stroma und somit von dem Ausmal} der blockierten Interaktionen zwischen Tumor- und Immunzelle
abhingig ist. Jedoch ist wenig bekannt iiber potenticlle biologische Effekte der Vitamin-D-
Signaltransduktion auf den immunologischen Cross-Talk zwischen Tumorzellen und Effektorzellen
der unspezifischen oder spezifischen Immunantwort. An dieser Stelle kommt die Frage auf, inwiefern
Vitamin-D einen Effekt auf solche immunmodulatorische Prozesse vermittelt iiber Immun-
Checkpoint-Molekiil-Interaktionen zwischen Tumor- und Immunzellen haben kénnte: Hilft eine hohe
Vitamin-D-Versorgung die Immunescape-Mechanismen des Tumors zu umgehen? Es bleibt zu
eruieren, ob ein Unterschied im Verhalten einer Immunzelle gegeniiber einem tumorassoziierten
Antigen in Abhéngigkeit von verschiedenen Vitamin-D-Serumspiegeln besteht und wie
immunologisch aktiv tumorinfiltrierende Leukozyten von Vitamin-D-Mangel-Patienten, im Vergleich
zu solchen von Tumorpatienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung, sind. In dieser Hinsicht
wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle des Vitamin-D als potentieller Modulator von Immunzell-
Tumor-Interaktionen bei Kopf-Hals-Tumoren auf molekularer Ebene untersucht: Ziel war es den
Einfluss von Vitamin-D auf das Expressionsverhalten einer Auswahl von Immun-Checkpoint-
Molekiilen sowohl auf Tumorzellen als auch Zellen des korpereigenen Immunsystems nédher zu
charakterisieren. Dazu wurden immunhistochemische Firbungen von Patiententumorgewebe aus
einem 112 HNSCC-Patienten umfassenden Kollektiv fiir fiinf verschiedene Antikorper durchgefiihrt,
welche im Anschluss semiquantitativ ausgewertet wurden. Letztlich wurden insgesamt um die 1000
Priparate immunhistochemisch geférbt, zu denen neben den Antikdrperfirbungen, welche anhand
eines im Vorfeld etablierten Versuchsprotokolls angefertigt wurden, weiterhin Positiv- und
Negativkontrollen und Schnitte im Rahmen der Etablierungsversuche zéhlen. Es ist allerdings davon
auszugehen, dass die verwendeten AntikGrper primér aber nicht ausschlieBlich Tumor- oder
Immunzellen anfarben, da die jeweiligen Zielstrukturen nicht hundertprozentig spezifisch fiir die
entsprechenden Zellpopulationen sind. Weiterhin wurden die immunhistochemischen Farberesultate
auf eine mogliche Korrelation mit dem HPV-Status der untersuchten Tumorpatienten untersucht. Zu
den untersuchten Markern zéhlten die Immun-Checkpoint-Molekiile CD80, B7-H3, B7-H4 und PD-L1
sowie der Proteinkomplex MHCI1. Bis auf MHCI, lassen sich diese Markerproteine grob in co-
stimulierende und co-inhibierende Molekiile funktionell einteilen, wobei diese Eigenschaften stark
vom Tumormikromilieu, den entsprechenden Zielrezeptoren und deren Zielzellen abhidngen:

CDS80, welches auf Tumorzellen, DCs, Makrophagen und einigen Leukozytentypen vorkommt, agiert
iiberwiegend iiber CD28 stimulierend auf T-Zellpopulationen und steigert bei hoher tumoraler

Expression damit die Tumorimmunogenitit (Chen 2004). Jedoch kann CD80 durch Interaktion mit
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CTLA-4 auch immuninhibierend wirken und somit ein Immunescape ermoglichen. Im Gegensatz zu
CD28 bindet CTLA-4 CD80 mit einer wesentlich hoheren Affinitit (Chen & Flies 2013). Lang et al.
konnten nachweisen, dass in humanen HNSCC-Zelllinien ein Mangel von CD80 urséchlich fiir die
beeintrachtigte T-Zell-Aktivierung ist (Lang et al. 1999). Eine hohe tumorale CD80-Expression
korrelierte bei Patienten mit Nasopharynxkarzinom mit einem verbesserten Gesamtiiberleben (Chang
et al. 2007) und schrinkte im einem experimentellen Mausmodell die Tumorprogression von
Oropharynxtumoren ein (Thomas & Wen 2006). In experimentellen Untersuchungen zum kolorektalen
Karzinom konnten Tirapu et al. demonstrieren, dass das Ausmal} der tumoralen CD80-Expression fiir
die immunologische Kontrolle der Tumorprogression entscheidend ist: Niedrige CD80-Spiegel bzw.
eine Runterregulation der CD80-Expression auf malignen Zellen begiinstigten eine Immunevasion
durch priferentielle Bindung von CTLA-4, da aufgrund der hoheren Affinitdt von CTLA-4 zu CD80
ein kompetitiver Vorteil gegeniiber CD28 besteht (Tirapu et al. 2006).

B7-H3 (CD276) reguliert die T-Lymphozytire- bzw. NK-Zell Aktivitit und die Zytokinproduktion von
zytotoxischen T-Zellen durch sowohl co-inhibitorische als auch co-stimulierende Effekte per
Interaktion mit einem nicht eindeutig charakterisierten Zielrezeptor (Chen et al. 2004, Yi & Chen
2009). Neueste Studien berichten iiber eine Korrelation der tumoralen B7-H3-Expression mit einer
ungiinstigeren Prognose in manchen Tumorentititen, unteranderem auch HNSCC: Eine antikorper-
vermittelte Blockade von B7-H3 im Mausmodell resultierte in einer reduzierten Aktivitidt von immun-
suppressiven Zelltypen, wie MDSCs und TAMs und steigerte die Aktivierung von zytotoxischen T-
Lymphozyten in der Tumormikroumgebung (Mao et al. 2017). Zielgerichtete Antikorper gegen B7-H3
mit potentieller Anti-Tumor-Aktivitét sind aktuell in Entwicklung (Loo et al. 2012).

