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1. Einleitung

1.1. Der Oropharynx

Der Oropharynx, auch Mesopharynx oder Mundrachen genannt, ist Teil des Pharynx, zu
Deutsch Rachen. Er dient als gemeinsamer Weg fir Atemluft und Nahrung. Der
Oropharynx schlieBt sich an Nasopharynx und Mundhdéhle an und fihrt in den
Hypopharynx. Er wird durch folgende Strukturen begrenzt: kranial: Velum palatinum;
kaudal: Oberrand der Epiglottis; ventral: Arcus palatoglossus und Arcus
palatopharyngeus; dorsal: Fascia praevertebralis des zweiten und dritten Halswirbels.
Anatomisch werden die Bereiche Zungengrund, Vallecula, Tonsillen, Fossa tonsillaris,
Glossotonsillarfurche, Oropharynx-Hinterwand, orale Flache des weichen Gaumens und
Uvula zum Oropharynx zusammengefasst. Die Blutversorgung erfolgt iber Aste der A.
carotis externa und der Blutabfluss tber die V. jugularis interna. Der Lymphabfluss findet
Uber Lymphbahnen zu retropharyngealen, parapharyngealen oder tiefen Hals-
lymphknoten statt. Der Oropharynx ist mit einer Schleimhaut aus mehrschichtigem,
unverhornten Plattenepithel ausgekleidet. Unter dem Epithel befinden sich lymphatische
Organe, die als Tonsillen bezeichnet werden. Sie dienen der Immunabwehr. Man kann
die Tonsilla lingualis, Tonsilla palatina, Tonsilla pharyngealis, Tonsilla tubaria und die
Seitenstrange unterscheiden. Das Epithel der Tonsillen hat eine durch Krypten
vergroBerte Oberflache, so dass ein besserer Antigenkontakt ermdéglicht wird. Darunter
liegen Lymphfollikel, in denen die Proliferation, antigenabhangige Differenzierung und
Aktivierung von B- und T-Zellen stattfinden. Die Tonsillen werden zum sogenannten
Waldeyer-Rachenring zusammengefasst und sind Teil des MALT (mucosa associated
lymphoid tissue).

1.2. Das Oropharynxkarzinom

1.2.1. Epidemiologie und Atiologie

Oropharynxkarzinome (oropharyngeal squamous cell carcinoma = OPSCC) stellen
weltweit 0,5% (2018: 92.887) aller Tumorneuerkrankungen dar (Bray et al. 2018). Sie
werden zu den Kopf-Hals-Tumoren (head and neck squamous cell carcinoma = HNSCC)
gezahlt. Atiologisch werden fiir die Entstehung von OPSCC verschiedene Faktoren
verantwortlich gemacht. Zu den Hauptrisikofaktoren HPV-negativer OPSCC zahlen
Nikotin- und Alkoholabusus (Blot et al. 1988). Tabakrauch enthélt viele verschiedene
karzinogene Stoffe wie z.B. polyzyklische Aromaten oder tabakspezifische Nitrosamine
(International Agency for Research on Cancer und IARC Working Group on the
Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to Humans 1986). Ebenso gilt Alkohol



als karzinogen. Er wirkt durch eine verminderte Speichelproduktion direkt zellschadigend
und erleichtert durch seine Eigenschaften als Lésungsmittel das Eindringen der
Karzinogene des Tabakrauchs. Ein kombinierter Nikotin- und Alkoholabusus potenziert
daher die karzinogene Wirkung beider Noxen (Blot et al. 1988). Bei HPV-negativen
Tumoren geht man von einer mehrstufigen Entwicklung aus. Durch Noxen entstehen
kumulativimmer mehr Mutationen, wobei hierbei die Mutationen des Tumorsuppressor-
gens TP53 eine entscheidende Rolle spielen. Aber auch genetische Pradispositionen
und Umweltfaktoren sind von Bedeutung. Zum anderen kann eine Infektion mit high-risk
HPV zur Bildung eines Malignoms beitragen (Smith et al. 1998). Bei HPV-getriebenen
OPSCC ist die Karzinogenese vor allem durch die Aktivitédt viraler Onkoproteine
(Abschnitt 1.3.4.) bedingt. Genetische Veranderungen spielen ebenfalls eine Rolle,
scheinen jedoch weniger bedeutsam als bei HPV-negativen OPSCC zu sein. HPV-
getriecbene OPSCC zeigen in vielen Landern weltweit eine ansteigende Pravalenz
(Wittekindt et al. 2018), wahrend Noxen-induzierte Tumoren rickldufig sind (Mifsud et
al. 2017). Daher gewinnt die Betrachtung der HPV-getriebenen OPSCC zunehmend an
Bedeutung.

1.2.2. Diagnostik und Staging

Symptome wie Halsschmerzen, Globusgefihl, Schwellung am Hals oder Odynophagie
bis hin zur Dysphagie werden vom Patienten angegeben. Zur Abklarung der
Beschwerden erfolgt zunachst eine komplette HNO-arztliche Untersuchung. Dabei
werden Mund und Rachen auf Veranderungen der Schleimhaut untersucht. Ebenso
werden die Lymphknoten am Hals auf eventuell vorhandene Lymphknotenmetastasen
abgetastet. Vor allem bei HPV-getriebenen Tumoren kann es auch bei einem kleinen
Primarius zu groBen Lymphknotenmetastasen kommen, die dem Betroffenen als erstes
Symptom auffallen. Um die Ausbreitung des Tumors darzustellen, erfolgt in der Regel
eine Bildgebung. Dabei kommen Computertomographie (CT), Magnetresonanz-
tomographie (MRT) und Sonographie zum Einsatz. Mit Hilfe der Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) in Kombination mit der CT kann die Stoffwechsellage des Tumors
abgeschatzt werden. Hierfir wird dem Patienten meist ein radioaktiv markiertes
Glukoseanalogon (2-Fluor-2-desoxy-D-glukose = FDG) appliziert, welches sich in
besonders stoffwechselaktivem Gewebe (z.B. Tumorgewebe) anreichert. Auf Grund des
veranderten Metabolismus durch die Infektion mit HPV (Abschnitt 1.3.5.) stellen sich
HPV-getriebene im Gegensatz zu HPV-negativen OPSCC in der PET homogen dar
(Sharma et al. 2017). Zur histologischen Sicherung missen Proben des Tumors
entnommen werden. Dies kann in lokaler Betadubung oder in Narkose erfolgen. Im



Rahmen einer Panendoskopie kénnen zudem die Tumorausdehnung und mdgliche
Rekonstruktionsverfahren abgeschatzt werden. Hierbei kdnnen ebenfalls Zweit-
karzinome ausgeschlossen werden (Wittekindt et al. 2018). Zum Nachweis des HPV-
Status wird eine Kombination von p16™K4a Testung und HPV-DNA Test empfohlen
(Prigge et al. 2017).

1.2.3. Klassifikation von OPSCC

Mit Hilfe der TNM-Klassifikation kénnen die Tumoren in verschiedene Stadien eingeteilt
werden. Dabei werden die Ausdehnung des Priméartumors (T = Tumor), das Vorhanden-
sein von regiondren Lymphknotenmetastasen (N = Node) und die hamatogene
Fernmetastasierung (M = Metastase) betrachtet (Tabelle 1). Daraus ergibt sich eine
international verwendete Tumorformel. Da es viele verschiedene Kombinationen aus T-,
N- und M-Kategorie gibt, werden diese zur Prognoseabschatzung und Therapie-
entscheidung in vier UICC-Stadien (,Union internationale contre le cancer®)
zusammengefasst (Tabelle 2).

In dieser Arbeit wurde die bis 2017 verwendete 7. Auflage der ,TNM-Klassifikation
maligner Tumoren® verwendet (Sobin et al. 2011). Seit der 8. Auflage der ,TNM-
Klassifikation maligner Tumoren“ werden zwei verschiedene Entitdten der OPSCC
anhand der Expression von p16™K4a unterschieden (Brierley et al. 2017).



Tabelle 1: TNM-Klassifikation nach UICC 7

T-/N-/M- -

Kategorie Definition

TX Primartumor nicht beurteilbar

T0 Kein Hinweis auf Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor 2cm oder weniger in gréBter Ausdehnung

T2 Tumor mehr als 2cm, aber nicht mehr als 4cm in gré3ter Ausdehnung

T Tumor mehr als 4cm, oder Ausdehnung zur lingualen Oberflache der
Epiglottis
Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Larynx, duBere

Taa Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hypoglossus, M. palatoglossus,
M. styloglossus), Lamina medialis des Processus pterygoideus, harter
Gaumen oder Unterkiefer
Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie M. pterygoideus lateralis, Lamina

T4b lateralis des Processus pterygoideus, Schadelbasis oder umschlief3t A.
carotis interna

NX Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten, 3cm oder weniger in
gréBter Ausdehnung

N2a Metastase in solitarem ipsilateralen Lymphknoten, mindestens 3cm, aber
nicht mehr als 6cm in groBter Ausdehnung

N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6¢cm in
gréBter Ausdehnung

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner mehr
als 6cm in groBter Ausdehnung

N3 Metastase(n) in Lymphknoten mit mehr als 6¢cm in gréBter Ausdehnung

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen vorhanden

M1 Fernmetastase(n) vorhanden

Tabelle 2: UICC 7 Stadieneinteilung

UICC 7- [Tumorausbreitung [Lymphknotenmetastasen |[Fernmetastasen
Stadium |T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
I T2 NO MO
T1 N1 MO
0 T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
IVa T4 NO, N1 MO
Jedes T N2 MO
IVb Jedes T N3 MO
IVc Jedes T Jedes N M1

Tumorausbreitung, Lymphknoten- und Fernmetastasen nach TNM-Klassifikation



1.2.4. Therapie und Prognose von OPSCC

Die Therapie von OPSCC setzt sich haufig aus mehreren Komponenten zusammen und
wird dann als multimodal bezeichnet. Aktuell werden in Deutschland eine Operation,
gegebenenfalls in Kombination mit einer Radio- und Chemotherapie, oder in fort-
geschrittenen Stadien eine primare Radiochemotherapie empfohlen. Je nach
Lokalisation und Tumor-ausdehnung erfolgt nach der chirurgischen Tumorentfernung
der Wundschluss primar oder mit Hilfe eines gestielten oder freien Lappens (z.B.
Radialislappen). Abhangig vom Stadium wird ebenfalls eine so genannte ,Neck
dissection* ein- oder beidseitig durchgeflihrt. Dabei kénnen die selektive (nur bestimmte
Regionen), die modifiziert-radikale (Ausrdumung aller Halslymphknoten) und die
radikale (Lymphknoten, M. sternocleidomastoideus, V. jugularis interna und N.
accessorius) Neck dissection unterschieden werden. Im Gegensatz zu diesem primér
chirurgischen Vorgehen wird in einigen Landern eine primare Radiochemotherapie
bevorzugt (O'Sullivan et al. 2016). In den USA wird neuerdings auch ein primar
chirurgisches Vorgehen mit Hilfe von transoraler Roboterchirurgie der priméren
Radiochemotherapie vorgezogen (Nichols et al. 2019).

Patienten mit HPV-getriebenem Tumor haben ein deutlich besseres Uberleben als
solche mit HPV-negativem Tumor (3-Jahres-Uberleben: 82,4% vs. 57,1%; Ang et al.
2010). Auf Grund dieser erheblich besseren Prognose wird die M®dglichkeit einer
Therapiedeeskalation bei HPV-getriebenen OPSCC erforscht.

1.3. Die humanen Papillomaviren (HPV)

Humane Papillomaviren (HPV) gehéren zur Familie der Papillomaviridae und sind
unbehlllte, epitheliotrope doppelstrangige DNA-Viren. Sie infizieren Epithelzellen der
auBeren Haut (kutanotrop) oder von Schleimhauten (mukosotrop). Dabei kann diese
groBBe Virengruppe anhand der Tendenz der infizierten Zellen maligne zu entarten, in
Niedrigrisiko (>150, ,Jow-risk) und Hochrisiko (ca. 15, ,high-risk“) Typen unterschieden
werden (Wagner et al. 2017). Wahrend die low-risk Typen vor allem Warzen und
Papillome verursachen, kann es bei Infektion mit den high-risk Typen zu prakanzerdsen
Lasionen und schlussendlich zur Entstehung von Krebs kommen. Dieser
Zusammenhang von HPV und Krebs wurde erstmals von Prof. Dr. med. Dr. h. c. mult.
Harald zur Hausen bei Cervixkarzinomen beschrieben. 1985 wurde die DNA eines high-
risk Typs (HPV16) in Mundhdhlen-karzinomen gefunden (L6ning et al. 1985).



1.3.1. Aufbau des Virus

Ein ikosaedrisches Kapsid (ca. 55nm Durchmesser) umhullt das Virusgenom. Dieses
doppelstrangige DNA-Molekll ist ca. 8 Kilobasenpaare groB und ringférmig
geschlossen. Das Genom wird in eine E-Region (early region), eine L-Region (late
region) und eine nicht kodierende Region (noncoding region = NCR) eingeteilt (Danos
et al. 1982). Regulatorische Gene liegen in der E-Region. Sie kodiert die Proteine E1-
E8 (Abschnitt 1.3.3.), wobei E6 und E7 eine onkogene Aktivitat besitzen (Abschnitt
1.3.4.) Die L-Region beinhaltet die Struktur-Gene, die die Proteine L1 und L2 kodieren
(Abschnitt 1.3.3.). Die Viruspartikel sind unbehullt (fehlende Lipidhdlle) und weisen
dadurch eine hohe Resistenz gegentber Umwelteinflissen auf (Ding et al. 2011).

1.3.2. Infektionswege

HPV wird direkt durch Haut-/Schleimhautkontakt oder indirekt durch Kontakt mit
kontaminierten Gegenstanden (z.B. Uber den Boden im Schwimmbad) Ubertragen
(Wittekindt et al. 2018). Eine vertikale Ubertragung von der Mutter auf das Kind wahrend
des Geburtsvorgangs ist ebenfalls moglich (Alberico et al. 1996). Bei den high-risk Typen
vermutet man vor allem einen sexuellen Ubertragungsweg (Gillison et al. 2008). Das
Virus dringt beispielsweise durch Mikrowunden in der Haut/Schleimhaut ein und infiziert
undifferenzierte Epithelzellen der Basalschicht.

1.3.3. Pathogenese

Die Replikation des Virus findet in der Epidermis statt. Nach Aufnahme des Kapsids in
die Basalzelle und Entmantelung (,uncoating”) werden zu Beginn des HPV
Reproduktionszyklus die sogenannten ,E“-Proteine (E1-E8) exprimiert, wobei ,E* flr
,early* steht. Diese Proteine dienen der Virusvermehrung in der Zelle. E1 ist eine
Adenosintriphosphat (ATP) abhangige DNA Helikase und flr die Genomreplikation von
HPV notwendig (Hughes und Romanos 1993). Das E2-Gen kodiert drei fir die
Replikation erforderliche regulatorische Proteine, ein Aktivator- und zwei Repressor-
Proteine (McBride et al. 1991). Durch Teilung der infizierten Basalzelle werden die
Tochterzellen mit dem Virus in hdhere Zellschichten geschoben. Nichtinfizierte
suprabasale Epithelzellen treten an diesem Punkt in die Go-Phase des Zellzyklus ein,
sie differenzieren sich und sind nicht mehr teilungsféhig. Im Gegensatz dazu verhindern
E6 und E7 den Eintritt in die Go-Phase und férdern die Proliferation der infizierten
epidermalen Zelle, da es so zur Virusreplikation kommt (Banerjee et al. 2006). In héhere



Hautschichten werden die ,L*“-Proteine (L1 und L2; ,/ate*) exprimiert. Diese bilden die
Kapsidstruktur (Florin et al. 2002). Kommt es zur physiologischen Abschilferung der
obersten Epithelzellen, werden die Viren mit den Hautpartikeln an die Umwelt
abgegeben. Im Gegensatz zu anderen Viren ist die Infektion mit HPV auf die Epidermis
begrenzt. Viele Infektionen sind selbstlimitierend und verschwinden innerhalb eines
Jahres wieder (Kreimer et al. 2013). Seltener kommt es zu langer persistierenden
Infektionen. Dann kann es wie in Abschnitt 1.3.4. beschrieben zur Karzinogenese
kommen. Die Latenzzeit von der Infektion bis zum Auftreten eines Tumors kann viele
Jahre bis Jahrzehnte betragen. So zeigten z.B. Mork et al. eine Latenzzeit von bis zu 20
Jahren (Mork et al. 2001).