PD-L1, welches neben dem Vorkommen auf aktivierten Lymphozyten und einigen APCs in HNSCCs
und weiteren Tumorzelllinien {iberexprimiert ist, induziert {iber PD-1 einen Funktionsverlust bzw. eine
Apoptose von tumorinfiltrierenden T-Effektorzellen, NK-Zellen, dendritischen Zellen und
Makrophagen und ist an der Immuntoleranzentwicklung beteiligt (Zandberg et al. 2014). Zudem
stimuliert PD-L1 die de novo Differenzierung und Aktivierung regulatorischer T-Zellen (TREGs),
sodass hierdurch eine effektive Reduktion des Verhiltnisses inflammatorischer zu anti-
inflammatorischen Zytokinen erreicht wird (Zandberg et al. 2014). Gerade die physiologischen pro-
tolerogenischen Effekte des PD-1/PD-L1-Signallings werden von vielen Tumorentitéten, inklusive
HNSCCs, im Zuge des Immunescapes ausgenutzt (Lechner et al. 2017, Ferris 2015). Eine erh6hte PD-
L1-Expression auf Tumoren und Tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs) geht meist mit einer
schlechteren Prognose, einer gesteigerten tumoralen Progression und einer erhdhten Metastasierungs-
rate einher (Zandberg et al. 204). Ergebnisse aktueller Metaanalysen deuten auf eine klar positive
Korrelation zwischen dem Ausmal3 der PD-L1-Tumorexpression und dem klinischen Ansprechen einer
PD-1-Immun-Checkpoint-Blockade hin, welches nochmals die entscheidende Bedeutung des
Versténdnis iiber PD-L1-Expressions regulierende Signaltransduktionswege untermauert (Zhang et al.
2016). B7-H4, ein weiteres inhibitorisches Checkpoint-Molekiil, welches im Wesentlichen auf
Tumorzellen, tumorassoziierten Immunzellen und APCs vorkommt, agiert als potenter T-Zell-
Suppressor und begiinstigt Tumorinvasion und Metastasierung in zahlreichen Tumorentititen, zu

denen auch Kopf-Hals-Tumoren zdhlen (MacGregor & Ohashi 2017). Eine hohe tumorale B7-H4-
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Expression dient als Indikator fiir eine schlechte Prognose in HNSCC-Patienten und geht oft mit einer
niedrigen tumoralen T-Zell-Infiltration einher (Wu et al. 2016, Zou 2005). Derzeit werden in
klinischen Phase-1-Studien therapeutische Antikorper gegen B7-H4 getestet (MacGregor & Ohashi
2017).

Bei einer Anti-Tumor-Immunreaktion (siche 2.4.1) agieren neben NK-Zellen auch CD8-positive
zytotoxische T-Lymphozyten als entscheidende Effektorzellen (Ferris 2015). Aufgrund aktuell
vorliegender wissenschaftlicher Daten zu einer gesteigerten NK-Zell- Aktivitidt unter Vitamin-D-
Einfluss (Bochen et al. 2018, Yu & Cantorna 2008) ergab sich an dieser Stelle die Frage, ob auch
Vitamin-D Auswirkungen auf die Effektivitdt einer zytotoxischen T-lymphozytiren Immunantwort
haben konnte. Daher wurde neben den oben genannten Immun-Checkpoint-Molekiilen zusétzlich eine
Analyse der MHC1-Expression auf Tumorzellen vorgenommen. MHC1 wird auf allen kernhaltigen
Zelltypen im menschlichen Korper auf der Zelloberfliche in einem bestimmten Verhiltnis exprimiert
und vermittelt eine Selbstoleranzentwicklung von korpereigenen Zellen durch Interaktion mit T-
Zellen. Tumorzellen sind jedoch in der Lage ihre eigene MHCI1-Expression durch Mutationen in
HLA-Allelen sowie Storungen der Antigen-Prozessierungs-Maschinerie zu modifizieren und
runterzuregulieren (Ferris 2015, Lopez-Albaitero et al. 2006), sodass dadurch der immunologische
Erkennungsprozess durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), welcher von fundamentaler Bedeutung
fiir die Bekdmpfung bzw. Eliminierung entarteter Zellen ist, beeintrachtigt wird (Mandal et al. 2016).
Dieser Vorgang wird von Tumorzellen neben Immun-Checkpoint-Molekiil-Interaktionen als
Immunevasionstrategie ausgenutzt.

Die semiquantitativen Auswertungsergebnisse der immunhistochemischen Analysen bestitigten die
vermutete positive Korrelation zwischen einem ausreichend hohen Vitamin-D-Serumspiegel (VDA)
bei Kopf-Hals-Tumorpatienten und einer verstirkten Expression stimulierender Immun-Checkpoint-
Molekiile auf den Tumorzellen im Sinne eines immunstimulativen, antitumoralen Einfluss des
Vitamin-D: Es zeigte sich im Vergleich zu Vitamin-D-Mangel-Patienten (VDM) eine deutliche
Tendenz zur gesteigerten tumoralen Expression von CD80 im VDA-Kollektiv (p = 0,0707). Bei
Betrachtung des AusmafBes der leukozytiren CD80 Expression wird eine dhnlich klare Tendenz
ersichtlich: VDA-Patienten exprimierten im Vergleich zu VDM-Patienten vermehrt CD80 auf
peritumoralen Leukozyten. Dieses Ergebnis war statistisch signifikant (p = 0,0324). Fiir die
intratumoral-leukozytire CD80-Expression konnte kein deutlicher Unterschied nachgewiesen werden
(p = 0,3533). Aus der Uberlebensanalyse bei den HNSCC-Patienten geht hervor, dass eine vermehrte
peritumoral-leukozytire CD80-Expression mit einem geringfiigigen Uberlebensvorteil (p = 0,2112)
assoziiert ist. Eine gesteigerte tumorale bzw. intratumoral-leukozytire CDS80-Expression bietet
hingegen keinen Uberlebensvorteil (Daten nicht gezeigt). Sowohl auf tumoraler als auch auf leuko-
zytédrer Ebene lag keine Korrelation zwischen dem HPV-Status der Patienten und dem Ausmal} der
CD80-Expression vor.

Bei der Evaluation der B7-H3-Immunhistochemie konnte interessanterweise eine positive Korrelation

zwischen der tumoralen B7-H3-Expression und der Hohe des Vitamin-D-Serumspiegels verzeichnet
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werden. Bei gutem Vitamin-D-Status waren deutlich mehr B7-H3- positive Tumorzellen anzufinden
im Vergleich zu Patienten mit Vitamin-D-Mangel. Dieses Ergebnis war hochsignifikant (p = 0,0052).
Jedoch beeinflusst das Ausmal} der tumoralen B7-H3-Expression das Gesamtiiberleben der HNSCC-
Patienten nicht (Daten nicht gezeigt). Weiterhin zeigen Patienten mit hoher B7-H3-Tumorexpression
und ausreichender Vitamin-D-Versorgung einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber solchen
mit Vitamin-D-Mangel (p = 0,0037). B7-H3 wird auf mRNA-Ebene ubiquitdr exprimiert, jedoch ist
eine gesteigerte Proteinexpression meist in einem pathophysiologischen Zusammenhang auf Tumor-
und tumorassoziierten Zellen gegeben. Eine hohe tumorale Expression geht in den meisten Féllen mit
einem gesteigerten Immunevasions- und Invasionspotential von Tumorzellen einher. Interessant-
erweise zeigt die statistische Auswertung der B7-H3-Tumorexpression im Zusammenhang mit dem
HPV-Status der HNSCC-Patienten eine signifikant gesteigerte tumorale B7-H3-Expression bei HPV-
negativen Kopf-Hals-Tumorpatienten (p = 0,0262). Dies konnte womoglich ein Grund fiir die
gesteigerte Aktivitdt und Anzahl tumorinfiltrierender T-Lymphozyten in HPV-positiven Tumoren sein:
Katayama et al. konnten durch immunhistochemische Experimente demonstrieren, dass die tumorale
B7-H3-Expression in Kopf-Hals-Tumoren invers korrelierte mit der Anzahl tumorinfiltrierender
Lymphozyten (Katayama et al. 2011). Diese Beobachtungen konnten ein Hinweis darauf sein, dass
B7-H3 in Abhéngigkeit vom Tumormikromilieu, welches durch Vitamin-D moduliert wird, eher
stimulierend oder inhibierend auf Immunzellen wirken kann und dass bei ausreichender Vitamin-D-
Versorgung durch die gesteigerte Immunzellinfiltration und den geringeren immunsuppressiven
Prozessen in der Tumormikroumgebung moglicherweise eher die co-stimulatorischen Effekte
iiberwiegen, sodass in diesem Fall eine hohe tumorale B7-H3-Expression die T-Zell-Aktivitit steigern
kann. Um die genaue Bedeutung von B7-H3 in der Kopf-Hals-Onkologie néher zu charakterisieren
und mdgliche Ursachen fiir die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Ergebnisse zu entschliisseln
sind weitere molekulare Untersuchungen notwendig.

Bei Tumorpatienten mit einem Vitamin-D-Mangel war das inhibitorische Checkpoint-Molekiil B7-H4
im Vergleich zu solchen mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung vermehrt auf Tumorzellen
exprimiert. Somit lag hier eine deutliche Tendenz zu einer inversen Korrelation zwischen der Hohe
Vitamin-D-Serumspiegels und der tumoralen B7-H4-Expression vor (p = 0,0705). Dies wiirden
implizieren, dass ein ausreichender Vitamin-D-Spiegel eine Reduktion der tumorinduzierten
Immunsuppression fordert und hierdurch letztlich auch eine Immunstimulation erreicht werden kann.
Es konnte eine geringfiigige Tendenz zu einer gesteigerten tumoralen B7-H4-Expression bei
negativem HPV-Status (p = 0,1332) eruiert werden, was im Einklang mit der Tatsache steht, dass
insbesondere HPV-negative HNSCCs durch ein stark immunsuppressives und mutationslastiges
Tumormikromilieu mit einer geringeren Anzahl immunkompetenter Zellen gekennzeichnet sind. In
den Uberlebensanalysen war kein Effekt einer verminderten oder gesteigerten B7-H4-Tumor-
expression auf das Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten ersichtlich (Daten nicht gezeigt).

Auch Analysen zur tumoralen MHCI-Expression bestéitigen den immunstimulierenden Effekt von
Vitamin-D auf die antitumorale Immunantwort, da unter dem VDA-Kollektiv eine signifikante erhohte

MHCI1-Expression auf Tumorzellen zu verzeichnen war im Vergleich zu Vitamin-D-Mangel-Patienten
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(p = 0,0190). Dazu kommt, dass Tumorpatienten mit einer gesteigerten tumoralen MHC1-Expression
im Vergleich zu solchen mit niedriger MHC1-Tumorexpression ein signifikant verbessertes Gesamt-
iiberleben aufweisen (p = 0,0325). Weiterhin exprimierten Patienten mit einem positiven HPV-Status
tumoral signifikant mehr MHC1 als HPV-negative Tumorpatienten (p = 0,0053). Dies wire auch ein
moglicher Grund fiir die besseren prognostischen Aussichten bei HPV-positiven HNSCC-Patienten, da
in dieser Patientengruppe insbesondere auch die Anzahl der tumorinfiltierenden CD8-positiven-
zytotoxischen T-Lymphozyten stark erhoht ist und somit durch eine stabilere tumorale MHC1-Préasenz
die Erkennung und Eliminierung der Tumorzellen mittels zytotoxischer T-Zellen erleichtert werden
konnte. Einige Studien konnten nachweisen, dass in HPV-positiven Tumoren eine aktive iiber die
viralen Proteine E5, E6 und E7 vermittelte Runterregulation der MHCI1-Tumorexpession als
Immunevasionsstrategie genutzt wird, um die virale Replikation voranzutreiben (Ndsman et al. 2013,
Campo et al. 2010, Bottley et al. 2007). Da MHC1 im Immunescape eine fundamentale Rolle spielt,
kann somit davon ausgegangen werden, dass unter ausreichender Vitamin-D-Versorgung eine tumor-
induzierte Reduktion der eigenen MHC1-Oberflichenexpression als Immunevasionsmechanismus
eingeschrinkt werden konnte und folglich auch die Effektivitét einer gezielten Immunantwort durch
CD8-positive zytotoxische T-Lymphozyten gesteigert werden konnte. Es ergibt sich an dieser Stelle
die Frage, durch welchen spezifischen Mechanismus Vitamin-D die tumorale MHC1-Expression zu
kontrollieren scheint. Einfliisse von Vitamin-D auf die Mutationshédufigkeit in HLA-Allelen sowie
direkten Effekte auf die Antigen-Prozessierungs-Maschinerie wéren denkbar (Ferris 2015). Weiterhin
konnte eine hohe tumorale MHCI1-Expression jedoch indirekt auch fiir eine geringere NK-Zell-
Aktivitdt gegen den Tumorzellen verantwortlich sein, da hierdurch vermehrt Interaktionen mit
inhibitorischen Rezeptoren auf der NK-Zell-Oberfliche beglinstigt werden (Bottley et al. 2007,
Murphy & Weaver 2016). Bisher mangelt es an Untersuchungen zur prognostischen Signifikanz des
Zusammenhangs zwischen tumoraler MHC1-Expression und NK-Zell-Aktivitéit beziiglich Kopf-Hals-
Tumoren. Um diesen Sachverhalt zu eruieren und die Frage nach einem Effekt von Vitamin-D auf
Mutationen in HLA-Allelen sowie molekulare Komponenten der Antigen-Prozessierungs-Maschinerie
zu kldaren sind zusétzliche experimentelle und molekulargenetische Untersuchungen der
entsprechenden Signalverarbeitungskaskaden notwendig.