1.3.4. Karzinogenese

Bei der HPV-getriebenen Karzinogenese kann die Virus-DNA episomal in der Zelle
vorliegen (Olthof et al. 2014) oder wird in die DNA der Wirtszelle integriert (Kim et al.
2007). Far die Integration wird die ringférmige DNA gespalten, wodurch Teile oder auch
das gesamte E1 und E2 Gen verloren gehen kénnen (Matsukura et al. 1986). Dadurch
kénnen die Repressor-Proteine E2 nicht mehr synthetisiert werden und die drosselnde
Wirkung auf die Genexpression von E6 und E7 entféllt (Cripe et al. 1987). Durch die
verstarkte Expression von E6 und E7 wird eine Dysregulation der Tumorsuppressoren
p53 und des Retinoblastom (Rb)-Proteins ausgeldst und es kommt zur Karzinogenese.
Physiologisch verhindert das Protein p53 bei vorliegenden DNA Schéaden den Eintritt der
Zelle in die S-Phase. Dazu wird es phosphoryliert und deshalb nicht ubiquitiniert und
abgebaut. E6 verursacht durch Aktivierung der Ubiquitinligase E6AP die Ubiquitinierung
von p53, wodurch dieses im Proteasom abgebaut wird (Huibregtse et al. 1993). Die
Wirkung von p53 entféllt somit voéllig. Der Eintritt in die S-Phase wird zudem durch das
Rb-Protein gehemmt, wenn dieses an E2F-Transkriptionsfaktoren bindet. E7 heftet sich
an das Rb-Protein und inaktiviert es (Dyson et al. 1989). Dadurch werden die E2F-
Transkriptionsfaktoren freigesetzt und die S-Phase induziert.

Bei HPV-getriebenen OPSCC findet man eine Uberexpression von p16'NK42, p1gNK4a jst
ein Tumorsuppressor, der bei okogenem Stress vermehrt gebildet wird. Normalerweise
hemmt er die Bindung von Cyclin-dependant kinase 4 und 6 (CDK4/6) an Cyclin D. Auf
diese Weise wird das Rb-Protein nicht phosphoryliert, E2F-Transkriptionsfaktoren
binden daran und die Zelle bleibt im Zellzyklusarrest. Bei der HPV-getriebenen
Karzinogenese fuhrt E7 zur Aktivierung der Histon-Lysin-Demethylase KDM6B und
dadurch zur Akkumulation des Proteins p16™K42 in den Zellen (McLaughlin-Drubin et al.



2013). Da gleichzeitig das Rb-Protein durch E7 im Proteasom abgebaut wird, kommt es
trotz p16™<“a Uberexpression nicht zum Zellzyklusarrest. KDM6B und p16™K2 sind fiir
das Uberleben der Tumorzelle nétig, da die Aktivitdt von CDK4/6 bei fehlendem Rb-
Protein zum Zelltod zu flhren scheint (Munger et al. 2013).

Far das Virus ist die Entstehung eines Tumors jedoch eine ,Endstation“, da durch die
ausbleibende Differenzierung der Epithelzellen keine Viruspartikel gebildet und
freigesetzt werden kénnen (Middleton et al. 2003).

1.3.5. Stoffwechsel bei HPV-getriebenen Karzinomen

Viele Tumoren nutzen den ,Warburg-Effekt® zur Energiegewinnung. Hierbei wird
Glucose durch die Glykolyse Uber Pyruvat zu Laktat abgebaut, wodurch Energie
freigesetzt wird. Zudem nutzen Tumorzellen die Intermediate wie z.B. Acetyl-Coenzym
A (Acetyl-CoA) zur Baustoffsynthese fir die Proliferation (Denko 2008). HPV nutzt
vermutlich den Warburg-Effekt ebenfalls zur Baustoffsynthese, denn Acetyl-CoA kann in
anabolen Prozessen zur Virusreplikation verwendet werden (Martinez-Ramirez et al.
2018). Experimentelle Arbeiten zeigen, dass der Hypoxie-induzierbare Faktor-1a (HIF-
1a), der normalerweise nur unter Hypoxie stabil ist, in HPV infizierten Zellen auch unter
Normoxie nicht abgebaut wird (Knuth et al. 2017). E6 und E7 stabilisieren HIF-1a
(Nakamura et al. 2009), wodurch der Warburg-Effekt unterstitzt wird. Kommt es
getrieben durch HPV zur Zellentartung, kann dieser Effekt das Tumorwachstum férdern.
Dieser veranderte Metabolismus lasst sich in der PET erkennen. Hier zeigen HPV-
getriebene im Gegensatz zu HPV-negativen OPSCC eine homogenere
Glucoseanreicherung (Sharma et al. 2017).

1.3.6. Besondere Immunsituation bei HPV-getriebenen Karzinomen

Bereits in frihen Stadien der Infektion findet man in der Umgebung der Epithelzellen
vermehrt Zellen des angeborenen Immunsystems, z.B. dendritische Zellen, natlrliche
Killerzellen (NK-Zellen) oder Langerhans-Zellen (Amador-Molina et al. 2013). HPV findet
jedoch Wege dem Immunsystem zu entkommen. Da Immunzellen vor allem in den
tieferen Schichten der Haut vorkommen und die Virusfreisetzung an der Oberflache
stattfindet, kommen sie nicht mit Viruspartikeln in Kontakt. Daher werden auch kaum
Antikérper gegen HPV gebildet. Bei HPV-infizierten Zellen verhindert das virale
Onkoprotein E5 die Expression von Humanem Leukozytenantigen-Klasse-lI Molekdilen
(HLA-1) auf der Oberflache (Ashrafi et al. 2006). Infolgedessen werden keine



Virusantigene auf der Zelloberflache Uber HLA-I préasentiert, wodurch die infizierten
Wirtszellen vom Immunsystem nicht erkannt werden. Normalerweise exprimieren Zellen
HLA-1 auf ihrer Oberflache, um einer durch NK-Zellen hervorgerufenen
Autoimmunreaktion (,missing-self‘) vorzubeugen. Durch den Verlust von HLA-I auf der
Zelloberflache werden jedoch NK-Zellen angezogen. So konnte gezeigt werden, dass in
HPV-getriebenen im Gegensatz zu HPV-negativen OPSCC mehr NK-Zellen zu finden
sind (Wagner et al. 2016).

1.4. Der Programmed death-ligand 1 (PD-L1)

1.4.1. Lokalisation und molekulare Struktur von PD-L1

Der Programmed death-ligand 1 (PD-L1) ist ein Typ-1-Transmembranprotein, was
bedeutet, dass sich der N-terminus des Proteins extrazellular befindet. Es besteht
insgesamt aus 290 Aminosduren. Die extrazelluldare Doméane &hnelt der von
Immunglobulinen und besteht aus einem variablen und einem konstanten Anteil. Daran
schlieB3t sich eine hydrophobe transmembrane Doméane und ein 30 Aminosauren langer
zytoplasmatischer Teil an (Dong et al. 1999). Die variable Doméane wird genutzt um einen
1:1 Komplex mit dem Rezeptor Programmed cell death protein 1 (PD-1) auf T-Zellen
einzugehen (Lin et al. 2008). PD-L1 wird auf verschiedenen Zellen wie z.B.
Skelettmuskelzellen, im Herz, in der Lunge und in der Plazenta verhaltnismaBig stark, in
Milz-, Leber-, Thymus- und Nierengewebe hingegen nur wenig exprimiert (Dong et al.
1999). Zudem wird PD-L1 auf dendritischen Zellen, Monozyten und Keratinozyten
exprimiert (Freeman et al. 2000). PD-L1 gehért zur B7 Familie und wird daher auch als
B7 homolog 1 (B7-H1) bezeichnet.

1.4.2. Funktion der PD-1/PD-L1-Achse

Proteine der B7 Familie modulieren die T-Zell Antwort. PD-L1 fiihrt durch Bindung an
PD-1 zu einer Inhibition der Lymphozyten-Proliferation und Zytokinsekretion (Freeman
et al. 2000). Dies bewirkt eine periphere T-Zell-Toleranz und verhindert so
Autoimmunreaktionen (Keir et al. 2006). Die immunregulatorische Rolle der PD-1/PD-
L1-Achse wird deutlich, wenn man die Auswirkungen einer fehlenden Expression
betrachtet. So entwickelt sich bei Mausen ohne PD-L1 Expression ein
autoimmunbedingter Diabetes (Keir et al. 2006). Mause, die kein PD-1 exprimieren,
erkranken an Lupus ahnelnder proliferativer Arthritis und Glomerulonephritis, ebenso wie
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an autoimmunbedingter dilatativer Kardiomyopathie (Nishimura et al. 1999; Nishimura
et al. 2001).

Durch Bindung von PD-L1 an PD-1 wird das Immunrezeptor Tyrosin-basierte hemmende
Motiv (immunoreceptor tyrosine-based switch motif = ITSM) phosphoryliert. Dadurch
binden Src homology region 2 domain-containing phosphatase (SHP)-1 und SHP-2 an
PD-1, wodurch die Aktivitat der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und somit auch die der
Proteinkinase B (PKB) gehemmt wird (Parry et al. 2005; Chemnitz et al. 2004). Dies hat
zur Folge, dass die Zytokinproduktion (Interferon-y = IFNy; Tumornekrosefaktor-a =
TNF-q; Interleukin-2 = IL-2), Zellproliferation, -differenzierung und -Uberleben vermindert
sind (Keir et al. 2006; Jones et al. 2000; Riella et al. 2012). Zudem wird der T-Zell-
Rezeptor (TCR) Signalweg durch die Bindung von PD-L1 an PD-1 herunterreguliert.
Dabei wird die Phosphorylierung von Zeta-chain-associated protein kinase 70 (ZAP70)
und CD3C inhibiert. Hierdurch kénnen sie keine Verbindung eingehen und es kommt
nicht zur Signaltransduktion (Sheppard et al. 2004). Des Weiteren wird die
Phosphorylierung von Protein kinase C theta (PKC8) inhibiert, die fir die IL-2 Produktion
der T-Zellen benétigt wird (Sheppard et al. 2004; Pfeifhofer et al. 2003). So wird unter
physiologischen Bedingungen eine UberschieBende, durch T-Zellen vermittelte
Immunreaktion verhindert (Abbildung 1).

1.4.3. PD-L1 bedingter Imnmun-Escape von Tumorzellen

Tumorzellen, die PD-L1 auf ihrer Oberflache exprimieren, kénnen an PD-1 auf T-Zellen
binden und so die TCR vermittelte zytotoxische Reaktion inhibieren (Abbildung 1). Dies
wird als ,Immun-Escape® bezeichnet. Solche Tumorzellen zeigen ein verbessertes
Wachstum und eine stérkere Ausbreitung im Vergleich zu entsprechenden Tumorzellen
ohne PD-L1 Expression (lwai et al. 2002). Die Expression von PD-L1 konnte bei diversen
Tumoren nachgewiesen werden. So exprimieren z.B. einige Lungenkarzinome (Non-
small cell lung cancer= NSCLC), Melanome, Kolonkarzinome, Nierenzellkarzinome oder
auch Cervixkarzinome PD-L1 (Konishi et al. 2004; Yang et al. 2008; Shi et al. 2013;
Thompson und Kwon 2006; Reddy et al. 2017). Dabei zeigt die Expression
unterschiedliche Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten. Fir z.B.
Nierenzellkarzinome und einige NSCLC konnte PD-L1 als negativer prognostischer
Faktor herausgestellt werden (Thompson und Kwon 2006; Chen et al. 2012). Im
Gegensatz dazu konnte PD-L1 als positiver Faktor fiir das Uberleben von Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus, Kolonkarzinomen, friihen Plattenepithel-
karzinomen und EBV-assoziierten lymphoepithelioma-ahnlichen Karzinomen der Lunge
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bestatigt werden (Jiang et al. 2017; Droeser et al. 2013; Schmidt et al. 2015; Jiang et al.
2015). Auch HNSCC allgemein und Tonsillenkarzinome im speziellen exprimieren zum
Teil PD-L1 (Feldman et al. 2016; Hong et al. 2016). Die PD-L1 Expression wies bei
HNSCC in verschiedenen Studien ebenfalls unterschiedliche Einflisse auf das
Uberleben auf [positive (Jia et al. 2019; Hong et al. 2016); keine (Kim et al. 2016; Li et
al. 2017); negative (Muller et al. 2017)].

Schutz vor Autoimmunerkrankungen Immun-Escape

Antigenprasentierende Zelle Tumorzelle

CD8* T-Zelle CD8* T-Zelle

“Aktivierung
A Proliferation
A IFNy und TNF-a
A Zytotoxizitat

Abbildung 1: PD-L1 Expression auf antigenprasentierenden Zellen inhibiert die TCR

vermittelte Aktivierung der CD8" T-Zelle, sodass es nicht zu Proliferation, Zytotoxizitat
und Sekretion von IFNy, IL-2 wund TNF-a kommt, zum Schutz vor
Autoimmunerkrankungen. Den gleichen Mechanismus nutzen Tumorzellen, was als
Immun-Escape bezeichnet wird. (MHC = major histocompatibility complex)
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1.4.4. Inhibitoren der PD-1/PD-L1-Achse

Seit einiger Zeit werden Inhibitoren der PD-1/PD-L1-Achse in der Therapie
verschiedener Tumorentitaten eingesetzt. Bei HNSCC werden PD-1-Inhibitoren im
rezidivierten oder metastasierten Stadium angewandt. Sie blockieren die Bindungsstelle
von PD-1 fir PD-L1 (Lee et al. 2016), wodurch die T-Zellen mit ihrem PD-1 Rezeptor
nicht mehr an PD-L1 auf Tumorzellen binden kénnen und diese ,immun-resistenten®
Tumorzellen angreifbar werden. Durch Einsatz von PD-1 Inhibitoren konnte bei einigen
Tumoren, z.B. beim fortgeschrittene Melanom oder NSCLC, das Uberleben der
Patienten verlangert werden (Robert et al. 2015; Herbst et al. 2016). Die ,KEYNOTE-048
Studie” (Burtness et al. 2019) konnte fir HNSCC zeigen, dass eine Kombination aus
Chemotherapie und PD-1 Inhibitor einer Chemotherapie in Kombination mit Cetuximab
in Bezug auf das Gesamtiiberleben Uberlegen ist. Jedoch treten unter diesen Therapien
mit PD-1 Inhibitoren auch autoimmunbedingte Nebenwirkungen wie z.B. Autoimmun-
kolitis, -hepatitis, Endokrinopathien, Pneumonitis oder Kardiomyopathien auf.

1.5. HPV und PD-L1

Ein Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der PD-L1 Expression wird
vermutet. Studien zur PD-L1 Expression bei HNSCC und bei Cervixkarzinomen zeigen
eine Korrelation (Hong et al. 2016; Meng et al. 2018). Auch HPV-getriebene Lasionen
der Cervix (Vorlaufer fir Cervixkarzinome) zeigen eine erhdhte PD-L1 Expression
(Yang-Chun et al. 2017). Die durch HPV vorliegende besondere Immunsituation in
OPSCC (Abschnitt 1.3.6.) ist ein Argument flr das Zusammenspiel von HPV und PD-
L1. Eine HLA-I Herabregulation, wie sie z.B. durch HPV angetrieben vorkommt, fihrt zu
einer PD-L1 Heraufregulation (Sottile et al. 2016). Ebenso spricht der veranderte
Stoffwechsel (Abschnitt 1.3.5.) bei HPV-getriebenen OPSCC dafirr. HIF-1a, welches
eine zentrale Rolle in diesem Stoffwechsel spielt, bindet an den Enhancer des PD-L1
Gens. Dadurch wird die Expression von PD-L1 ebenfalls heraufreguliert (Noman et al.
2014; Zhao et al. 2019). All dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen HPV-
getriebener Karzinogenese und PD-L1 Expression hin. Jedoch wurde die PD-L1
Expression von OPSCC in Hinblick auf den HPV-Status nur in wenigen Studien
untersucht (Kim et al. 2016; Lyford-Pike et al. 2013). Auch stellt sich die Frage, inwieweit
sich die PD-L1 Expression als potenzieller Immun-Escape-Mechanismus auf das
Uberleben der Patienten auswirkt.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

PD-L1 wurde auf der Oberflache von Tumorzellen verschiedenster Entitaten wie z.B.
dem Lungenkarzinom oder dem malignen Melanom gefunden. Durch die Bindung von
PD-L1 an den PD-1-Rezeptor auf Immunzellen kommt es zum so genannten ,Immun-
Escape®, das heif3t die Tumorzellen werden von den Immunzellen nicht zerstért, da diese
inaktiviert werden. Mit dem Ziel, diesen Immun-Escape zu umgehen, werden in der
Therapie von einigen Karzinomen Immuncheckpoint-Inhibitoren eingesetzt. Dazu zahlen
auch Inhibitoren der PD-1/PD-L1-Achse, die zur Aktivierung der korpereigenen
Tumorabwehr fihren (Ribas et al. 2016; Iwai et al. 2002).