Die Betrachtung der tumoralen und leukozytiren PD-L1-Expression zeigte ein eher inkonsistentes
Bild: Die in der vorliegenden Arbeit erbrachten Ergebnisse lieBen keinen kausalen Zusammenhang
zwischen der Vitamin-D-Versorgung und der PD-L1-Expression sowohl auf Tumorzellen (p = 0,4730)
als auch auf intra- (p = 0,8210) und peritumoralen Leukozyten (p = 0,4032) erkennen. Bei
Tumorpatienten mit einer niedrigen tumoralen PD-L1-Expression zeigte sich eine leichte Tendenz zu
einem verbesserten Gesamtiiberleben (p = 0,1834). Die leukozytire PD-L1-Expression beeinflusste
das Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten nicht (Daten nicht gezeigt). In der Uberlebensanalyse
zeigte sich weiterhin, dass Tumorpatienten mit Vitamin-D-Mangel und hoher tumoraler PD-L1-
Expression im Vergleich zu solchen mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung und niedriger PD-L1-
Tumorexpression ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben aufweisen (p = 0,0137). Zudem scheint

eine hohe PD-L1-Tumorexpression gerade bei Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung
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prognostisch ungiinstig zu sein (p = 0,0613), wihrend bei HNSCC-Patienten mit Vitamin-D-Mangel,
die eine ohnehin schlechte Gesamtprognose haben, kein Uberlebensvorteil bei niedriger PD-L1-
Expression besteht (p = 0,5815). Ersteres ldsst sich potenziell dadurch erkldren, dass die unter
Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung ausgeprigtere Immunaktivitit durch die
gesteigerte Prasenz von tumoralem PD-L1 stirker supprimiert werden konnte, was wiederum ein
Immunescape begiinstigen konnte. Zudem wire denkbar, dass die hohe PD-L1-Expression in dieser
Patientengruppe indikativ fiir ein bereits stattgefundenes Immunescape sein konnte und eventuell nicht
durch Vitamin-D beeinflussbare genetische Faktoren fiir die PD-L1-Uberexpression verantwortlich
sein konnten, sodass in diesen Féllen der tumorprogressions-hemmende Einfluss von Vitamin-D
schwicher wirksam sein konnte. Dimitrov et al. konnten in molekularbiologischen Untersuchungen
nachweisen, dass aktives 1,25-OHz-Vitamin-D {iber den nukledren Vitamin-D-Rezeptor (VDR) die
PD-L1-Expression in humanen Epithelien und myeloischen Zelllinien hochreguliert, was die
immunologische Toleranzentwicklung fordert, da hierdurch im physiologischen Zusammenhang eine
iiberschieBende (Auto-)Immunreaktion vermieden und das immunologische Mikromilieu kontrolliert
wird (Dimitrov et al. 2017). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den in der Literatur
charakterisierten immunmodulierenden und stimulierenden Effekten des Vitamin-D. Nachteilig
bedeutet eine gesteigerte PD-L1-Tumorexpression im pathophysiologischen Kontext jedoch eine
stirkere Suppression bzw. eine verminderte Reaktivitit von Lymphozyten im Zuge einer Anti-Tumor-
Immunantwort, welches ein Immunescape erleichtert und die Tumorprogression beschleunigen kann.
Einen potenziellen Erklarungsansatz fiir diesen paradoxen Sachverhalt 1dsst sich bei Betrachtung der
Regulation der PD-L1-Expression und im Zusammenhang mit der Immuninzellinfiltration sowie dem
HPV-Status in HNSCCs finden: Die tumorale PD-L1-Expression wird durch zwei biologisch
distinktive Expressionmechanismen gesteuert, die beide zu einer Resistenz des Tumors gegeniiber dem
endogenen Immunsystem beitragen: Zum einen existiert eine durch tumorintrinsische Faktoren, wie
genetische Mutationen oder iberstimulierte onkogene Signaltransduktionskaskaden, bedingte
konstitutive PD-L1-Expression (Malm et al. 2015, Solomon et al. 2018). In diesem Zusammenhang
konnen weiterhin zahlreiche Kinasen und Enzyme die Immunsuppressivitit von PD-L1 durch
Regulieren der Aktivitit und Stabilitit des Molekiils, beispielsweise iiber Verdinderung der
Glykosylierungs- oder Ubiquitinilierungsmuster vom PD-L1-Protein, beeinflussen (Li et al. 2016,
Horita et al. 2017). So kann unter anderem {iiber den PI3K/Akt Signalweg, welcher zudem durch
Vitamin-D moduliert werden kann, eine Steigerung der tumoralen PD-L1 Expression hervorgerufen
werden (Lyford-Pike et al. 2013). Insbesondere im Zuge der noxeninduzierten Karzinogenese kann
davon ausgegangen werden, das eine pathologisch gesteigerte PD-L1-Expression auf Tumorzellen
hauptsédchlich iiber tumorintrinsische Wege vermittelt wird (Ferris et al. 2015, Kowanetz et al. 2018).
Dieser Sachverhalt wire eine Erkldarung fiir die Beobachtung, dass im VDM-Kollektiv ebenfalls
zahlreiche hohe IRS-Werte fiir tumorales PD-L1 ermittelt wurden, da niedrige Vitamin-D-
Serumspiegel iiberwiegend bei Patienten mit noxeninduzierten, mutationslastigen Tumoren sowie
immunsuppressiv ausgelegter Tumormikroumgebung zu erwarten sind, wihrend hohe Vitamin-D-
Serumkonzentrationen mit verstarkter Immuninfiltration und einer konsekutiv gesteigerten

immunologischen Aktivitdt einhergehen (Bochen et al. 2018). Im Gegensatz dazu kann eine durch
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NK-Zellen und zytotoxische T-Lymphozyten gesteigerte immunologische Aktivitdat {iiber den
inflammatorischen Mediator IFN-y die PD-L1-Expression auf Tumorzellen induzieren (Kowanetz et
al. 2018, Solomon et al. 2018). Eine dynamische PD-L1-Hochregulation iiber diesen adaptiven
Mechanismus kann als Konsequenz der Aktivitit antigenspezifischer T-Zellen gegen Tumorzellen
angesehen werden und stellt eine initiale protektive Reaktion des Tumors als Ausdruck einer
erfolgreichen Tumorzerstérung durch tumorinfiltrierende Lymphozyten dar (Kowanetz et al. 2018,
Mandal et al. 2016). Es konnte in einigen Studien eine signifikante Korrelation zwischen der
tumoralen PD-L1-Expression, IFN-y-Spiegel und dem AusmaBl der T-Zell-Infiltration in der
Tumormikroumgebung beobachtet werden (Taube et al. 2012, Spranger et al. 2013). Hieraus geht
entscheidend hervor, dass immunsuppressive Interaktionen sowohl direkt als auch indirekt vorwiegend
durch Immunreaktionen getriggert werden und eben nicht génzlich von Tumorzellen primér organisiert
und kontrolliert werden (Spranger et al. 2013, Solomon et al. 2018): Untersuchungen zum nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom konnten nachweisen werden, dass sowohl eine starke tumorale als auch
eine ausgeprigte leukozytire PD-L1-Expression unabhidngig voneinander ein verbessertes
Therapieansprechung unter einer Behandlung mit dem Anti-PD-L1-Antikdrper Atezolizumab
bedingen konnen (Kowanetz et al. 2018). Dies impliziert, dass gerade eine zielgerichtete Blockade des
negativen regulatorischen Immun-Checkpoint-Molekiils PD-L1 vorzugsweise fiir Patienten mit einem
vorbestehendem T-Zell-inflammatorischen Tumormikromilieu vorteilhaft sein konnte, welches sich
vor allem bei Patienten ausreichender Vitamin-D-Versorgung anbieten konnte (Spranger et al. 2013,
Bochen et al. 2018). Im Umkehrschluss wire denkbar, dass eine Vitamin-D-Substitutionsbehandlung
den Erfolg einer therapeutischen PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint-Blockade potenziell steigern
konnte, was auf folgender Uberlegung beruht: Auch wenn Vitamin-D keine eindeutige Wirkung auf
die PD-L1-Expression in Kopf-Hals-Tumoren auszuiiben scheint, wére es sinnvoll gerade Patienten
mit Vitamin-D-Mangel und hoher tumoraler PD-L1-Expression friih zu identifizieren um diese einer
regelmiBigen Vitamin-D-Behandlung zuginglich zu machen und dadurch die intra- und peritumorale
Immunzellinfiltration potentiell steigern zu konnen, da unter diesen Umstidnden eine PD-1/PD-L1-
Blockade eine gesteigerte Effektivitit aufweisen konnte. Unter Beriicksichtigung dieser
regulatorischen Komplexitdt von PD-L1 wird schnell klar, dass die immunhistochemische Detektion
von PD-L1 in der Tumormikroumgebung eine interpretatorische Herausforderung nach sich zieht,
zumal Studien von einer sowohl inter- als auch intratumoralen biologischen Variabilitit bzw.
Heterogenitidt von 18%-85% ausgehen (Solomon et al. 2018). Zur umfassenderen Interpretation der
PD-L1-Distribution im Tumormikromilieu sollte zusitzlich der HPV-Status herangezogen werden.
Hinreichend bekannt ist, dass HPV-positive Kopf-Hals-Tumorpatienten im Schnitt eine bessere
Prognose aufweisen als solche mit HPV-negativen HNSCCs (wie auch in dem in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patientenkollektiv gezeigt, p = 0,0253). Dies gilt jedoch unabhéngig vom
Vitamin-D-Serumspiegel, da in HPV-positiven Tumoren sowohl die T-Zell-Infiltration als auch die

immunologische Aktivitit regulatorischer und zytotoxischer T-Zell-populationen erheblich stérker
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ausgepragt ist als in HPV-negativen Kopf-Hals-Tumoren (Mandal et al. 2016). Zudem kann durch
virale Proteine eine stirkere Immunantwort generiert werden. Die durch chronische virale Infektionen
der oropharyngealen Schleimhaut als prédisposierende Komponente fiir die Entwicklung von HPV-
positiven Kopf-Hals-Tumoren bedingte lange Antigenexposition kann iiber das Hochregulieren von
Immun-Checkpoint-Molekiilen zur einer gesteigerten T-Zell-Erschopfung (,,Exhaustion®) fiihren
(Leemans et al. 2018). Kopf-Hals-Tumoren zidhlen generell zu den Tumorentititen mit der hochsten
Immunzellinfiltration, besonders von CDS8-positiven-T-Zellen und NK-Zellen und gleichzeitig auch
der hochsten Dichte an immunsuppressiven TREGs (Thorsson et al. 2018). In Untersuchungen von
Mandal et al. korrelierte die PD-L1-Expression positiv mit dem Grad der Immunzellinfiltration und
dem immunologischen Aktivitétsprofil in HPV-positiven Tumoren. Auch in dieser Hinsicht gilt IFN-y
als Modulator der PD-L1-Expression (Mandal et al. 2016, Spranger et al. 2013), sodass es gerade bei
HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren im Rahmen der Karzinogenese zu einer lokalisiert erhohten
tumoralen und leukozytiren PD-L1-Expression kommen kann ( Lyford-Pike et al. 2013, Zou 2005).
Da HPV-induzierte Kopf-Hals-Tumore eine distinkte Tumorzellbiologie aufweisen kann angenommen
werden, dass die tumorintrinsisch modulierte konstitutive PD-L1-Expression in diesen Fillen eine
untergeordnete Rolle spielen sollte. Diese Erkenntnis deckt sich mit der Beobachtung zur PD-L1-
Tumorexpression in der vorliegenden Arbeit, da eine Tendenz zu einer positiven Korrelation des HPV-
Status mit der PD-L1-Tumorexpression nachgewiesen werden konnte (p = 0,0784), und weiterhin eine
ausreichend hohe Vitamin-D-Versorgung, welche mit einer gesteigerten tumoralen Immuninfiltration
einhergeht, oft mit einem HPV-positiven Tumorstatus assoziiert ist (siehe 4.1.1, p = 0,0189, Bochen et
al. 2018). Es konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine Assoziation zwischen der peri- bzw.
intratumoral-leukozytdren PD-L1-Expression und dem HPV-Status der Tumorpatienten nachgewiesen
werden. Ingesamt kann daher angenommen werden, dass mehrere Moglichkeit bestehen konnten, wie
Vitamin-D potentiell Einfluss auf die Expression von PD-L1 nehmen kann: Denkbar wire, dass
Vitamin-D zum Einen {iber differenzierungs-fordernde Eigenschaften auf Tumorzellen deren
Mutationslast sowie tumorintrinsische Malignitits-entwicklungsprozesse limitieren und somit zu einer
geringeren konstitutiven PD-L1 Expression fiihren konnte. Zum Anderen konnte durch die verstérkte
Immunaktivitdt unter Einfluss von Vitamin-D die adaptive tumorale PD-L1-Expression, getriggert
iiber IFN-y, gesteigert werden. Zusétzlich sollte der HPV-Status des HNSCC-Patienten in Bezug auf
die Interpretation der PD-L1-Expression im Tumor beriicksichtigt werden. Dazu kommt, dass
immunhistochemische Féirbungen von Biopsien oder Tumorproben prinzipiell eine Art
,Momentaufnahme* des Tumormikromilieus in rdumlicher und zeitlicher Abhingigkeit darstellen,
woraus meist nicht eindeutig hervorgeht in welchem Verhiltnis die gezeigten Verdnderungen zur
biologischen Tumorprogression stehen: Eine gesteigerte tumorale PD-L1-Expression kann entweder
als Ausdruck einer adaptiven tumoralen Reaktion auf die antitumorale Aktivitdt tumorinfiltrierender
Immunzellen oder als Malignitétskorrelat der tumorintrinisch initiierten Immunresistenz gedeutet