HPV-getriebene OPSCC tragen h&ufig Mutationen, wie z.B. in HLA- und [2-
Mikroglobulin-Genen, die zu einem Immun-Escape fuhren kénnen. Des Weiteren wurde
in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt, dass in HPV-getriebenen OPSCC
mehr NK-Zellen vorhanden sind. Dies lasst auf eine besondere Immun-Situation und
bestehende immunmodulatorische Einfliisse durch die HPV-bedingte Karzinogenese
schlieBen. Daher erwarten wir, dass sich auch die Expression von PD-L1 in der Gruppe
der HPV-getriecbenen OPSCC von der in der Gruppe der HPV-negativen OPSCC
unterscheidet.

Um zu klaren, ob PD-L1-Inhibitoren auch fiir die kurative Therapie von Oropharynx-
karzinomen sinnvoll eingesetzt werden kdnnten, soll in dieser Arbeit zundchst untersucht
werden, inwieweit PD-L1 auf den Tumorzellen von OPSCC exprimiert wird. Es soll
weiterhin herausgefunden werden, mit welchen Faktoren die Expression von PD-L1
zusammenhéangen kénnte. Dabei soll im Speziellen auf die Unterschiede zwischen HPV-
getriebenen und HPV-negativen OPSCC geachtet werden. Um diese Fragestellungen
zu beleuchten sollen Tumorproben von OPSCC, die zwischen 2000 und 2017 in GieBen
diagnostiziert und behandelt wurden, mittels Immunhistochemie auf die Expression von
PD-L1 untersucht werden. Des Weiteren sollen die Daten dieser Patienten retrospektiv
ausgewertet werden und die Variablen: HPV-Status, UICC-Stadium, TNM-Stadium,
Nikotin- und Alkoholkonsum, Alter, Geschlecht und Gesundheitszustand (ECOG-
Stadium) auf einen Zusammenhang mit der PD-L1 Expression untersucht werden.
Konkret sollten die folgenden Hauptfragen nach Durchfiihrung der Experimente und
Auswertung der Daten beantwortbar sein:

1. Wird PD-L1 haufiger in HPV-getriebenen Oropharynxkarzinomen exprimiert als
in HPV-negativen Tumoren?

2. Hat die PD-L1 Expression durch den Immun-Escape einen Einfluss auf das
Uberleben der Patienten?
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2. Material und Methoden

2.1. Auswabhl der Stichprobe und Patientendaten

Um die PD-L1 Expression bei OPSCC in Hinblick auf den HPV-Status zu untersuchen,
wurde durch Mitarbeitende des Instituts fir Pathologie der Uniklinik KéIn ein Tissue
microarray (TMA) angefertigt (Wuerdemann et al. 2020). Fur die Herstellung des TMA
wurden alle fur dieses Verfahren geeigneten Archivproben von OPSCC verwendet, die
zwischen 2000 und 2009 in GieBBen diagnostiziert und behandelt wurden (n=157). Sie
sind Teil einer Publikation unserer Arbeitsgruppe (Wuerdemann et al. 2020). Damit
mdoglichst viele HPV-getriebene OPSCC in die Stichprobe dieser Arbeit eingeschlossen
werden konnten, wurden von allen HPV-getriebenen OPSCC, die aus technischen
Grunden (zu dinner Gewebeblock, nur Biopsie vorhanden/ zu wenig Tumorgewebe)
nicht in das TMA einbezogen werden konnten, Flachenschnitte angefertigt. Zudem
wurden von allen HPV-getriebenen OPSCC, die zwischen 2010 und 2017 diagnostiziert
und behandelt wurden, ebenfalls Flachenschnitte angefertigt. AuBerdem wurden
Flachenschnitte von HPV-negativen OPSCC, die bezuglich TNM-Stadium, Alter und
Geschlecht zu Proben der HPV-getriebenen Flachenschnitte passten (gematcht),
hergestellt. Es wurden insgesamt von 122 OPSCC Proben Flachenschnitte angefertigt,
wovon einer nach der immun-histochemischen Farbung nicht auswertbar war und
ausgeschlossen werden musste. Somit umfasst die gesamte untersuchte Stichprobe
278 OPSCC, die zwischen 2000 und 2017 am Uniklinikum GieBen in der Abteilung far
Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde diagnostiziert und behandelt wurden.

Die Erhebung der klinischen Daten und Risikofaktoren der Patienten erfolgte retrospektiv
anhand von dokumentierten Befunden und Anamnesegesprachen. Falls moglich wurde
das pathologische TNM-Stadium verwendet. Das klinische TNM-Stadium wurde bei
Patienten verwendet, die ohne Operation behandelt wurden. Fir die Betrachtung des
Gesamtuberlebens wurden die aktuellsten Daten aus der regelmaBigen Tumor-
nachsorge oder Daten des GTDS (GieBener Tumordokumentationssystem) benutzt.

2.2. Herstellung von Gewebepraparaten

Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE) OPSCC Gewebeproben wurden
aus dem Archiv des Instituts fir Pathologie der Justus-Liebig-Universitat GieBBen
herausgesucht.

Fir die Flachenschnitte wurden von den Gewebebléckchen mit Hilfe eines
Schlittenmikrotoms der Firma Leica (Modell SM2010R) 2,5 um dicke Gewebeschnitte
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angefertigt. Diese wurden auf ein Paraffin-Streckbad (GFL, Modell 1052) bei 40°C
gegeben, um die Proben glatt auf Superfrost-Plus Objekttrager aufziehen zu kénnen.
Danach wurden die Schnitte fur 24 Stunden bei 37°C in einem Trockenschrank (Binder,
Modell ED53) getrocknet.

Die Herstellung des TMA erfolgte durch Mitarbeitende des Instituts fur Pathologie der
Uniklinik KéIn. Dort wurden aus den Paraffin-Gewebebléckchen Zylinder mit einem
Durchmesser von 1,2 mm mit Hilfe einer selbstkonstruierten halbautomatischen
Maschine gestanzt. Diese Zylinder wurden in leere, sogenannte ,Empfanger*
Paraffinbléckchen eingesetzt. Von diesen neu entstandenen TMA-Gewebebl6ckchen
wurden mit einem Mikrotom 4 um dicke Schnitte hergestellt und diese analog zu oben
auf Objekttrager (Instrumedics Inc., Hackensack, NJ) aufgezogen und getrocknet
(Wuerdemann et al. 2020).

2.3. Erhebung des HPV-Status

Die Erhebung des HPV-Status wurde von Mitarbeitenden der Abteilung fir angewandte
Tumorbiologie des pathologischen Instituts der Universitat Heidelberg durchgefuhrt.

Zum Nachweis der HPV-DNA wurden ca. 10x10mm und 10 pum dicke Schnitte von FFPE
Tumorgewebeproben angefertigt, in DNA-LoBind-Tubes der Firma Eppendorf gegeben
und zur weiteren Bearbeitung nach Heidelberg verschickt. Mit Hilfe des DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde dort die DNA extrahiert. Zur Detektion
und Genotypisierung wurde das Multiplex HPV Genotyping Kit for Research in
Epidemiology (Multimetrix, Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Die p16™N4* Expression wurde durch immunhistochemische (IHC) Farbung von FFPE
Schnitten nachgewiesen. Fir die Farbung wurde das CINtec Histology Kit (Roche mtm
Laboratories) nach Protokoll des Herstellers verwendet. Die Auswertung erfolgte
lichtmikroskopisch durch zwei unabhangige, verblindete Untersucher (Mitarbeitende der
Abteilung fur angewandten Tumorbiologie des pathologischen Instituts der Universitat
Heidelberg).

Als HPV-getriebene OPSCC wurden diejenigen Proben klassifiziert, bei denen sowohl
high-risk HPV-DNA als auch eine diffuse p16™N A Expression in >70% der Tumorzellen

nachweisbar waren.



16

2.4. Immunhistochemie Vorversuch
Mit den Flachenschnitten wurde eine IHC Farbung als Vorversuch durchgefiihrt. Die
FFPE Gewebeschnitte wurden zuerst entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe wie nachfolgend rehydriert:

- 1x Xylol (&lteres) 10 min
- 1x Xylol (frischeres) 10 min
- 2x Ethanol 100% 5 min
- 2x Ethanol 96% 5 min
- 1x Ethanol 70% 5 min

- Spiilen in voll entsalztem Wasser (VE)

AnschlieBend erfolgte die Renaturierung der Antigene mittels Target Retrieval Solution
(pH 6) und feuchter Hitze in einer Mikrowelle (Tabelle 5) zuerst 2 Minuten bei 60%
Leistung und dann weitere 15 Minuten bei 10% Leistung. Danach wurden die Schnitte
fir 30 Minuten zum AbkuUhlen und Renaturierung der Antigene stehen gelassen.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidasen erfolgte eine Inkubation (20min) in einer
H202-Methanol-Lésung (2ml 30% H202 und 98ml Methanol). Danach wurde eine
hydrophobe Barriere mit einem Fettstift (PAP pen immunostaining, Tabelle 5)
aufgetragen. So konnten bei den nachfolgenden Schritten die Lésungen direkt auf das
Gewebe auf dem Objekttrager (OT) gegeben werden, wodurch Material und Antikérper
eingespart werden konnten. Um unspezifische Bindungen des Primar- oder
Sekundarantikérpers zu verhindern, wurden die Schnitte anschlieBend fir 60 Minuten
mit einer 10% Pferdeserum (Horse serum =HS) Lésung in PBS geblocki:

- In Kuvette mit VE waschen

- 20 min Methanol (98ml) + H202 (2ml 30%ig) inkubieren

- 5xin Kuvette mit VE waschen

- Hydrophobe Barriere mit ,,PAP pen immunostaining* auftragen

- 2 min mit PBS auf OT waschen

- Block: 10% Horse Serum (100% HS + PBS) in PBS fiir mindestens 60 min
1 min mit TBST auf OT waschen

Die Inkubation mit dem Primarantikérper ,Polyclonal Antibody to CD274" (Acris) erfolgte
bei 4°C Uber Nacht mit einer Verdiinnung von 1:400 in 1% Pferdeserum in PBS. Vor dem
Auftragen des Sekundarantikdrpers wurden die Schnitte zwei Mal je 5 min mit TBST
gewaschen. Als Sekundérantikérper wurde ein ,anti-rabbit IgG-HRP* (Cell Signaling
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Technology) mit einer Verdinnung von 1:160 in TBST fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) auf die Schnitte gegeben.

Zum Nachweis wurde die Avidin-Biotin-Methode unter Verwendung des Vectastain ABC
Peroxidase Kit rabbit (Vector Laboratories Inc., PK-4001) genutzt. Mit diesem ABC-Mix
wurden die Schnitte 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

- Waéhrend der Inkubation mit dem Sekundérantikérper den ABC-Mix mit
Vectastain ABC Peroxidase Kit rabbit (Vector Laboratories Inc., PK-4001)
vorbereiten:

1:100 Reagenz A + 1:100 Reagenz B + TBST
2 muss vor Benutzung 30 min bei RT inkubieren

- 5 min mit TBST auf OT waschen.

- 5 min mit TBST in Kivette waschen.

- Je 100ul ABC-Mix auf OT, 40 min bei RT inkubieren

- 5 min mit TBST auf OT waschen.

- 5 min mit TBST in Kilvette waschen

Fir die Detektion wurde das NovaRED Peroxidase (HRP) Substrate Kit (Vector
Laboratories Inc., SK-4800) nach Herstellerangaben eingesetzt und die Préparate fur
etwa 10 Minuten (unter Sichtkontrolle) damit inkubiert. Zur besseren mikroskopischen
Beurteilbarkeit wurde zuséatzlich eine Kernfarbung mit Hamalaun (= Hamatoxylin,
Tabelle 3) fir 50 Sekunden mit anschlieBendem Blduen in flieBendem Leitungswasser
fr 10 min durchgefihrt.

Detektion:

Je 100ul pro Schnitt 10 min bei RT inkubieren mit

~NovaRED Peroxidase (HRP) Substrate Kit* (Vector Laboratories Inc., SK-
4800): Reagenz 1 1:76 + Reagenz 2 1:81+ Reagenz 3 1:81 + H:02 1:76 +
HPLC-H0

- 5 min mit VE auf OT waschen

- 5 min mit VE in Klivette waschen

- 50 s in Hamalaun bei RT inkubieren

- 10 min Blauen in leicht flieBendem, kaltem Leitungswasser (kein
entsalztes/kalkfreies Wasser, da leicht basischer pH-Wert erforderlich ist)

AbschlieBend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol
dehydriert und mit Hilfe eines Eindeckmediums (Roti®-Histokitt 1l, Tabelle 3) und
Deckglaschen luftdicht abgeschlossen.
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Dehydrieren:
- 1x 1min 70% Ethanol

- 2x 1min 96% Ethanol
- 2x 1min 100% Ethanol
- 2x 3min Xylol

- Eindeckeln mit Roti®-Histokitt Il und ausharten lassen (im Abzug)

Abbildung 2: PD-L1 Expression in OPSCC im IHC Vorversuch. FFPE
Flachenschnitte wurden mit Hilfe eines anti-PD-L1 Antikérpers (Polyclonal Antibody to
CD274, Acris) immunhistochemisch (rot) und Hamatoxylin (blaue Kernféarbung)
angefarbt. A-D: repréasentative Beispiele der Farbung. A: Ubersichtsaufnahme; B:
unspezifische Farbung des Epithels; C: randstéandige Farbung von Zellen in
Tumornestern; D: unspezifische Zellfarbung von Tumorzellen.
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Abbildung 2 zeigt exemplarisch die PD-L1 Expression in OPSCC im IHC Vorversuch.
Neben der randstandigen Farbung von Tumorzellen (Abbildung 2C) zeigt sich jedoch
ebenfalls eine unspezifische Farbung des Epithels (Abbildung 2A und B) und Zellfarbung
von Tumorzellen (Abbildung 2D). Auf Grund dieser zum GroBteil unspezifischen
Farbung war der Vorversuch nicht auswertbar. Daher wurden die Proben von externen
Kooperationspartnern (Abschnitt 2.5. und 2.6.) mit sowohl validierter Methode als auch
validiertem Antikorper gefarbt (2.5.). Die im Automaten gefarbten Proben zeigten im
Gegensatz zum Vorversuch eine spezifische Farbung und konnten deshalb ausgewertet
werden (Abbildung 3, Abbildung 4, Abschnitt 3.2.).

Tabelle 3: Chemikalien, die fiir die Immunhistochemie (Vorversuch) verwendet

wurden.

Chemikalien Hersteller Bestell-Nr.
Ethanol absolut Otto Fischer 27690

H,O, AppliChem A1134,0250
Hamalaun = Hamatoxylin Carl Roth T865.1

HCI Sigma H1758
Horse Serum (HS) 100% Santa Cruz Biotechnology, inc.|sc-2483
KCI AppliChem A2939.1000
KH,PO, AppliChem A1043.0500
Methanol AppliChem A3493
Na,HPO, AppliChem A2944.0500
NaCl AppliChem A2942.1000
Target Retrival Solutions (pH6) |DAKO S169984
Tris AppliChem A3452.1000
Tween 20 AppliChem A4974.0250
Xylol Carl Roth CN80.1
Roti®-Histokitt Il Carl Roth 6638.1
HLPC H,O Sigma 34877



20

Tabelle 4: Puffer, die fur die Immunhistochemie (Vorversuch) verwendet wurden.