werden. Im ersten Falle fungiert PD-L1 als dynamischer Biomarker, als Korrelat einer
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inflammatorischen Tumormikroumgebung, wéhrend in letzterem Falle PD-L1 als ubiquitdrer anti-
apoptotischer Zielrezeptor der Tumorzelle, indikativ fiir eine maligne Transformation und biologische
Dysregulation der Epithelzelle, angesehen werden konnte. Jedoch kdnnte auch eine im Rahmen einer
verstirkten Immunaktivitéit adaptiv gesteigerte PD-L1 Distribution iiber Zeit in ein immunsuppressives
Tumormikromilieu zweckentfremdet werden. Aus diesem Grunde bedarf es womdglich molekular-
genetischer Untersuchungen oder der Bestimmung des IFN-y-Spiegels im Tumormikromilieu der
entsprechenden Malignome, um klare Aussagen iiber die konkrete Bedeutung der immunhisto-
chemischen PD-L1-Expression im individualisierten Patientenfall treffen zu konnen. Insgesamt konnte
im vorliegenden Patientenkollektiv bei HNSCC-Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung in
Relation zu Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel ein signifikant verldngertes Gesamtiiberleben von
10 Monaten nachgewiesen werden (p = 0,0288), was zum einen durch die signifikant gesteigerte
Leukozyteninfiltration in dieser Patientengruppe (Bochen et al. 2018) und zum anderen ebenso durch
die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte des Vitamin-D auf die Immun-Checkpoint-
Molekiil-Expression bedingt sein kann. Die niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 55% in
HNSCCs konnte unter Beriicksichtigung dieser Uberlebensdaten durch eine ausreichend hohe
Vitamin-D-Versorgung verbessert werden. Dieser prognostisch positive Effekt durch Vitamin-D
scheint interessanterweise in HPV-positiven Tumoren deutlich geringer ausgeprigt zu sein als bei
HPV-negativen HNSCC-Fillen: Unter HPV-negativen Tumorpatienten geht ein ausreichender
Vitamin-D-Spiegel mit einem signifikant verbesserten Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten mit
Vitamin-D-Mangel einher (p = 0,0325), wihrend bei HPV-positivem Tumorstatus kein klarer
Uberlebensvorteil in Assoziation mit dem Vitamin-D-Status beobachtet werden kann (p = 0,4060,
Bochen et al. 2018). Dies kann womoglich durch die charakteristische Tumormolekularbiologie in
HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren bedingt sein, wo zum Einen bereits eine verhiltnisméBig hohe und
prognostisch lenkende immunologische Aktivitit im Tumormikromilieu vorliegt, sodass das immun-
stimulierende Potential von Vitamin-D einen geringerem Effekt zeigen konnte. Zum anderen resultiert
aus einer von Natur aus geringeren Mutationslast im Vergleich zu HPV-negativen HNSCCs eine
grundsitzlich gesteigerte Sensitivitit HPV-positiver Tumoren gegeniiber einer Chemo- bzw.
Bestrahlungstherapie (Fakhry et al. 2008, Thloff et al. 2010). Dazu kommt, dass die durch eine Radio-
bzw. Chemotherapie lokal erzeugten inflammatorischen und zytotoxischen Prozesse eine effektivere
Immunantwort gegen HPV-spezifische Antigene induzieren konnen, indem immunologische
Interaktionen zwischen Effektorzellen und Tumorzellen verstirkt werden: Durch die Therapie
absterbende Tumorzellen sezernieren vermehrt sogenannte ,,danger-associated molecular pattern‘
Molekiile (DAMPs), wie beispielsweise HMGB1, welches antigenpridsentierende Zellen rekrutieren
kann sowie iiber TLR4 deren Differenzierung anregt, sodass die ebenfalls im Zuge der Tumortherapie
vermehrt freigesetzten HPV-assoziierten Antigene effizienter an T-Effektorzellen prisentiert werden

konnen (Andersen et al. 2014).
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SchlieBlich bedarf es einer umfassenden multivarianten Datennalyse mit einem groBeren und besser
beziiglich Tumorsubtypen und Patienteneigenschaften abgestimmten Patientenkollektiv um klidren zu
konnen, ob Vitamin-D prognostisch als unabhéingiger Faktor im Zusammenhang mit weiteren
immunmodulatorischen Aspekten gelten kann. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Patientenkollektiv umfasste zeitlich iiber etwa eineinhalb Jahre hinweg registrierte HNSCC-Fille im
Saarland und angrenzender Regionen, wobei das Kollektiv in dieser Hinsicht zu klein (n = 112) und in

Bezug auf Patientencharakteristika und Tumorlokalisation zu heterogen war.

5.3 Versuche zur Bestimmung der Immunrezeptorexpression in der FaDu-Zelllinie

Ziel der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten molekularbiologischen Analysen war es, die
Expression der Immunrezeptoren CD80, MHC1, PD-L1, B7-H3 und B7-H4 in der FaDu-Zelllinie zu
untersuchen um diese in dann nachfolgenden Versuchen mit der Proteinexpression von FaDu-Zellen,
die mit Vitamin-D behandelt wurden, zu vergleichen. So sollte in vitro nachvollzogen werden konnen,
ob eine Behandlung mit Vitamin-D tatsdchlich aktiv Einfluss auf die Immunrezeptorexpression in
Kopf-Hals-Tumorzellen nehmen kann. Oberfldchlich verankerte Proteinkomplexe konnen durch
proteolytische Aktivitdt enzymatischer Mallnahmen zur Zelldissoziation qualitativ und quantitativ
geschidigt sowie in ihrer Konformation verdndert werden, sodass modifizierte Epitope oder ein
gestortes Zellwachstumsverhalten entstehen kann (Huang et al. 2010, Tsuji et al. 2017). Von dieser
Problematik ausgehend wurde die standardmiBige Verwendung der Serinprotease Trypsin zum Losen
adhérenter Zellen von der Wachstumsfliche nochmals kritisch hinsichtlich der modifikativen bzw.
destruktiven Potenz beziiglich der zu detektierenden Epitope betrachtet, da entsprechende Western
Blots von trypsinierten FaDu-Wildtyp-Zellen bis auf die Ladekontrolle f-Aktin sowie dem Immun-
Checkpoint PD-L1, wider Erwarten keine signalstarken Banden im zu erwartenden Bereich der
weiteren zu detektierenden Immunrezeptoren zeigten. Aus diesem Grunde erfolgte eine Umstellung
auf andere Verfahren zur Zelldissoziation um zu untersuchen, ob das Zellernteprozedere ursédchlich fiir
den fehlenden Proteinnachweis sein konnte. Zu den verwendeten Alternativen zum herkommlichen
Trypsin zéhlen neben Papain das rekombinant hergestellte TrypLE™ Select und Accutase®, eine
Enzymmischung mit sowohl proteolytischer als auch kollagenolytischer Aktivitdt. Letztere Substanzen
beeintrichtigen bei vergleichbarer Nutzungsdauer und Konzentration die Zellregeneration und
Viabilitdt deutlich geringer als Trypsin und wirken dabei schonender auf exprimierte
Membranproteine (Tsuji et al. 2017). Bei experimentellen Untersuchungen an Kardiomyozyten erwies
sich Papain als noch effektiveres Zelldissoziationsmittel beziiglich Zellviabilitdt und funktioneller
Integritit im Vergleich zu TrypLE™ Select und Accutase® (Fischer et al. 2018). Interessanterweise
zeigte sich im Western Blot kein klarer Unterschied in der Signalstirke sowie dem Laufverhalten der
Ladekontrolle B-Aktin zwischen den verschiedenen Dissoziationsmethoden, was die Frage aufwarf, ob
die FaDu-Zelllinie diese oberflichen Molekiile tatsdchlich in vitro nicht exprimiert oder ob
methodologisch-praktische Fehler im Versuchsprotokoll ursdchlich fiir eine unzuverldssige