Puffer Chemikalien Menge Hersteller |pH-Wert
PBS 10x NaCl 80g AppliChem |7,4
Na,HPO, 7,29 AppliChem
KCI 29 AppliChem
KH,PO, 4,89 AppliChem
H,0 1l
TBS 10x HCI mit HCl titrieren |AppliChem 7,4
NaCl 409 AppliChem
Tris 12,19 AppliChem
H,0 500ml
TBST TBS 10x 50ml
Tween 20 500ul AppliChem
H,0 500ml

Tabelle 5: Gerate, die fiir die Immunhistochemie (Vorversuch) verwendet wurden.

Gerate Hersteller Modell-Nr.
Mikroskop DMI3000B Leica 11888380
Mikrowelle R-240W Sharp 100701064
Schiittler Mini Blot Mixer VWR 95057-436
Vortexer Lab dancer IKA 3365000
Zentrifuge Sprout Heathrow Scientific LLC|{120301
mrfu"r’ggtaining 7672548-1EA |Sigma-Aldrich 1001419477
Trockenschrank Binder ED53
Laborabzug Wesemann

2.5. Immunhistochemie im Farbeautomaten

Die ausgewahlten OPSCC Flachenschnitte und TMA wurden durch Mitarbeitende des
Instituts flr Pathologie der Uniklinik KéIn unter der Leitung von Prof. Dr. med Alexander

Quaas gefarbt. Dazu wurde der Farbeautomat Bond Max automated system (Leica)
eingesetzt. Zur Detektion von PD-L1 wurde der Antikérper ,PD-L1 IHC 28-8 pharmDx*
(Dako) mit einer Verdinnung von 1:100 nach Herstellerangaben verwendet. Im

Automaten wurden dabei prinzipiell dieselben Schritte wie im Vorversuch, nur

automatisiert und mit angepassten Zeiten und Chemikalienmengen durchgefthrt. Als
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Positivkontrolle diente dabei normales Tonsillengewebe bei jedem Farbedurchgang
(Wuerdemann et al. 2020).

2.6. Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung wurde durch zwei bzw. drei verblindete Untersucher
(darunter Prof. Dr. Sibel Gultekin, Abteilung fir Oralpathologie der Fakultat fir
Zahnheilkunde der Gazi Universitat Ankara, Tarkei) durchgefihrt, die ihre Ergebnisse
am Ende verglichen (Wuerdemann et al. 2020). Die OPSCC Gewebeschnitte wurden
anhand eines prozentualen Scores in verschiedene Expressionsklassen (0%, 1%,
25%, 210%, 225%, 250%) eingeteilt (Abbildung 4, Abschnitt 3.2.). Es wurden jedoch nur
Zellen mit einer kompletten randstéandigen Farbung als positiv-gefarbt gewertet. Dabei
wurde die Zahl der gefarbten Tumorzellen in Relation zu allen Tumorzellen gesetzt. Als
positive PD-L1 Expression wurde fur die dichotomisierte Auswertung eine Farbung von

=1% der Tumorzellen gewertet.

2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der IHC Farbung und der Patientendaten erfolgte mit Hilfe
von IBM SPSS Statistics 24 und MS-Excel 2016. Die rekursive Partitionierung erfolgte
unter Verwendung der Funktion ,ctree” (conditional inference trees) mit dem Testtyp
,Bonferroni“ in R (Version 3.2.3) mit dem Zusatzpaket ,partykit‘ (Version 1.0-5)
(Horthorn und Zeileis 2015).

Fir die Statistik wurde der Pearson Chi-Quadrat-Test durchgefihrt. Dabei wurde ein p-
Wert <0,05 als statistisch signifikant gewertet.

Die Analysen des Gesamtiberlebens in Bezug auf den HPV-Status und die PD-L1
Expression wurden mit Hilfe des Kaplan-Meier-Verfahrens durchgefihrt. Dabei werden
die aufgetretenen Ereignisse (Tod des Patienten) Uber die Zeit aufgetragen und die
Uberlebensrate fiir jeden Zeitpunkt grafisch dargestellt. Die so entstandenen Kurven
wurden mit einem Log-rank-Test miteinander verglichen. Bei dieser univariaten Analyse
wurde zudem die ,Hazard Ratio“ (HR) mit Hilfe der univariaten Cox-Regression
berechnet. Diese HR gibt die Sterberate der einen Gruppe im Vergleich zur
Referenzgruppe an. Das Konfidenzintervall (Cl) fir die HR wurde mit einem Niveau von
95% angegeben, was bedeutet, dass der errechnete Wert mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% in diesem Cl liegt.
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Um den Zusammenhang zwischen mehreren Variablen und deren gemeinsamen
Einfluss auf das Uberleben darzustellen, wurden zusétzlich zwei verschiedene Arten der
multivariaten Analyse durchgefiihrt. Zuerst wurde eine multivariate Analyse mittels Cox
Regression berechnet, wobei hier ebenfalls HR und CI berechnet wurden. Zusétzlich
wurde eine rekursive Partitionierung angewendet. Mit dieser Form der multivariaten
Analyse wird ein Modell erstellt, das eine hierarchische Struktur der Einflussvariablen
zeigt. Dabei errechnet das Programm, welche Variable zur gréBtmdglichen Aufspaltung
der Stichprobe hinsichtlich Unterschieden im Gesamtlberleben fihrt. In den ent-
stehenden Gruppen werden wiederum die verbliebenen Variablen getestet, wodurch
eine hierarchische Ordnung der Einflussvariablen entsteht, bis der Unterschied im
Gesamtuberleben zu klein fir eine weitere Aufspaltung der Gruppen wird und die vorher
gewahlte p-Wert Grenze erreicht ist. Die hierarchische Ordnung spiegelt sozusagen die
Bedeutung der untersuchten EinflussgréBen wider.

3. Ergebnisse

3.1. Tumorcharakteristiken und Risikofaktoren der untersuchten OPSCC in
Hinblick auf den HPV-Status

Von den zwischen 2000 bis 2017 diagnostizierten und in GieBen behandelten OPSCC
wurden 278 Tumorproben mittels Immunhistochemie auf PD-L1 untersucht. Dies ist die
im Folgenden beschriebene Stichprobe. Die Tumorcharakteristika, Lebensstil und
Risikofaktoren der Patienten sind Tabelle 6 dargestellt. 33,9% der Karzinome sind im
Vorfeld dieser Untersuchung als HPV-getrieben identifiziert worden (Abschnitt 2.3.). Wie
in  Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe und der Literatur bereits beschrieben,
unterscheidet sich auch in dieser Stichprobe die Gruppe der HPV-negativen in einigen
Aspekten signifikant von der Gruppe der HPV-getriebenen Tumoren (Wagner et al. 2016;
Elrefaey et al. 2014). So zeigen die HPV-getriebene OPSCC der Stichprobe signifikant
seltener (27,6% vs. 72,4%) ein fortgeschrittenes Tumorstadium (T3-4). Im Gegensatz
dazu wird signifikant haufiger eine lymphogene Metastasierung nachgewiesen. In Bezug
auf den Lebensstil der Patienten mit OPSCC lasst sich erkennen, dass HPV-getriebene
Karzinome signifikant 6fter bei Nichtrauchern und Nichttrinkern auftreten. Hinsichtlich
UICC-Stadium (UICC7), Fernmetastasierung (M), Gesundheitszustand (ECOG-
Stadium), Alter und Geschlecht zeigen sich in dieser Stichprobe keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Patienten mit HPV-getriebenen und HPV-negativen OPSCC
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Tumorcharakteristiken und Risikofaktoren der untersuchten OPSCCs
(n=278) in Hinblick auf den HPV-Status.

Alle HPV-negativ HPV-getrieben
Tumorcharakteristik n=278 % |n=183 % n=94 %
HPV getreber| 94 339
e fortgeschri]:[:g: 123 g;g 122 g;; g; ?133 U2
Tl 1217 %05 B e %ol oo
N-Kategori No| 212 777 | 12 611 ez sme  O0%
asgore M9 B2 S0l T s e g
Risikofaktoren
won " E B 77 o,
morol MO 10 7] 8 er s 500 g0
arer URCe0) 147 a9 o4 ame 53 sy 048
e YOI 55 27 5 BT 20 g
cooq Snd0T) T Tl wr B %2 g

*p: Pearson Chi-Quadrat-Test, signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.

3.2. PD-L1 Expression auf der Oberflache von Tumorzellen der untersuchten
OPSCC

Von den Gewebeproben der untersuchten Stichprobe (n=278) zeigten mit Hilfe des
Antikérpers ,PD-L1 IHC 28-8 pharmDx* (Dako) 106 Proben eine deutliche PD-L1
Expression (21% positive Tumorzellen). Abbildung 3 zeigt exemplarisch die
randstandige PD-L1 Expression auf der Oberflache von Tumorzellen nach immun-
histochemischer Farbung eines der untersuchten OPSCC-Praparate, die als positiv
gewertet wurde. Die verschiedenen Expressionsklassen (0%, 21%, 25%, 210%, 225%,
250%) sind in Abbildung 4 durch reprasentative Beispiele dargestellt. Als positive PD-L1
Expression fur die dichotomisierte Auswertung wurde eine Farbung von =1% der

Tumorzellen gewertet.
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Abbildung 3: PD-L1 Expression bei 2 50% der Tumorzellen auf einem OPSCC
Flachenschnitt. FFPE Flachenschnitt, mit Hilfe eines anti-PD-L1 Antikérpers (PD-L1
IHC 28-8 pharmDx, Dako) immunhistochemisch (braun) und mit Hamatoxylin (blaue
Kernfarbung) angefarbt. A: Ubersichtsaufnahme. B: AusschnittvergroBerung. Die
randstandige Farbung der Tumorzellen zeigt die Expression von PD-L1 auf der
Zelloberflache.

Abbildung 4: PD-L1 Expression in OPSCC. FFPE Flachenschnitte wurden mit Hilfe
eines anti-PD-L1 Antikérpers (PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, Dako) immunhistochemisch
(braun) und mit Hamatoxylin (blaue Kernfarbung) angefarbt. A-F: représentative
Beispiele der ausgewerteten Expressionsklassen. A: 0%; B: = 1%; C: = 5%; D: = 10%;
E: > 25% und F: 2 50% PD-L1 Expression.
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Tabelle 7 stellt Tumorcharakteristika, Lebensstil und Risikofaktoren der Patienten in
Bezug auf die PD-L1 Expression dar. Man erkennt, dass die HPV-getriebenen OPSCC
signifikant h&ufiger PD-L1 exprimieren (51,1% vs. 31,7%). Zudem tritt eine PD-L1
Expression signifikant 6fter bei Nichtrauchern (61,1% vs. 33,3%) und Nichttrinkern
(50,0% vs. 29,9%) auf. Des Weiteren zeigt sich deutlich haufiger eine Expression bei
alteren Patienten (>60Jahre). In Bezug auf die Faktoren UICC-Stadium, TNM-Stadium,
Gesundheitszustand (ECOG-Stadium) und Geschlecht lassen sich keine signifikanten
Unterschiede in der PD-L1 Expression nachweisen.

Tabelle 7: PD-L1 Expression von Tumorzellen in OPSCC Gewebeschnitten.

PD-L1 Expression*
PD-L1 neg PD-L1 pos p
Tumorcharakteristik n=172 % n=106 %
i 12 , 1,7
HPV nggatlv 5 68,3 58 3 0,002
getrieben 46 48,9 48 51,1
frih 60 62,5 36 37,5
I 7 J J
vice fortgeschritten| 109 60,6 71 39,4 0.673
T1-2 93 62,8 55 37,2
T-Kategori
ategorie T34 76 59,8 51 40,2 0.611
NO 40 65,6 21 34,4
N-K i ’ ’
ategorie N>0| 127 59,9 85 40,1 0,423
MO 154 61,1 98 38,9
M-K i
ategorie M>0, 10 62,5 6 37,5 0,912
Risikofaktoren
nein 21 38,9 33 61,1
Nikoti 0,001
otn jal 146 66,7 73 333
nein 52 50,0 52 50,0
Alkohol 2
ono ja| 82 70,1 35 29,9 0,00
Jung (<60) 89 67,9 42 32,1
Alt 0,049
e Alt (260) 83 56,5 64 43,5
weiblich 37 58,7 26 41,3
hlech
Geschlecht mannlich| 135 62,8 80 37,2 0,560
gesund (0-1)] 118 60,8 76 39,2
ECOG 4
krank (2-4) 53 63,9 30 36,1 0,63

*: PD-L1 Expression auf FFPE Gewebeproben nachgewiesen mit Hilfe des Antikdrpers
,PD-L1 IHC 28-8 pharmDx* (Dako). PD-L1 negativ: Expression 0%, PD-L1 positiv:
Expression = 1%. p: Pearson Chi-Quadrat-Test, signifikante p-Werte (< 0,05) fett
gedruckt.
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Da Nikotinabusus bei HPV-negativen OPSCC einen groBen Risikofaktor darstellt, wurde
fur diese Tumoren die PD-L1 Expression in Bezug auf Rauchen/Nichtrauchen untersucht
(Abbildung 5A). Dabei konnte festgestellt werden, dass HPV-negative OPSCC von
Nichtrauchern signifikant haufiger PD-L1 exprimieren (p=0,015). Bei HPV-getriebenen
OPSCC sieht die Verteilung ahnlich aus, jedoch konnte kein signifikanter Unterschied in
der PD-L1 Expression zwischen Tumoren von Nichtrauchern und Rauchern festgestellt
werden (Abbildung 5B).

HPV-negativ HPV-getrieben
100%
80%
PD-L1
60% B positiv
p=0,015 u negativ p = 0,092
40%
20%
0%
Nichtraucher Raucher Nichtraucher Raucher

Abbildung 5: PD-L1 Expression in Bezug auf den Nikotinabusus. A: in HPV-
negativen OPSCC; B: in HPV-getriebenen OPSCC. p: Pearson Chi-Quadrat-Test,
signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.

3.3. Univariate Analyse des Gesamtiiberlebens der untersuchten Patienten mit
OPSCC

Fir die Betrachtung des Gesamtiberlebens in dieser Stichprobe wurden nur Félle ohne
Fernmetastasierung (Stadium MO) ausgewahlt, da diese Patienten einem kurativen
Therapieansatz zugefihrt wurden. Das Gesamtiberleben in Bezug auf den HPV-Status,
die PD-L1 Expression, die T-Kategorie und das ECOG-Stadium ist in Abbildung 6
dargestellt. Patienten mit HPV-getriebenen OPSCC haben ein signifikant héheres
Gesamtuberleben im Vergleich zu Patienten mit HPV-negativen OPSCC (p<0,001). Bei
PD-L1 Expression betragt das 5-Jahres-Uberleben (5JU) 62,2% im Gegensatz zu 44,9%
beim Fehlen von PD-L1 auf der Tumoroberflache. Waren die Tumoren bei Diagnose
klein (T1-2) so haben diese Patienten eine signifikant hdhere Uberlebens-
wahrscheinlichkeit als Patienten mit groBen Tumoren (T3-4). Zudem zeigt sich auch,
dass bei gutem Gesundheitszustand (ECOG 0-1) ein deutlich héheres 5JU von 61,4%
gegenlber 23,4% bei ECOG-Stadium 2-4 besteht.
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Abbildung 6: Gesamtiiberleben der Patienten mit OPSCC nach Kaplan-Meier.
Patienten im Stadium MO. Die Stratifizierung erfolgte nach: A: HPV-Status; B: PD-L1
Expression; C: T-Kategorie; D: ECOG-Stadium. p: log-Rank-Test, signifikante p-Werte
(= 0,05) fett gedruckt.

Betrachtet man Patienten mit (Abbildung 7A) bzw. ohne PD-L1 Expression (Abbildung
7B) stratifiziert nach dem HPV-Status, zeigen Patienten mit HPV-getriebenen Tumoren
ein signifikant besseres Gesamtiiberleben in beiden Gruppen mit unterschiedlicher PD-
L1 Expression. Bei den Patienten mit HPV-negativen OPSCC haben Patienten mit PD-
L1 Expression ein signifikant (p=0,043) besseres Gesamtiberleben (Abbildung 7C).
Dieser Effekt in Abhangigkeit von der PD-L1 Expression zeigt sich in der Gruppe der
HPV-getriebenen OPSCC nicht (Abbildung 7D).
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Abbildung 7: Gesamtiiberleben der Patienten mit OPSCC nach Kaplan-Meier.
Patienten im Stadium MO0. A: PD-L1 positive (Expression = 1%) OPSCC stratifiziert nach
HPV-Status; B: PD-L1 negative (Expression < 1%) stratifiziert nach HPV-Status;
C: HPV-negative OPSCC stratifiziert nach PD-L1 Expression; D: HPV-getriebene
OPSCC stratifiziert nach PD-L1 Expression. p: log-Rank-Test, signifikante p-Werte (<
0,05) fett gedruckt.