Membranproteindetektion sein konnten. Zudem wurden die genutzten Primérantikdrper ebenfalls fiir
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die immunhistochemischen Experimente dieser Arbeit in zum Teil deutlich stirkeren Konzentrationen
verwendet. Um diese Fragen weiter zu kldren wurden zusitzlich Zellproben der Zervixkarzinom-
zelllinie HeLa sowie der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7, zu denen wissenschaftliche Publikationen zur
vorhandenen Expression von einigen der in dieser Arbeit untersuchten Membranproteine vorlagen
(Wang et al. 2015, Grenga et al. 2014), als Positivkontrollen herangezogen und dann im Anschluss
mittels Western Blot untersucht. Weiterhin wurde die im SDS-Gel aufgetragene Zellmenge um 25%
erhoht. Hierbei konnte bei allen Zelllinien und Proben beobachtet werden, dass keine nachweisbare
Proteinexpression von MHC1, B7-H4, B7-H3, und CD80 vorlag. Lediglich fiir PD-L1 konnte ein
schwaches Signal in Form von 3 Banden unterschiedlicher Lauthohe detektiert werden. Letztere
Beobachtung liegt vermutlich darin begriindet, dass unterschiedliche Formen von N-glykosyliertem
PD-L1 in den Zelllinien vom Antikorper detektiert wurden, da zum einen beim unglykolisierten PD-
L1-Molekiil ein Molekulargewicht von etwa 33 kDa zu erwarten wire und zum anderen PD-L1 an
mehreren Stellen bevorzugt N-Glykosylierungen aufweisen kann (N35, N192, N200 und N219; Li et
al. 2016). Die N-Glykosylierung wie auch das Ubiquitinilierungsmuster scheinen weiterhin von
funktioneller Relevanz zu sein, da diese die Molekiilstabilitdt und somit auch die immunsuppressive
Potenz von PD-L1 gewéhrleisten und potenzieren (Li et al. 2016, Horita et al. 2017).

Es erscheint plausibel, dass Komponenten der in dieser Arbeit angewandten proteinbiochemischen
Methoden die zu untersuchenden Oberflachenproteine in einem nicht quantifizierbaren Male
degradieren bzw. modifizieren und somit eine Detektion dieser Proteine nicht gelingen konnte:
Denaturierende Agenzien im Rahmen der Probenvorbereitung sowie eine Modifizierung der Sekundér-
bzw. Tertidrstruktur der Proteine durch SDS im Zuge der Gelelektrophorese konnten zur fehlenden
Nachweisbarkeit der Immunrezeptoren gefiihrt haben. Da die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Antikorper als Epitop ein charakteristisches humanbiologisches Kernelement des nachzuweisenden
Molekiils detektieren sollten, wire der Nachweis eines stirkeren Signals durch Antikoérper mit anderer
Epitopspezifitidt eher unwarscheinlich aber ebenfalls eine zu beriicksichtigende Option zur weiteren
Versuchsplanung. Entsprechende Versuche sind derzeit in Planung. Nach diesen Ergebnissen stellt sich
nun die zentrale Frage mit welcher molekularbiologischen Methodik eine zuverlédssige Beurteilung der
Immunrezeptorexpression auf FaDu-Zellen ermdglicht werden konnte. Zukiinftige realisierbare
Experimentansidtze konnten immunzytochemische oder durchflusszytometrische Analysen
einschlieBen, bei denen die Expression der in dieser Arbeit betrachteten Immunrezeptoren sowohl auf
FaDu-Wildttyp-Zellen als auch auf anderen HNSCC-Zelllinien quantifiziert werden konnte: So
ermittelten Kulasinghe et al. {iber ein Immunassay basierend auf einem immunzytochemischen
Verfahren die PD-L1-Expression in verschiedenen HNSCC-Zelllinien (FaDu, SCC25, CAL27,
SCC15, 93-Vu-147 T; Kulasinghe et al. 2017). Grenga et al. bestimmten die PD-L1- und MHCI1-
Expression in 19 humanen Karzinomzelllinien mittels Durchflusszytometrie und RT-PCR (Grenga et
al. 2014). Als Kerngedanke dieser Arbeit gilt die Untersuchung eines potentiellen Effekts von Vitamin-
D auf die Expression der Immunrezeptoren CD80, MHC1, PD-L1, B7-H3 und B7-H4 auf HNSCC-
Zellen. Um eine direkte Aussage iiber den Einfluss von Vitamin-D auf die Immunrezeptorexpression
in vitro treffen zu konnen, wire auch folgender immunzytochemischer Ansatz denkbar: Kultivierte

HNSCC-Zellen (beispielsweise FaDu-Zellen) konnten mit unterschiedlichen Konzentrationen an 1,25-
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OH;-Vitamin-D3 behandelt werden und zu fest definierten Zeitpunkten entnommene Zellproben
konnten schlieBlich fiir eine immunzytochemische Féarbung genutzt werden, bei der eine Beurteilung
der Proteinexpression der Immunrezeptoren erfolgen konnte. Zudem koénnte die mRNA-Expression
der Immun-Checkpoint-Molekiile iiber eine qPCR ermittelt werden oder eine durchfluss-
zytometrische Immunphénotypisierung der Tumorzelllinien erfolgen. Wichtig wére auBerdem die
Eingliederung einer HPV-positiven HNSCC-Zelllinie in diese Versuchsreihe, da aus Uberlebens-
analysen dieser Arbeit und der Publikation von Bochen et al. hervorgeht, dass eine ausreichende
Vitamin-D-Versorgung fiir HPV-positive HNSCC-Patienten keine prognostische Relevanz zu haben
scheint (Bochen et al. 2018). Aus zahlreichen wissenschaftlichen Publikationen zur in vitro-Nutzung
von Vitamin-D zur Analyse des Differenzierungs- und Proliferationsverhaltens von verschiedensten
Tumor- bzw. tumorassoziierten Zelllinien geht hervor, dass experimentell verwendete 1,25-OH»-
Vitamin-D3-Konzentrationen im supraphysiologischen Bereich lagen und oberhalb von 108 M ein
proliferationshemmender Effekt nachgewiesen werden konnte (Yang et al. 2016, Chiang et al. 2013,
Kornfehl et al. 1996). Da die proliferationshemmenden Effekte auf die Tumorzellen und die damit
assoziierten Differenzierungsvorgénge nicht vordergriindig untersucht werden sollten, sondern
vielmehr die Untersuchung der Wirkung von aktivem Vitamin-D auf die Expression der Immun-
Checkpoint-Molekiile unter physiologisch realisierbaren Bedingungen als Ziel der Versuchsreihe gilt,
sollten auch physiologische Konzentrationen an 1,25-OH»-Vitamin-D3 fiir die Zellkulturversuche in
Betracht gezogen werden. Diese sollten sich im Bereich der physiologischen 1,25-OH»-Vitamin-D3-
Serumspiegel (etwa 30 ng/ml bis 60 ng/ml), also im Pikomolarbereich, orientieren. Auch der bereits
geschilderte Aspekt der posttranlationalen Modifikationen am PD-L1-Molekiill durch N-
Glykosylierungen, welche in dieser Arbeit im Western Blot hochstwahrscheinlich erfasst wurden,
erdffnen interessante Perspektiven zur weiteren experimentellen Planung: Es stellt sich die Frage, ob
Vitamin-D das Glykosylierungsmuster von PD-L1 beeinflussen konnte, und somit indirekt
Auswirkungen auf die immunsuppressive Potenz des PD-L1 sowie die Stabilitdt einer PD-1/PD-L1-
Interaktion haben konnte. Letzterer Aspekt konnte insbesondere flir immuntherapeutische Konzepte

von Bedeutung sein.