In der univariaten Analyse des Uberlebens der Patienten mittels Cox Regression
(Tabelle 8) zeigt der HPV-Status den gréBten Einfluss auf das Gesamtiberleben.
Patienten mit einem HPV-negativen OPSCC haben ein 3,26-fach hdheres Risiko zu
versterben als Patienten mit einem HPV-getriebenen Tumor (Hazard Ratio, HR=0,307).
Durch eine PD-L1 Expression reduziert sich das Risiko zu versterben auf 66% (HR=0,66;
p=0,015) im Vergleich zu OPSCC ohne PD-L1 Expression. Zudem zeigen die Variablen
UICC7, T-Kategorie, Nikotin- und Alkoholkonsum und Alter einen signifikanten Einfluss
auf das Gesamtlberleben der Patienten. Ein schlechter Gesundheitszustand der
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Patienten (ECOG 2-4) stellt einen groBen negativen Faktor fiir das Uberleben (HR=2,73)
dar.

Tabelle 8: Univariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit OPSCC.

univariate Uberlebensanalyse Cox Regression
Median 5-JU p-Wert 95CI p-Wert
OS Sud. HR
n |(Jahre) (%) (log-rank) unteres oberes (Cox)
Alle* 262| 559 045 51,9
Tumorcharakteristik
HPV negativ 172| 2,96 0,79 38,5 1
getrieben 89| nd. nd. 775 <0901 ly307 021 04 <0001
PD-L1 negativ 162 | 4,37 0,93 44,9 1
positiv 100| 7,15 1,66 622 i 0,660 0,47 0,92 il
UICC7 1-3 95| 7,63 2,40 650 1
4 199 | 4,12 0,98 439 0,007 1,583 1,13 2,21 0,007
T-Kategorie T1-2 143| 8,60 2,00 64,8 1
T34 118| 220 033 352 <0001 o6y 165 309 <0001
N-Kategorie NO 60| 5,21 0,48 49,8 1
N>0 199 | 5,32 0,63 52,3 0,978 0,995 0,69 1,43 0,978
Risikofaktoren
Nikotin nein 49| 10,98 nd. 57,7 1
ja209| 5,13 0,44 495 e 1,850 1,16 2,96 S
Alkohol nein 98| 16,13 6,03 66,2 1
ja111| 3,87 1,03 395 <0,001 |, 560 156 3,08 <0001
Alter Jung (<60) 126 | 8,60 1,87 59,7 1
Alt (=60) 136 | 4,14 1,02 4338 L 1,719 1,26 2,36 i
Geschlecht  weiblich 61| 5,26 1,21 52,0 1
méannlich 201 | 5,40 0,52 51,2 0,987 1,003 6,89 1,46 0,987
ECOG 0-1 190| 7,01 1,13 614 1
2-4 71 1,21 0,31 234 Ay 2,726 1,96 3,79 AU

*

. Patienten mit OPSCC ohne Fernmetastasierung (M0). Median OS: medianes
Gesamtlberleben; S.d.: Standardabweichung; 5JU: 5-dahres-Uberleben; 95 Cl: 95%
Konfidenzintervall; HR: Hazard Ratio; n.d.: not determined = nicht ermittelbar, da zu
wenige Ereignisse aufgetreten sind; UICC7 1-3: fruh; UICC7 4: fortgeschritten.
Signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.

3.4. Multivariate Analyse des Gesamttliberlebens der untersuchten Patienten
mit OPSCC mittels Cox Regression

Zur Betrachtung der verschiedenen Einflussfaktoren auf das Gesamtiberleben der
Patienten mit OPSCC wurde eine multivariate Analyse mittels Cox Regression
durchgefiihrt (Tabelle 9). In dieses Modell gingen alle dichotomisierten Variablen aus der
univariaten Analyse (Tabelle 8) ein, die ,inhaltlich* voneinander unabhangig sind (HPV-
Status, PD-L1 Expression, T-Kategorie, N-Kategorie, Nikotinkonsum, Alkoholkonsum,
Alter, Geschlecht, ECOG-Stadium) und von denen auf Grund von Literaturdaten ein
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signifikanter Einfluss auf das Gesamtiberleben angenommen wird (Fakhry et al. 2008).
Mit Hilfe von T-, N- und M-Kategorie wird das UICC-Stadium gebildet, daher ist es nicht
unabhéngig und wurde nicht mit einbezogen. In die Analyse wurden nur Patienten ohne
Fernmetastasen (Stadium MO0) und mit vollstdndigen Daten in Bezug auf die betrachteten
Variablen eingeschlossen.

Tabelle 9: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit OPSCC
unter Einbeziehung aller Variablen.

Cox Regression
HR 95% Konfidenzintervall p-Wert
n unteres oberes (Cox)
Alle* 205
Tumorcharakteristik
HPV negativ 140 1 0.001
getrieben 65 0,325 0,178 0,594 ’
PD-L1 i
neggt!v 122 1 0,023
positiv 83 0,632 0,426 0,938
T-Kategorie T1-2 109 1
,001
T3-4 96| 2,008 1,36 2964 <000
N-Kategorie NO 42 1 G
N>0 163 0,717 0,45 1,142 ’
Risikofaktoren
Nikotin '
ne!n 32 1 0.969
ja 173 1,016 0,465 2,218
Alkohol nein 97 1
,01
ja 108 1,646 1,097 2,47 0,016
Alter
Jung (<60) 109 1 0,009
Alt (260) 96 1,610 1,126 2,3
Geschlecht weiblich 49 1 0.965
mannlich 156/ 0,773 0,492 1,216 ’
ECOG .
gesund (0-1) 149 1 0,001
krank (2-4) 56| 2,862 1,879 4,357

*: Patienten mit OPSCC ohne Fernmetastasierung (M0) und vollstandigen Daten. HR:
Hazard Ratio. Signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.

Nikotinkonsum, das Geschlecht oder eine lymphatische Metastasierung (N-Kategorie)
zeigen keinen signifikanten Einfluss (p>0,05) auf das Gesamtliberleben der Patienten in
der multivariaten Cox Regression (Tabelle 9). Daher wurden diese Faktoren jeweils
einzeln, nacheinander aus dem Modell unter Betrachtung der anderen Faktoren
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ausgeschlossen. Hierbei &nderten sich die Hazard Ratios und die p-Werte nur
geringfligig, sodass man das Modell mit den verbliebenen Variablen als stabil
bezeichnen kann (Tabelle 10).

Tabelle 10: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit OPSCC
nach Ausschluss der Variablen ohne signifikanten Einfluss.

Cox Regression
HR 95% Konfidenzintervall p-Wert
n unteres oberes (Cox)
Alle* 205
Tumorcharakteristik
HPV negativ 140 1
getrigben 65 0,329 0,193 0562 <0001
PD-L1 negativ 122 1 A
positiv 83 0,617 0,419 0,908 ’
T-Kategorie T1-2 109 1
T3-4 96, 1,770 1,235 2,536 0,002
Risikofaktoren
Alkohol nein 97 1
ja 108 1,574 1,054 2,352 0,027
Alter Jung (<60) 109 1 0.007
Alt (260) 96| 1,628 1,141 2,323 ’
ECOG gesund (0-1) 149 1 <0.001
krank (2-4) 56| 2,699 1,802 4,043 ’

*: Patienten mit OPSCC ohne Fernmetastasierung (M0) und vollstandigen Daten. HR:
Hazard Ratio. Signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.

Der HPV-Status hat den gréBten Einfluss auf das Gesamtiiberleben, da Patienten mit
HPV-negativem OPSCC ein 3,03-fach erhdhtes Sterberisiko haben als Patienten mit
HPV-getriebenem OPSCC (HR=0,329). Die PD-L1 Expression zeigt einen signifikanten
Einfluss auf das Gesamtlberleben (p=0,014) und reduziert das Risiko zu versterben auf
62% (HR=0,617). T-Kategorie, Alkoholkonsum, Alter und Gesundheitszustand (ECOG-
Stadium) haben ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben. Ein groBer
Tumor (T3-4) erhdht das Risiko zu versterben auf das 1,77-fache. Ein schlechter
Gesundheitszustand (ECOG 2-4) stellt wie auch in der univariaten Uberlebensanalyse
den gréBten negativen Faktor mit einem 2,7-fach erhéhten Sterberisiko dar.

Da sich die Stichprobe der HPV-getriebenen OPSCC von der der HPV-negativen
signifikant unterscheidet (Tabelle 6, Abschnitt 3.1.), wurde die multivariate Cox
Regression zudem fiir beide Gruppen getrennt durchgefihrt.
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3.4.1. Multivariate Analyse des Gesamttiberlebens der untersuchten Patienten
mit HPV-negativem OPSCC mittels Cox Regression

In das Modell der multivariaten Cox Regression der Patientengruppe mit HPV-negativem
OPSCC wurden die Faktoren, die sich in der multivariaten Analyse der gesamten
Stichprobe als bedeutsam herausgestellt haben (Tabelle 10) einbezogen. Die PD-L1
Expression zeigt einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtlberleben (p=0,045). Das
Risiko zu versterben sinkt auf 65% (HR=0,645), wenn Tumorzellen PD-L1 auf ihrer
Oberflache exprimieren. Auch in diesem Modell erhéht ein groBer Tumor (T3-4) das
Sterberisiko (HR=1,789). Ein schlechter Gesundheitszustand (ECOG 2-4) hat den
groBten negativen Einfluss auf das Gesamtiberleben und hebt das Risiko zu versterben
um das 3,25-fache an. Das Alter und Alkoholkonsum zeigen keinen signifikanten Einfluss
auf das Uberleben. Allerdings lasst sich ein Trend in Bezug auf ein erhdhtes Sterberisiko
bei Patienten Gber 60 Jahren erkennen (HR=1,469; p=0,053).

Tabelle 11: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit HPV-
negativem OPSCC.

Cox Regression
95% Konfidenzintervall —p-Wert
HR
n unteres oberes (Cox)
Alle* 140
Tumorcharakteristik
PD-L1 i
neggt!v 92 1 0,045
positiv 48, 0,645 0,420 0,990
T-Kategorie T1-2 69 1
4
T3-4 71 1,789 1,204 2,660 0,00
Risikofaktoren
Alkohol nein 43 1
7
ja 97| 1,468 0,945 2,280 0,08
Alter Jung (<60) 78 1 0.053
Alt (260) 62| 1,469 0,995 2,171 ’
ECOG .
gesund (0-1) 104 1 <0,001
krank (2-4) 36| 3,252 2,094 5,051

*.

Patienten mit HPV-negativem OPSCC ohne Fernmetastasierung (MO) und
vollstdndigen Daten. HR: Hazard Ratio. Signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.
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3.4.2. Multivariate Analyse des Gesamttiberlebens der untersuchten Patienten
mit HPV-getriebenem OPSCC mittels Cox Regression

Far die multivariate Cox Regression der Gruppe mit HPV-getriebenen OPSCC (Tabelle
12) wurden dieselben Variablen wie fir das Modell der HPV-negativen Gruppe
verwendet, um beide Modelle miteinander vergleichen zu kénnen. Die PD-L1 Expression
hat in diesem Modell keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben. Ein hdheres Alter
(260) ist die einzige Variable, die einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben
(p=0,032) hat und das Risiko zu versterben um das 2,9-fache (HR=2,924) erhdht. T-
Kategorie, Alkoholkonsum und der allgemeine Gesundheitszustand (ECOG-Stadium)
zeigen keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben. Da es im Beobachtungszeitraum
unter den Patienten mit HPV-getriebenem OPSCC nur zu 20 Ereignissen (Todesféllen)
kam, kann dieses Modell jedoch nur mit Einschrankungen betrachtet werden.

Tabelle 12: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Patienten mit HPV-
getriebenem OPSCC.

Cox Regression
95% Konfidenzintervall p-Wert
HR
n unteres oberes (Cox)
Alle* 65
Tumorcharakteristik
PD-L1 i
neggt!v 30 1 0,122
positiv 35 0,477 0,187 1,219
T-Kategorie T1-2 40 1 0131
T3-4 25 2,259 0,785 6,504 ’
Risikofaktoren
Alkoh i
ohol nein 54 1 0.154
ja 11 2,071 0,761 5,636
Alter Jung (<60) 31 1 0,032
Alt (=60) 34| 2,924 1,098 7,788
ECOG gesund (0-1) 45 1 0.694
krank (2-4) 20| 1,226 0,444 3,386 ’

*: Patienten mit HPV-getriebenem OPSCC ohne Fernmetastasierung (MO) und
vollstdndigen Daten. HR: Hazard Ratio. Signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.

3.5. Multivariate Analyse des Gesamttiberlebens der untersuchten Patienten
mit OPSCC mittels rekursiver Partitionierung

Zur Bestimmung der wichtigsten Einflussfaktoren auf das Gesamtuberleben der
untersuchten Patienten wurde eine rekursive Partitionierung (RP) durchgefihrt
(Abbildung 8). In diese Analyse gingen die Variablen HPV-Status, PD-L1 Expression,
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UICC-Stadium, TNM-Stadium, Nikotin- und Alkoholkonsum, Alter, Geschlecht und
ECOG-Stadium ein, wie sie fir die univariate Analyse (Tabelle 8, Abschnitt 3.3.)
verwendet wurden. Wie zuvor bei der univariaten Analyse (Abschnitt 3.3.) und bei der
multivariaten Analyse mittels Cox Regression (Abschnitt 3.4.) wurden nur Patienten im
Stadium MO in die Analyse eingeschlossen. Die Aufspaltungs- und Endpunkte der RP
werden in der Ausgabe des Modells als ,Node® bezeichnet. In dieser multivariaten
Modellierung wurde die p-Wert Grenze auf 0,05 festgelegt, die zur Aufspaltung der
Patientengruppen in der RP berucksichtigt wurde. Weitere Aufspaltungen, bei denen
sich das Gesamtlberleben der resultierenden Gruppen weniger stark unterscheidet,
wurden hierdurch in der Modellierung vermieden. Der HPV-Status zeigt sich mit dieser
Einstellung der p-Wert Grenze als groBter Einflussfaktor auf das Gesamtiberleben, da
er zur ersten Aufspaltung (Node 1) in Untergruppen fuhrt (Abbildung 8). Die
nachfolgenden Faktoren sind der Gesundheitszustand (ECOG-Stadium) und die T-
Kategorie. Die PD-L1 Expression sowie alle weiteren eingeflossenen Faktoren spielen
in diesem Modell mit der gewé&hlten p-Wert Grenze keine Rolle.

HPV-Status
p <0.001

negativ getrieben

ECOG-Stadium T-Kategorie
p <0.001 p=0.013

0-1 2-4 T1-T2  T3-T4

/ \ / \

Node 3 (n=124) , Node 4 (n1=48) ., Node 6 (n=58) , Node 7 (n=32)

1 1 1 1
0.8 0.8 0.8 0.8
06 - 0.6 0.6 06
04 04 04 04 —
0.2 0.2 0.2 0.2
0 | — 0 T 1 0 T 1 0 T 1
0 5 1015 0 5 1015 0 51015 0 5 1015

Abbildung 8: Multivariate Modellierung des Einflusses verschiedener Faktoren auf
die Uberlebenszeit der Patientenstichprobe mittels rekursiver Partitionierung
(RP). Einschlusskriterien: alle Patienten der Stichprobe mit OPSCC im Stadium MO und
vollstdndigen Daten. Verwendete Variablen: HPV-Status, PD-L1 Expression, UICC7,
TNM-Stadium, Nikotin, Alkohol, Alter, Geschlecht, ECOG-Stadium. Methode:
Bonferroni-Korrektur, p-Wert Grenzen (0,05) fur Gruppenteilung, Variablen ohne
signifikanten Einfluss gehen nicht in die Abbildung ein. Node 1,2,5: Aufspaltung der
Gruppen. Node 3,4,6,7: Endpunkte des Modells.
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Durch die Endpunkte (Node 3,4,6,7) des Modells wurden die Patienten in vier Gruppen
eingeteilt. Die Uberlebensanalyse dieser resultierenden Gruppen ist in Abbildung 9A
dargestellt. Das Gesamtiberleben der Patientengruppen Nodes 3 und 7 unterscheidet
sich nicht signifikant voneinander, sodass sie zu einer Gruppe zusammengefasst
werden konnten. Dadurch konnten die Patienten in drei signifikant unterschiedliche
Risikogruppen hinsichtlich des Uberlebens eingeteilt werden (Abbildung 9). In der
Gruppe mit dem niedrigsten Risiko (HPV-getrieben und T 1-2) betragt das 5JU 88,8%
im Gegensatz zu 9,2% in der Gruppe mit dem hdéchsten Risiko (HPV-negativ,
ECOG 2-4). Das Gesamtlberleben beider Gruppen unterscheidet sich signifikant von
dem der Patienten mit mittlerem Risiko, deren 5JU 50,4% betragt.