5.4 Ausblick und Fazit

Zusammenfassend verdeutlichen die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten neben dem
prognostischen giinstigen Einfluss einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung fiir HNSCC-Patienten
weiterhin den modulierenden Effekt von Vitamin-D und HPV auf die Signaltransduktion zwischen
Immunzelle und Tumorgewebe durch Immun-Checkpoint-Molekiile. Vitamin-D fordert die Anti-
Tumor Aktivitit des korpereigenen Immunsystems auf molekularbiologischer Ebene durch
Modifikation des Verhéltnisses von immunstimulierenden zu immunhemmenden Immun-Checkpoint-
Interaktionen. Einen dhnlichen Effekt auf die Immun-Checkpoint-Molekiil-Expression konnte in HPV-
positiven Tumoren beobachtet werden. Dadurch wird ein Entkommen aus der immunologischen
Kontrolle erschwert und die Tumorprogression potenziell verzogert. Diesbeziiglich ist es wichtig zu

beachten, dass neben dem durch Vitamin-D beeinflussten tumoralen und leukozytidren
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Expressionsprofil der untersuchten Immun-Checkpoint-Molekiile weitere Zytokine und zelluldre
Mediatoren in der Tumormikroumgebung, welche ebenfalls im immunologischen Crosstalk zwischen
Tumor- und Immunzelle involviert sind, an Immunevasionsprozessen beteiligt sein konnten. In dieser
Hinsicht wire es interessant zu untersuchen, in welchem Ausmal3 Vitamin-D modifizierend auf das
peritumorale Zytokinprofil Einfluss nehmen konnte und damit einhergehende potentielle
Veranderungen mit der Immun-Checkpoint-Expression im Tumorgewebe zu vergleichen. Gerade der
Einfluss von Vitamin-D auf die tumorale Expression der Immun-Checkpoint-Molekiile B7-H4, B7-H3
und CD80, welche ihre Wirkung iiber mehrere verschiedene und teilweise noch nicht ginzlich
charakterisierte Zielrezeptoren entfalten, konnte wahrscheinlich insbesondere dann besser interpretiert
werden, wenn weitere durch Vitamin-D induzierte Verdnderungen in der zelluliren und humoralen
Komposition der Tumormikroumgebung identifiziert werden wiirden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit liefern potenticlle Anhaltspunkte fiir diese Argumentation, sodass neben einer fokussierten
Betrachtung der immunologischen Organisation in HNSCCs funktionell-immunologische
Verdnderungen im Zusammenhang mit dem Vitamin-D-Status weiter untersucht werden sollten und
zusitzlich experimentelle Ansdtze an HNSCC-Zellproben fiir diese Fragestellungen beriicksichtigt
werden sollten. Aktuell sind in vitro-Experimente an HNSCC-Zelllinien, die mit aktivem Vitamin-D in

sowohl supraphysiologischen als auch physiologischen Konzentrationen behandelt werden in Planung.

Hinreichend bekannt ist, dass HNSCCs durch eine starke immuninfiltrierende Komponente
gekennzeichnet sind, deren AusmaBl zudem vom HPV-Tumorstatus beeinflusst wird. Das
immunsuppressive Tumormikromilieu in Kopf-Hals-Tumoren wird insbesondere durch die Prisenz
regulatorischer T-Zellen aufrechterhalten und moduliert (Ferris 2015, Mandal et al. 2016). Einerseits
sind TREGs dazu befahigt inflammatorische Prozesse in der Tumormikroumgebung, welche gerade
bei Kopf-Hals-Tumoren einen hohen Stellenwert beziiglich einer effektiven Tumorprogression
einehmen, einzuddmmen. Andererseits agieren TREGs immunsuppressiv auf diverse T-Effektorzellen,
was konsekutiv die Tumorprogression erleichtern und die Tumorbekédmpfung erschweren kann. Diese
zelluldr inhibierenden Eigenschaften von TREGs werden insbesondere tiber CTLA-4 vermittelt (Chen
et al. 2017). In dieser Hinsicht wire es interessant zu erforschen, inwiefern Vitamin-D die Tumor
infiltrierenden Effektorzellen sowie die TREGs in ihrer Aktivitit und Funktionalitit beeinflussen kann.
Hierzu werden aktuell in der HNO-onkologischen Forschungsgruppe an der Universitétsklinik des
Saarlandes unter der Leitung von Herrn PD Dr. med. M. Linxweiler und F. Bochen, M.Sc.,
experimentelle Untersuchungen zur lytischen Signatur von durch Vitamin-D aktivierten

immunologischen Zielzellen, wie NK-Zellen und zytotoxische T-Lymphozyten, durchgefiihrt.

AbschlieBend kann, unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit erhobenen Daten und allen bisher
aufgefiihrten Aspekten, zusammenfassend festgestellt werden, dass durch eine ausreichend hohe
Vitamin-D-Versorgung ein klarer Uberlebensvorteil bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumorerkrankungen
im Vergleich zu HNSCC-Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel erreicht werden kann sowie dass
Vitamin-D und HPV regulativ in die Expression von Immun-Checkpoint-Molekiilen in der
Tumormikroumgebung von HNSCCs eingreifen konnen. Die iiberwiegend immunsuppressiven

Signalwege in der Tumormikroumgebung kdnnen durch einen ausreichenden Vitamin-D-Serumspiegel
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und einen positiven HPV-Tumorstatus verhéltnismafBig eingeschrinkt werden, sodass eine effektivere
Anti-Tumor-Immunantwort generiert werden kann und tumorprogressions-fordernde Eigenschaften
reduziert werden konnen. Damit demonstrieren diese Ergebnisse, dass es flir HNSCC-Tumorpatienten
vorteilhaft und von enormer Bedeutung sein kann, auf eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung zu
achten und die behandelnden Arzte diesbeziiglich zu sensibilisieren. Insbesondere im Hinblick auf
immuntherapeutische und chemotherapeutische Ansdtze erfordert die aktuelle Medizin zusétzliche
experimentelle Untersuchungen und Studien zur immunmodulativen Potenz des Vitamin-D im
Rahmen von Tumorerkrankungen um zu differenzieren und zu eruieren, inwieweit eine Vitamin-D-
Substitution im Zusammenhang mit personalisierten Immuntherapien in der Kopf-Hals-Onkologie
effektiv eingesetzt werden kann um letztlich eine verbesserte Prognose und Lebensqualitit der

Patienten zu erreichen.
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