Node 100x Risikogruppe

niedrig
80— N 80
p < 0,001

40+ 40—

Gesamtuiberleben [%)]
w
Gesamtiiberleben [%)]

p < 0,001
20 20~

hoch

T T T T ] 01 T
0 1 2 3 4 5 0 1

Jahre Jahre

T 1

T T
2 3 4 5

Abbildung 9: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse aller resultierenden Patienten-
gruppen nach RP. A: Gruppeneinteilung durch entstandene Endpunkte der RP; die
Patientengruppen sind wie folgt charakterisiert ,Node 3*: HPV-negativ, ECOG 0-1;
,Node 4“: HPV-negativ, ECOG 2-4; ,Node 6“: HPV-getrieben, T 1-2; ,Node 7“: HPV-
getrieben, T 3-4.

B: Gruppeneinteilung nach Zusammenfassung der nicht signifikant unterschiedlichen
Nodes 3 und 7; Risikogruppe ,niedrig“: HPV-getrieben, T 1-2; Risikogruppe ,mittel*:
HPV-negativ, ECOG 0-1 oder HPV-getrieben, T 3-4; Risikogruppe ,hoch“: HPV-negativ,
ECOG 2-4. p: log-Rank-Test, signifikante p-Werte (< 0,05) fett gedruckt.
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In Abbildung 10 wird der resultierende Entscheidungsbaum fir die Einteilung der
Patienten in diese drei Risikogruppen gezeigt. Mit Hilfe dieses Flussdiagramms kann
eine individuelle und schnelle Risikoabschatzung fur den einzelnen Patienten erfolgen.

HPV-Status

Qetrieben/\negativ

T-Kategorie ECOG

Stadium
2-4

Stadium
0-1

mittleres Risiko

Abbildung 10: Flussdiagramm zur Risikoabschatzung von Patientengruppen mit

OPSCC. Die Patientengruppen sind wie folgt charakterisiert ,niedriges Risiko“: HPV-
getrieben, T 1-2; ,mittleres Risiko“: HPV-negativ, ECOG 0-1 oder HPV-getrieben, T 3-4;
,hohes Risiko“: HPV-negativ, ECOG 2-4.

Wie bei der multivariaten Analyse mittels Cox Regression (Abschnitt 3.4.) wurden die
Untergruppen der Patienten mit HPV-getriebenem und HPV-negativem OPSCC, da sie
sich signifikant unterscheiden (Tabelle 6, Abschnitt 3.1.), anschlieBend getrennt
betrachtet.

3.5.1. Multivariate Analyse des Gesamttiberlebens der untersuchten Patienten
mit HPV-negativem OPSCC mittels rekursiver Partitionierung

Die multivariate Modellierung von Einflussfaktoren auf das Gesamtiberleben mittels
rekursiver Partitionierung wurde fir den Teil der Patientenstichprobe mit HPV-negativen
OPSCC mit einer p-Wert Grenze von 0,5 durchgefliihrt, da bei eingeschrankteren
Grenzen keine Aufspaltung in der Modellierung erfolgte. Unter dieser Einstellung zeigt
der Gesundheitszustand (ECOG-Stadium) den gréBten Einfluss (p<0,001) auf das
Gesamt-lberleben (Abbildung 11). Die darauffolgenden Faktoren sind Alter der
Patienten, T-Kategorie und Alkoholkonsum. Die PD-L1 Expression spielt in diesem
Modell mit einer p-Wert Grenze, die mit der Modellierung fiir HPV-getriebene OPSCC
vergleichbar ist, keine Rolle. Auch alle weiteren eingeflossenen Faktoren erscheinen
unter der gewahlten p-Wert Grenze nicht in der Modellierung.
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Abbildung 11: Multivariate Modellierung des Einflusses verschiedener Faktoren
auf die Uberlebenszeit der Patientenstichprobe mit HPV-negativen OPSCC mittels
rekursiver Partitionierung (RP). Einschlusskriterien: alle Patienten der Stichprobe mit
OPSCC im Stadium M0, HPV-negativ und vollstadndigen Daten. Verwendete Variablen:
PD-L1 Expression, UICC7, TNM-Stadium, Nikotin, Alkohol, Alter, Geschlecht, ECOG-
Stadium. Methode: Bonferroni-Korrektur, p-Wert Grenzen (0,5) fur Gruppenteilung,
Variablen ohne signifikanten Einfluss gehen nicht in die Abbildung ein. Node 1,2,3,6,9:
Aufspaltung der Gruppen. Node 4,5,7,8,10,11: Endpunkte des Modells.

Durch das Modell wurden sechs verschiedene Gruppen gebildet (Abbildung 12A). Diese
konnten nach Vergleich der p-Werte (log-Rank-Test) in vier signifikant unterschiedliche
Risikogruppen eingeteilt werden (Abbildung 12B). Daflir wurden die Gruppen ohne
signifikante Unterschiede im Gesamtiberleben (Nodes 5 und 7, Nodes 8 und 10)
zusammengefasst. Das Gesamtuberleben der vier resultierenden Risikogruppen
(niedrig, mittel*1, mittel*2, hoch) unterscheidet sich in allen Kombinationen jeweils
signifikant voneinander. Da sich die beiden Patientengruppen mit mittlerem Risiko
(mittel*1, mittel*2) signifikant (p=0,013) abgrenzen lassen wurden diese nicht weiter
zusammengefasst. Bei Patienten der resultierenden Risikogruppe ,niedrig“ (ECOG 0-1,
Alter < 60, Alkohol nein) betragt das 5JU 72,2% im Vergleich zur Patientengruppe mit
hohem Risiko (ECOG 2-4, T3-4) mit einem 5JU von 3,5%. Das 5JU der beiden mittleren
Risikogruppe liegt bei 46,5% (mittel*1) bzw. 27,8% (mittel*2).
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse aller resultierenden Patienten-
gruppen mit HPV-negativem OPSCC nach RP. A: Gruppeneinteilung durch
entstandene Endpunkte der RP; die Patientengruppen sind wie folgt charakterisiert
,Node 4“: ECOG 0-1, Alter < 60, Alkohol nein; ,Node 5“: ECOG 0-1, Alter < 60, Alkohol
ja; ,Node 7“: ECOG 0-1, Alter =2 60, T1-2; ,Node 8“: ECOG 0-1, Alter =2 60, T3-4; ,Node
10“: ECOG 2-4, T1-2; ,Node 11“: ECOG 2-4, T 3-4. B: Gruppeneinteilung nach
Zusammenfassung der nicht signifikant unterschiedlichen Risikogruppen Nodes 5 und 7
und Nodes 8 und 10; Risikogruppe ,niedrig “: ECOG 0-1, Alter < 60, Alkohol nein;
Risikogruppe ,mittel*1 “: ECOG 0-1 Alter < 60, Alkohol ja oder ECOG 0-1, Alter =260, T1-
2; Risikogruppe ,mittel*2 “: ECOG 0-1, Alter = 60, T3-4 oder ECOG 2-4, T1-2;
Risikogruppe ,hoch®: ECOG 2-4, T 3-4. p: log-Rank-Test, signifikante p-Werte (< 0,05)
fett gedruckt.
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In Abbildung 13 wird die Einteilung der Patienten mit HPV-negativem OPSCC in die vier
zusammengefassten Risikogruppen verdeutlicht.

ECOG
Stadium Stadium
0-1 2-4
Alter T-Stadium
<60 >60
T1-2 T3-4
Alkohol T-Stadium
nein ja T1-2 T3-4
mittleres mittleres mittleres mittleres
Risiko *1a Risiko *1b Risiko *2a Risiko *2b

Abbildung 13: Flussdiagramm zur Risikoabschatzung von Patientengruppen mit
HPV-negativem OPSCC. Die Patientengruppen sind wie folgt charakterisiert ,niedriges
Risiko“: ECOG 0-1, Alter < 60, Alkohol nein; ,mittleres Risiko *1a“: ECOG 0-1, Alter
< 60, Alkohol ja; ,mittleres Risiko *1b“: ECOG 0-1, Alter =2 60, T1-2; ,mittleres Risiko *2a":
ECOG 0-1, Alter =2 60, T3-4; ,mittleres Risiko *2b"“: ECOG 2-4, T1-2; ,hohes Risiko":
ECOG 2-4, T 3-4.

3.5.2. Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens der untersuchten Patienten
mit HPV-getriebenem OPSCC mittels rekursiver Partitionierung

In der multivariaten Modellierung fir die Patientengruppe mit HPV-getriebenen OPSCC
wurde eine p-Wert Grenze von 0,5 festgelegt, da unter Verwendung stringenterer
Grenzen ebenfalls keine Aufspaltung in der Modellierung erfolgte (Abbildung 14). Hier
zeigt die T-Kategorie den gréBten Einfluss auf das Gesamtlberleben (p=0,022), da sie
zur ersten Aufspaltung in Untergruppen fuhrt. Die ndchstwichtigen Faktoren sind Alter
der Patienten und Expression von PD-L1, wobei jeweils kein signifikanter Unterschied
im Gesamtlberleben der resultierenden Gruppen besteht. Alle anderen der einge-
flossenen Faktoren erscheinen unter der gewéahlten p-Wert Grenze in der Modellierung
nicht. PD-L1 hat somit in dieser Modellierung einen wichtigeren Einfluss als Alkohol- und
Nikotinkonsum, Geschlecht und der allgemeine Gesundheitszustand (ECOG-Stadium)
der Patienten.
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Abbildung 14: Multivariate Modellierung des Einflusses verschiedener Faktoren
auf die Uberlebenszeit der Patientenstichprobe mit HPV-getriebenen OPSCC
mittels rekursiver Partitionierung (RP). Einschlusskriterien: alle Patienten der
Stichprobe mit OPSCC im Stadium MO0, HPV-getrieben und vollstdndigen Daten.
Verwendete Variablen: PD-L1 Expression, UICC7, TNM-Stadium, Nikotin, Alkohol, Alter,
Geschlecht, ECOG-Stadium. Methode: Bonferroni-Korrektur, p-Wert Grenzen (0,5) fir
Gruppenteilung, Variablen ohne signifikanten Einfluss gehen nicht in die Abbildung ein.
Node 1,2,4: Aufspaltung der Gruppen. Node 3,5,6,7: Endpunkte des Modells.

Das Gesamtiberleben der durch die rekursive Partitionierung resultierenden Patienten-
gruppen wird in Abbildung 15A dargestellt. Die Gruppe ,Node 3“ unterscheidet sich nicht
signifikant von der Gruppe ,Node 6 weshalb diese ebenfalls zu einer Gruppe
zusammengefasst wurden und somit drei Risikogruppen gebildet werden konnten
(Abbildung 15B). Das 5JU der Risikogruppe ,niedrig“ unterscheidet sich signifikant von
dem der Risikogruppe ,hoch® (55,2% vs. 26,8%). Zwischen der Risikogruppe ,mittel“ und
der Risikogruppe ,niedrig“ lasst sich ein Trend in Bezug auf das Uberleben erkennen,
nicht jedoch zwischen den Risikogruppen ,mittel“ und ,hoch®.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse aller resultierenden Patienten-
gruppen mit HPV-getriebenem OPSCC nach RP. A: Gruppeneinteilung durch
entstandene Endpunkte der RP; die Patientengruppen sind wie folgt charakterisiert
,Node 3: T1-2, Alter < 60; ,Node 5“: T1-2, Alter = 60, PD-L1 negativ; ,Node 6 T1-2,
Alter 260, PD-L1 positiv; ,Node 7“: T 3-4. B: Gruppeneinteilung nach Zusammenfassung
der nicht signifikant unterschiedlichen Risikogruppen Nodes 3 und 6; ,niedrig“: T1-2,
Alter < 60 oder T1-2, Alter = 60, PD-L1 positiv; Risikogruppe ,mittel“: T1-2, Alter = 60,
PD-L1 negativ; Risikogruppe ,hoch“: T 3-4. p: log-Rank-Test, signifikante p-Werte (<
0,05) fett gedruckt.

T-Kategorie

T1-2 T3-4

Alter

PD-L1
Expression

negativ

Abbildung 16: Flussdiagramm zur Risikoabschatzung von Patientengruppen mit
HPV-getriecbenem OPSCC. Die Patientengruppen sind wie folgt charakterisiert
,hiedriges Risiko *1“: T1-2, Alter < 60; ,niedriges Risiko *2“: T1-2, Alter = 60, PD-L1
positiv; ,mittleres Risiko“: T1-2, Alter 2 60, PD-L1 negativ; ,hohes Risiko“: T 3-4.
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Die PD-L1 Expression ist fur die Einteilung der Patienten mit HPV-getriebenen Tumoren
in die Patientengruppen ,niedriges Risiko *2“ (T1-2, Alter = 60, PD-L1 positiv) oder
,mittleres Risiko” (T1-2, Alter = 60, PD-L1 negativ) von Bedeutung (Abbildung 16).

4. Diskussion

Die Therapie von OPSCC befindet sich im Wandel. Molekularbiologisch stellen HPV-
getriebene Tumoren eine homogenere Gruppe als die HPV-negativen Tumoren dar, da
diese durch ,akzidentelle® Mutations-Ereignisse ausgel6st werden, wie sie z.B. durch
Noxen entstehen. In HPV-getriebene Tumoren flihren virale Onkoproteine gezielt zu
einer Dysregulation von Tumorsuppressoren (p53, Rb-Protein), weshalb es auch ohne
Mutation dieser Gene zur Karzinogenese kommen kann. An zielgerichteten Therapien
wird intensiv geforscht. Hierfir eignen sich homogene Tumorgruppen besser, da
potenzielle Zielstrukturen (Targets) gegebenenfalls haufiger auftreten. Ein mdglicher
Ansatzpunkt einer zielgerichteten Tumortherapie ist die PD-1/PD-L1-Achse. PD-L1 ist
ein transmembran lokalisiertes Protein auf verschiedenen Zellen des Korpers wie z.B.
dendritisches Zellen oder Keratinozyten. Daran kann der PD-1-Rezeptor binden, der sich
z.B. auf zytotoxischen T-Zellen befindet, wodurch T-Zellen inaktiviert und somit
UberschieBende Autoimmunantworten verhindert werden. Verschiedene Tumoren
exprimieren ebenfalls PD-L1 und kénnen durch den beschriebenen Mechanismus dem

Immunsystem entfliehen — es kommt zu einem sogenannten ,Immun-Escape®.

Checkpoint-Inhibitoren wie z.B. Hemmer der PD-1/PD-L1-Achse kénnen diesen Immun-
Escape blockieren. Die eingesetzten Inhibitoren wirken an PD-1, indem sie die
Bindungsstelle fir PD-L1 blockieren (Lee et al. 2016). Eine Inaktivierung der T-Zellen,
die mitihrem PD-1 Rezeptor an PD-L1 auf Tumorzellen binden, wird somit unterbunden.

Zurzeit werden PD-1-Inhibitoren in klinischen Studien fir HNSCC angewandt. Dabei
werden sie teilweise ungeachtet der PD-L1 Expression der Tumoren eingesetzt.
Allerdings konnte in einigen Studien fur andere Tumorentitdten, wie z.B. fur das
Lungenkarzinom, gezeigt werden, dass Patienten mit PD-L1 Expression des Tumors
besser auf diese Therapie ansprechen (Passiglia et al. 2016).

Bei HPV-getriebenen OPSCC liegt eine besondere Immunsituation z.B. durch Verlust
von HLA-I (Ashrafi et al. 2006) vor und sie sind haufiger von Immunzellen (z.B. NK-
Zellen) infiltriert (Wagner et al. 2016). Die PD-L1 Expression von OPSCC in Hinblick auf
den HPV-Status haben jedoch bisher nur wenige Studien untersucht (Kim et al. 2016;
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Lyford-Pike et al. 2013). Deshalb war es Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob PD-L1
haufiger in HPV-getriebenen als in HPV-negativen OPSCC exprimiert wird und ob die
PD-L1 Expression als potenzieller Immun-Escape-Mechanismus einen Einfluss auf das
Uberleben der Patienten hat.

4.1. Die Stichprobe

Die Stichprobe (n=278) ist Teil aller Patienten mit OPSCC, die zwischen 2000 und 2017
am Universitatsklinikum GieBen in der Abteilung flr Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde
diagnostiziert und behandelt wurden (n=730). Diese Gesamtkohorte wurde 2019 im
Rahmen einer Arbeit iber OPSCC in Deutschland und deren Assoziation zu HPV
(Pravalenz 27,1%) von unserer Arbeitsgruppe publiziert (Wittekindt et al. 2019). Die
untersuchten TMA-Proben sind Teil einer Publikation unserer Arbeitsgruppe Uber die
PD-L1 Expression und das Uberleben von Patienten mit OPSCC (Wuerdemann et al.
2020). Der Anteil der HPV-getriebenen Karzinome der in dieser Arbeit untersuchten
Stichprobe betragt 33,9% (Tabelle 6, Abschnitt 3.1.). Castellsagué et al. geben an, dass
zwischen 25 und 50% der OPSCC in Nordeuropa HPV-getrieben sind, was sich mit den
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe und dem HPV-getriebenen Anteil in der
untersuchten Stichprobe deckt (Castellsagué et al. 2016). Die groBe Spannweite von
25% in der Angabe von Castellsagué et al. kann durch uneinheitliche Definitionen von
OPSCC, intraoperativ uneindeutigem Tumorursprung oder geografische Unterschiede
der Inzidenz erklart werden. AuBerdem gibt es verschiedene Testverfahren, um den
HPV-Status zu ermitteln. Prigge et al. fanden heraus, dass eine Kombination aus p-16-
Immunhistochemie und HPV-DNA-Nachweis mittels PCR die Spezifitdt signifikant
verbessert (Prigge et al. 2017). In dieser Arbeit wurden daher nur solche Karzinome als
HPV-getrieben klassifiziert, bei denen sowohl HPV-DNA als auch p16™K4 nachweisbar
waren (Abschnitt 2.3.).

Die Stichprobe (n=278 OPSCC) besteht aus 157 Féllen, von denen Proben auf einem
TMA verwendet wurden und aus 121 Fallen, von denen Flachenschnitte verwendet
wurden. Die Proben auf dem TMA umfassen alle fir dieses Verfahren geeigneten
OPSCC mit ausreichender Probendicke und GréBe der FFPE Gewebeprobe, die
zwischen 2000 und 2009 in GieBen diagnostiziert und behandelt wurden (Wuerdemann
et al. 2020). Fir die Flachenschnitte wurden zum einen alle HPV-getriebenen OPSCC,
die nicht fir die Erstellung eines TMA geeignet waren bzw. solche die zwischen 2010
und 2017 diagnostiziert und behandelt wurden, verwendet. Zum anderen wurden von
(beziglich TNM-Stadium, Alter und Geschlecht) ,passenden HPV-negativen OPSCC
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Flachenschnitte angefertigt. Es handelt sich daher bei der Stichprobe um keine reine
Zufallsstichprobe. Der Ausschluss einer Flachenschnittprobe fallt deshalb nicht ins
Gewicht. Zudem wurde kein abgeschlossener Zeitraum betrachtet. Somit ist nicht bei
allen Patienten ein ,Follow-up*“ Gber 5 Jahre vorhanden und allgemeine Aussagen Uber
Pravalenzen und Inzidenzen sind nicht méglich. Die Auswahl der Stichprobe wurde so
getroffen, dass moglichst alle HPV-getriebenen OPSCC aus GieB3en betrachtet werden
konnten, da das Hauptaugenmerk der Studie die Untersuchung eines mdglichen
Zusammenhangs zwischen HPV und PD-L1 war. Auf die Farbung aller HPV-negativen
OPSCC aus GieBen wurde aufgrund der Material- und Personalkosten verzichtet, da
entsprechende Ergebnisse bereits vorliegen (Malm et al. 2015).

Fir das TMA wurden aus FFPE Gewebeproben 1,2mm gro3e Stanzen entnommen, was
eine gewisse Mindestdicke der Tumorprobe voraussetzt und die Nutzung einiger Proben
ausschloss. Vorteil dieses Verfahrens ist, dass bei der Farbung weniger Antikérper-
I6sung bendtigt wird und mehrere Proben gleichzeitig geféarbt werden kdnnen. Somit
entfallen Variationen bedingt durch die Handhabung mehrerer Proben, wodurch die
Vergleichbarkeit der Farbereaktion zwischen den Proben auf einem TMA wesentlich
verbessert wird. Nachteil ist, dass die FFPE Gewebeproben grof3 und dick genug sein
mussen, damit ein oder mehrere Stanzzylinder entnommen werden kdnnen, was zu
einer Vorauswahl der Proben flihrt (operativ behandelte Patienten und gréBere Tumore).
AuBerdem kénnen so nur Ausschnitte des Tumors betrachtet werden, was eine
Reprasentativitat der Stanzen mit dem Gesamtpraparat voraussetzt. Die Positionierung
der Stanze kann bei heterogen exprimierten Markern wie PD-L1 (McLaughlin et al. 2016;
Nakamura et al. 2017) auch das Ergebnis beeinflussen. Dagegen wurde bei den
Flachenschnitten jeweils ein Schnitt der vollstdndigen FFPE Probe angefertigt. Vorteil
eines Flachenschnitts ist, dass eine komplette Betrachtung des Tumors in dieser
Schnittebene mdglich ist und so auch heterogene Tumoren beurteilbar sind. Nachteil ist,
dass mehr Antikérper und andere Verbrauchsmaterialien benétigt werden und
besonders bei manueller Farbung der Aufwand mit der Anzahl der Préparate ansteigt.

Die Vergleichbarkeit von TMA und Flachenschnitten wurde in verschiedenen Studien
betrachtet. Dabei zeigte sich eine hohe Konkordanz zwischen Flachenschnitten und
TMA (Jawhar 2009). Allerdings muss angemerkt werden, dass es keine spezifischen
Studien zu OPSCC und insbesondere einen Vergleich zu PD-L1 Farbeergebnissen auf
TMA und Flachenschnitten gibt. Munari et al. haben in ihrer Studie die PD-L1 Expression
auf Flachenschnitten und TMA in NSCLC verglichen (Munari et al. 2018). Hierbei zeigte
sich eine Ubereinstimmung von 93%, obwohl die PD-L1 Expression in diesen Tumoren
heterogen ist. Betrachtet man dieses Ergebnis, so erscheint eine gemeinsame
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Auswertung von Flachenschnitten und TMA mdglich, da eine relativ groB3e
Ubereinstimmung herrscht. Dennoch besteht die Méglichkeit einen Tumor falsch zu
bewerten, wenn nur ein Ausschnitt betrachtet wird. Daher sollte dies in Uberlegungen
bezuglich der Expression von PD-L1 mit einbezogen werden.

4.2. Klinische Datenerhebung und experimentelle Vorgehensweise

Far die Erhebung der klinischen Daten und Risikofaktoren der Patienten wurden die
dokumentierten Befunde und Anamnesegesprache ausgewertet. Daten wie Alter,
Geschlecht und Zeitpunkt der Diagnose sind wenig fehleranféllig. Das TNM-Stadium
kann sich jedoch klinisch und pathologisch unterscheiden, wodurch hier Fehler in der
Datenerhebung auftreten kénnten. Fir unsere statistische Auswertung wurde falls
moglich das pathologische TNM-Stadium verwendet. Bei Patienten, die nicht operiert
wurden und bei denen somit kein pathologisches TNM-Stadium vorliegt, wurde das
klinische TNM-Stadium verwendet. Hierdurch kébnnten Unsicherheiten der Daten erzeugt
werden, wenn beispielsweise systematisch ein héheres (oder niedrigeres) TNM-Stadium
in der klinischen im Vergleich zur pathologischen Beurteilung vergeben wirde. Bei
Angaben bezilglich Rauchen und Alkoholkonsum ist man auf die Aussagen des
Patienten angewiesen. Auf Grund von Scham- oder Schuldgefiihlen kénnen Alkohol-
und Nikotinabusus verheimlicht bzw. eine reduzierte Menge angegeben werden oder ein
relevanter Konsum, der zeitlich zurlckliegt, bleibt unberucksichtigt. Zum Teil wurden
Alkohol- und Rauchverhalten in der Anamneseerhebung nicht eindeutig bzw. wenig
umfangreich dokumentiert, sodass in einigen Féllen keine oder nur stark vereinfachte
Angaben vorhanden sind. Fir die Betrachtung des Gesamtuberlebens ist es wichtig ein
,Follow-up® der Patienten zu haben. Einige Patienten erschienen jedoch nach einer
gewissen Zeit aus ungeklarten Grinden nicht mehr zu den geplanten Kontrollterminen,
weshalb diese Félle in der Uberlebensanalyse zensiert werden mussten.

Alle Proben der Stichprobe wurden im gleichen Farbeautomaten und nach dem gleichen,
fir den Antikdrper validierten Farbeprotokoll (Abschnitt 2.5.) gefarbt. Dies reduziert
Variationen, die z.B. durch héandisches Farben oder durch unterschiedliche
Inkubationszeiten entstehen kdnnen. Dabei wurde der Antikérper ,PD-L1 IHC 28-8
pharmDx“ (Dako) verwendet. Dieser wird auch bei der Testung von PD-L1 Expression
in klinischen Studien zur Anwendung von ,Nivolumab*“ eingesetzt (Wolchok et al. 2013)
und ist ein durch die FDA (U.S. Food and Drug Administration) validierter Antikdrper. Da
in vielen alteren Studien unterschiedliche und auch nicht validierte Antikérper verwendet
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wurden, ist die Vergleichbarkeit dieser Studien untereinander und mit unseren
Ergebnissen problematisch.

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte erfolgte
lichtmikroskopisch. Da bei einer solchen Auswertung ein einzelner Untersucher subjektiv
entscheiden kann, wurden die Proben von zwei Untersuchern (darunter eine erfahrene
Pathologin) verblindet ausgewertet und ihre Ergebnisse gemeinsam verglichen.
Transmembrane Molekile wie PD-L1 werden als randstandige Farbung von Zellen
sichtbar, die vergleichsweise einfach beurteilbar ist. Bei der Auswertung unserer
Stichprobe wurden nur Zellen berticksichtigt, die eine vollstandig die Zelle umgebende
randstéandige Farbung zeigten (Abbildung 3, Abschnitt 3.2.). Zur weiteren Objektivier-
barkeit wurden die OPSCC anhand eines prozentualen Scores in verschiedene
Expressionsklassen (0%, 21%, 25%, 210%, =225%, =250%, Abbildung 4, Abschnitt 3.2.)
eingeteilt. Als positive PD-L1 Expression wurde fir die dichotomisierte Auswertung eine
Farbung von =1% der Tumorzellen gewertet. Ein Cutoff von 1% wurde auch in anderen
Studien verwendet (Passiglia et al. 2016; Kintsler et al. 2019). Auch ein relativ geringer
Anteil von 1% kann biologisch relevant sein: Durch den PD-L1 Immun-Escape kdénnte
nach behandlungsinduzierter Immunreaktion ein geringer Teil resistenter Tumorzellen
Ubrigbleiben, die zu einem Rezidiv fihren kénnten. Jedoch wird die Grenze der PD-L1
Expression nicht einheitlich angewendet (Udall et al. 2018). Rimm et al. untersuchten an
NSCLC die Sensitivitdt und Spezifitat verschiedener Grenzen, ab der eine Probe als
,positiv* bezeichnet wird. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass die Spezifitdt bei einem
Cutoff von 1% bei 70-80% liegt und bei einem Cutoff von 5% auf 90% ansteigt (Rimm et
al. 2017). Prinzipiell gilt je héher man den Cutoff wahlt, desto weniger falsch negative
Ergebnisse erhdlt man. Allerdings zeigen einige Tumoren ein heterogenes
Expressionsmuster (Abbildung 17, Abschnitt 10.). Warde fir die Testung ein Teil des
Tumors mit wenig PD-L1 Expression verwendet werden, kénnten bei einem hohen Cutoff
solche Tumoren als negativ bewertet werden. Dadurch wirde womdglich bei Patienten
mit heterogenen Tumoren eine geeignete Behandlung nicht durchgefiihrt werden. Wahlt
man einen niedrigen Cutoff, so werden alle Patienten eingeschlossen, die
maoglicherweise von einer Behandlung profitieren (Hutarew 2016). Jedoch werden somit
auch vermehrt falsch-positive Patienten behandelt, die dann unter den potenziell
auftretenden Nebenwirkungen leiden kdnnten.
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4.3. PD-L1 Expression bei OPSCC

In unserer Stichprobe (n=278) zeigten 106 Proben (38,1%) eine deutliche,
membransténdige PD-L1 Expression (Tabelle 7, Abschnitt 3.2.). Ein ahnlicher Anteil
PD-L1 positiver OPSCC konnte in anderen Studien zu HNSCC bisher nicht gezeigt
werden (Mdller et al. 2017; Feldman et al. 2016; Ferris et al. 2016). In diesen Studien
wurden deutlich niedrigere (Feldman et al. 16%) oder deutlich héhere Anteile (Muller et
al. 85-95%; Ferris et al. 57,3%) positiver Félle gefunden. Dies kdnnte an den
verschiedenen Antikdpern (,ERP1161“ von Abcam; SP142 von Roche; 28-8 pharmDx
von Dako) liegen. Des Weiteren sind die Kriterien von ,positiv‘ fir PD-L1 nicht
standardisiert und es wurden unterschiedliche Cutoffs (Abstufung ,negativ®, ,low” und
,high®; 25%; =1%) verwendet. AuBerdem unterscheiden sich die untersuchten
Stichproben in der Zusammensetzung bezlglich der Tumorlokalisation. Haufig wurden
HNSCC allgemein untersucht ohne Sublokalisationen zu berlcksichtigen. HPV spielt
hauptséachlich in der Karzinogenese von OPSCC eine Rolle, weshalb die Pravalenz
HPV-getriebener Tumoren niedriger ist, wenn man HNSCC allgemein betrachtet. Zudem
muss angemerkt werden, dass unsere Stichprobe in Bezug zum HPV-Status keine
Zufallsstichprobe ist, da alle zur Verflgung stehenden HPV-positiven Praparate
untersucht werden sollten. Am ehesten lassen sich unsere Ergebnisse mit denen von
Ferris et al. vergleichen. Sie konnten zeigen, dass unter Verwendung des gleichen
Cutoffs und Antikérpers 57,3% der getesteten HNSCC PD-L1 auf der Oberflache
exprimierten. Es ist denkbar, dass die Abweichung zu unseren Ergebnissen durch die
individuelle Zusammensetzung der Kohorten oder einen anderen Anteil an OPSCC
erklart werden kann. Zu letzterem fehlen jedoch genaue Angaben in der publizierten
Arbeit (Ferris et al. 2016).

4.4. PD-L1 Expression bei HPV-negativen und HPV-getriebenen OPSCC

Bei HPV-getriebenen OPSCC konnten wir signifikant haufiger eine PD-L1 Expression
als bei HPV-negativen feststellen (51,1% vs. 31,7%, Tabelle 7, Abschnitt 3.2.). In
anderen Studien wurde bei HPV-getriebenen Karzinomen ebenfalls eine haufigere
PD-L1 Expression (Lyford-Pike et al.: 70%) oder kein Zusammenhang (Kim et al. 2016)
gezeigt. Allerdings wurde in beiden Studien ein anderer PD-L1 Antikérper (mAb 5H1)
verwendet und erst eine Expression von 25% (Lyford-Pike et al. 2013) bzw. 220% (Kim
et al. 2016) wurde als ,positiv* gewertet. Daher sind diese Ergebnisse mit den unsrigen
nur bedingt vergleichbar. Betrachtet man Cervixkarzinome, die fast ausschlieBlich HPV-
getrieben sind, konnte in verschiedenen Studien eine PD-L1 Expression zwischen 32%
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und 70% gefunden werden (Meng et al. 2018; Grochot et al. 2019; Reddy et al. 2017),

was unserer Expressionsrate ahnelt.

Fur einen Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der PD-L1 Expression
sprechen mehrere Argumente. Durch HPV liegt bei einigen OPSCC eine besondere
Immunsituation vor. Ashrafi et al. konnten zeigen, dass HPV-Onkoproteine die
Expression von HLA-I Molekilen auf der Oberflache von infizierten Zellen verhindern
(Ashrafi et al. 2006). Dadurch werden keine Virusantigene auf der Zelloberflache
prasentiert, was einen Immun-Escape Effekt bedingen kdnnte. In unserer Arbeitsgruppe
wurde herausgefunden, dass in HPV-getriebenen OPSCC mehr NK-Zellen vorhanden
sind als in HPV-negativen OPSCC (Wagner et al. 2016). Diese werden vermutlich durch
den Verlust von HLA-I auf der Zelloberflache angezogen. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass es bei einer Herunterregulierung von HLA-I zu einer Hochregulierung von
PD-L1 kommt (Sottile et al. 2016). Da HPV die HLA-I Expression verhindert, kbnnte HPV
somit indirekt eine PD-L1 Expression bedingen. Dies spielt im natirlichen
Reproduktionszyklus von HPV vermutlich kaum eine Rolle. Denn die wichtigsten Zellen
des PD-L1 Immun-Escapes, die T-Zellen, sind selten oberhalb der Basalmembran zu
finden. Durchbrechen jedoch infizierte Tumorzellen die Basalmembran kénnte eine
HPV-bedingte PD-L1 Expression einen Selektionsvorteil fir diese Tumorzellen
darstellen und eine mdgliche Erklarung fir die héhere Rate PD-L1 positiver Proben bei
HPV-getriebenen OPSCC sein. Zudem vermutet man bei HPV-getriebenen OPSCC
einen besonderen Stoffwechsel. Der so genannte ,Warburg-Effekt” bewirkt in vielen
Tumorentitaten, dass zur Energiegewinnung hauptsachlich die Glykolyse dient. Dadurch
kann schnell und unabhéngig von Sauerstoff Energie bereitgestellt werden. Dieser Effekt
tritt bei den meisten Tumoren erst auf, wenn sie auf Grund ihres GréBenwachstums
hypoxisch werden. Unter diesen Bedingungen wird der Hypoxie-induzierbare Faktor-1a
(HIF-1a) nicht abgebaut bzw. durch Aktivierung eines spezifischen Genexpressions-
musters induziert und der Warburg-Effekt unterstitzt. Es wurde herausgefunden, dass
HPV-Onkoproteine HIF-1a stabilisieren (Nakamura et al. 2009). In unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass HPV-getriebene HNSCC-Zelllinien auch
unter Normoxie erhéhte HIF-1a Level zeigen (Knuth et al. 2017). HPV nutzt dabei
vermutlich den HIF-1a induzierten Signalweg zur Baustoffsynthese statt zur
Energieerzeugung (Noch und Khalili 2012). Da bei der Glykolyse in groBen Mengen
Acetyl-CoA entsteht, kann dieses Intermediat in anabolen Prozessen zur Virusreplikation
verwendet werden (Martinez-Ramirez et al. 2018). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass HIF-1a wiederum durch Bindung an den Enhancer des PD-L1 Gens die Expression
von PD-L1 heraufreguliert (Noman et al. 2014; Zhao et al. 2019). Auch dies lasst
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vermuten, dass der positive HPV-Status mit der erhdéhten PD-L1 Expression

zusammenhdangen kdnnte.

In unserer Stichprobe tritt eine PD-L1 Expression signifikant 6fter bei Nichtrauchern
(61,1% vs. 33,3%) und Nichttrinkern (50,0% vs. 29,9%) auf (Tabelle 7, Abschnitt 3.2.).
Fur die OPSCC Subentitdt der Tonsillenkarzinomen wurde eine PD-L1 Expression
ebenfalls haufiger bei Nichtrauchern bzw. Nichttrinkern nachgewiesen (Hong et al.
2016). Bei OPSCC konnte jedoch bisher kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen Rauchen und der PD-L1 Expression gefunden werden (Ukpo et al. 2013). In
einer Studie zu NSCLC dagegen zeigte sich, dass PD-L1 signifikant haufiger bei
Rauchern als bei Nichtrauchern exprimiert wird (Boothman et al. 2019). Um unsere
Ergebnisse mit diesen zu vergleichen, haben wir zur ndheren Betrachtung des Faktors
Rauchen nur die HPV-negativen OPSCC untersucht, da diese ebenso wie NSCLC
vermehrt durch Noxen entstehen. In unserer Stichprobe exprimieren HPV-negative
OPSCC von Rauchern signifikant seltener PD-L1 (p=0,015; Abbildung 5A, Abschnitt
3.2.) was ein gegenteiliges Ergebnis zu NSCLC darstellt. Hierbei muss jedoch zum einen
auf die methodischen Unterschiede hingewiesen werden. In der Arbeit von Boothman et
al. wurde der Antikérper SP263 von Roche und ein Cutoff von 25% verwendet. Zum
anderen sind OPSCC und NSCLC unterschiedliche Entitdten. NSCLC fassen eine
Gruppe von Lungenkarzinomen zusammen, zu denen Plattenepithel-, Adeno- und
groBzellige Karzinome gehdren, wohingegen OPSCC ausschlieBlich Platten-
epithelkarzinome sind. Zudem handelt es sich bei OPSCC um stark mit Immunzellen
infiltrierte Tumore, die umgeben von dem lymphatisch aktiven Waldeyer-Rachen-Ring
entstehen. Man kdnnte annehmen, dass solche Tumoren auf Grund der Expression von
PD-L1 in dieser Umgebung haufiger entstehen kénnen. Dies kénnten die Unterschiede
der Expression von Immun-Checkpoint Molekilen in den verschiedenen Tumorentitaten
erklaren. Weiterhin stellt sich die Frage, ob bei OPSCC die Risikofaktoren Rauchen und
Alkoholkonsum mit einer erh6hten PD-L1 Expression indirekt zusammenhangen, da
diese auch signifikant mit dem HPV-Status der OPSCC korrelieren (Wittekindt et al.
2018). Ein direkter Zusammenhang koénnte gegebenenfalls durch die allgemein
bekannten immunmodulatorischen Effekte von Alkohol und Rauchen erklart werden.
Geht man davon aus, dass bei intaktem Immunsystem ein Tumorwachstum durch die
Expression von PD-L1 und den entsprechenden Immun-Escape erméglicht wird, wiirde
dies einen moglichen Grund fir die hdufigere PD-L1 Expression bei Nichtrauchern und
Nichttrinkern darstellen. Im Umkehrschluss kénnte man vermuten, dass Tumoren von

Rauchern und Patienten mit hohem Alkoholkonsum durch die Veranderung
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(Suppression) des Immunsystems seltener PD-L1 exprimieren ,missen®, da der Druck

des Immunsystems auf das Tumorwachstum per se geringer ist.

Bei dlteren Patienten (>60 Jahre) konnten wir eine signifikant héhere PD-L1 Expression
(43,5% vs. 32,1%) feststellen als bei Jingeren (Tabelle 7, Abschnitt 3.2.). Klrzlich
konnte eine Hochregulierung von PD-L1 bei Patienten mit HNSCC im Alter gezeigt
werden (Wu et al. 2019), was unsere Ergebnisse in dieser Hinsicht bestatigt. Es ist
bekannt, dass sich das Immunsystem im Alter verandert. Beispielsweise kommt es zu
Defekten der T-Zellfunktionen (Weiskopf et al. 2009). Allerdings konnte auch gezeigt
werden, dass es im Alter zu einer Heraufregulation von PD-1 auf T-Zellen kommt
(Shimada et al. 2009). Die von Wu et al. und uns beobachtete Zunahme der PD-L1
Expression bei Tumoren élterer Patienten kénnte somit eine Kompensationsreaktion der
Tumorzellen sein, um T-Zellen mit verstarkter PD-1-Rezeptor Expression weiterhin zu
inaktivieren. Demnach bietet die Expression von PD-L1 auf den Tumorzellen bei alteren
Patienten einen Vorteil fur das Voranschreiten des Tumorwachstums.

In Bezug auf die Faktoren UICC-Stadium, TNM-Stadium und Geschlecht konnten wir
keine Unterschiede in der PD-L1 Expression nachweisen (Tabelle 7, Abschnitt 3.2.), was
durch bereits publizierte Daten bestéatigt wird (Kim et al. 2016),

4.5. Univariate Analyse von Einflussfaktoren auf das Gesamtiiberleben

In unserer Stichprobe zeigt sich, dass Patienten mit HPV-getriebenen im Vergleich zu
HPV-negativen OPSCC ein signifikant hdheres Gesamtiiberleben haben (5JU: 77,5%
vs. 38,5%, p<0,001, Tabelle 8, Abschnitt 3.3.). Betrachtet man das 3JU (82,6% vs.
49,6%) kann dies durch sehr &hnliche publizierte Daten (82,4% vs. 57,1%) bestatigt
werden (Ang et al. 2010). Daher kann man vermuten, dass unsere Daten dennoch
reprasentativ sind, obwohl es sich bedingt durch das Studiendesign nicht um eine
zuféllige Stichprobe handelt. In der univariaten Analyse des GesamtUberlebens unserer
Stichprobe stellte der HPV-Status den positiven Einflussfaktor dar, der das Risiko
(HR=0,31), an einem OPSCC zu versterben, am stéarksten reduziert (Tabelle 8, Abschnitt
3.3.). Ein sehr &hnliches Ergebnis (HR=0,35) konnte fiir eine Kohorte von Patienten mit
HNSCC gezeigt werden, obwohl diese mit 64% OPSCC nicht homogen zusammen-
gesetzt ist (Fakhry et al. 2008). Wie hinreichend bekannt ist, zeigten zudem die
Risikofaktoren: ECOG-Stadium, UICC, T-Kategorie, Nikotin- und Alkoholkonsum und
Alter in unserer Stichprobe einen signifikanten Einfluss auf das OS (Tabelle 8, Abschnitt
3.3.), was mit Ergebnissen von Fakhry et al. und Ang et al. vergleichbar ist.
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Auch die PD-L1 Expression hat in unserer Stichprobe einen positiven Einfluss auf das
OS (5JU: 62,2% vs. 44,9%) und reduziert das Risiko zu versterben auf 66% (HR=0,66;
p=0,015; Tabelle 8, Abschnitt 3.3.). Da es durch PD-L1 zu einem Immun-Escape kommt,
wiirde man allerdings einen negativen Effekt auf das Uberleben erwarten, weil , Tumor-
hemmende® Zellen (Immunzellen) inaktiviert werden. Eine mdégliche Erklarung fir das
von dieser Erwartung abweichende Ergebnis kénnte sein: Die PD-L1 Expression wurde
vor der Therapie bestimmt, also unter Bedingungen, die durch Tumorwachstum
gekennzeichnet sind. Die Tumorzellen missen PD-L1 mdglicherweise nur bei einer
individuell erhéhten Anwesenheit von Immunzellen exprimieren, also bei OPSCC mit
einer grundsatzlich erhdéhten Infiltration durch Immunzellen. Unter Therapie verandert
sich unter Umstanden die Suppression der Immunzellen. Diese kdnnten dadurch
aktiviert werden und verbliebene Tumorzellen bekdmpfen, was zu einem besseres OS
fihren kdnnte. Sind jedoch vor der Therapie keine Immunzellen in der Nahe des Tumors
vorhanden, muassten die Tumorzellen kein PD-L1 exprimieren. Somit wirden Therapie-
bedingt auch keine bzw. wenige Immunzellen aktiviert werden, da per se weniger
vorhanden sind. Es verblieben somit hdufiger unbekampfte Tumorzellen zurlick, was zu

einem schlechteren OS fuihren kénnte.

Zu HNSCC wurden in verschiedenen Studien unterschiedliche Ergebnisse bezlglich des
Einflusses von PD-L1 auf das OS gefunden. Es konnten positive (Jia et al. 2019; Hong
et al. 2016), keine (Kim et al. 2016; Li et al. 2017) oder negative (Mdller et al. 2017)
Einflisse festgestellt werden. Unsere Ergebnisse lassen sich am ehesten mit denen von
Hong et al. vergleichen. Sie konnten zeigen, dass bei Tonsillenkarzinomen die PD-L1
Expression einen signifikanten positiven Einfluss (HR=0,46; p=0,019) auf das OS hat
(Hong et al. 2016). Fur verschiedene andere Tumorentitaten (Plattenepithelkarzinome
des Osophagus, Kolonkarzinome, friihe Plattenepithelkarzinome und EBV-assoziierte
lymphoepithelioma-&hnliche Karzinome der Lunge) konnte PD-L1 ebenfalls als positiver
Faktor fir das Uberleben der Patienten bestatigt werden (Jiang et al. 2017; Droeser et
al. 2013; Schmidt et al. 2015; Jiang et al. 2015). Obwohl sich diese Studien auf
unterschiedliche Tumorentitdten und damit auch verschiedene Gewebe beziehen,
zahlen alle diese Gewebe zu den Schleimhduten und werden von lymphatischem
Gewebe infiltriert (MALT=mucosa associated lymphoid tissue). Man kénnte daher auf
einen Zusammenhang zwischen dem positiven Einfluss von PD-L1 auf das Uberleben
und der Immunzellinfiltration schlieBen. Zur Diskrepanz der verschiedenen Ergebnisse
lasst sich anmerken, dass es keine Standards fir die Detektion der PD-L1 Expression
gibt (siehe oben). Zudem ist anzumerken, dass die PD-L1 Expression in den genannten
Studien an pratherapeutischen Proben untersucht wurde. Die Patienten erhielten die flir
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den jeweiligen Tumor vorgesehene Standardtherapie, welche flir jede Entitat
unterschiedlich ist. Es kénnte sein, dass durch die verschiedenen Therapien bei PD-L1
positiven Tumoren zusétzliche oder andere Effekte ausgel6st werden, die die
Unterschiede im OS erklaren.

4.6. Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens mittels Cox Regression

In die multivariaten Analysen wurden alle inhaltlich® voneinander unabh&ngigen
Variablen einbezogen. In der ersten multivariaten Analyse (Tabelle 9, Abschnitt 3.4.)
stellte sich der Nikotinkonsum im Gegensatz zur univariaten Analyse nicht mehr als
signifikanter Einflussfaktor dar. Wie bereits gezeigt werden konnte, ist Rauchen mit
negativem HPV-Status von OPSCC assoziiert (Gillison et al. 2008), wodurch es
vermutlich keinen unabhangigen Faktor darstellt und daher in der multivariaten Analyse
keinen signifikanten Einfluss zeigt. Nach Ausschluss der Variablen Rauchen, Geschlecht
und N-Kategorie entstand ein stabiles Modell (Tabelle 10, Abschnitt 3.4.), da sich die
Werte (HR, oberes und unteres 95% Konfidenzintervall, p-Wert) der verbliebenen
Variablen kaum vom vorherigen Modell unterscheiden. Der HPV-Status stellt sich in
diesem Modell weiterhin als wichtigster und unabhangiger Einflussfaktor flir das
Gesamtiberleben dar (HR=0,329; p<0,001). Auch Fakhry et al. konnten in ihrer Studie
HPV als unabh&ngigen Faktor mit einer &hnlichen HR (HR=0,36; p=0,02)
herausarbeiten. Dabei gingen in ihre Analyse ahnliche Variablen ein (Alter, ECOG-
Stadium, Tumorstadium, HPV-Status), die jedoch zum Teil anders als in unserer
Untersuchung dichotomisiert wurden (ECOG 0 vs. 1-2, AJCC Stadium I-lll vs. IV)
(Fakhry et al. 2008). Nichtsdestotrotz stellten sich wie in dieser Studie (Fakhry et al.
2008) die Variablen T-Kategorie, Alkoholkonsum, Alter und Gesundheitszustand als
weitere unabhéngige Variablen in der multivariaten Analyse dar (Tabelle 10, Abschnitte
3.4.).

Wie auch in der univariaten Analyse zeigte sich PD-L1 als signifikante Einflussgré3e auf
das OS (HR=0,617; p=0,014, Tabelle 10, Abschnitte 3.4.). Da sich p-Wert und Hazard
Ratio nach Ausschluss der Variablen Rauchen, Geschlecht und die N-Kategorie nur
geringfigig andern, kann PD-L1 in Bezug auf die gesamte Stichprobe als unabhangiger
Einflussfaktor betrachtet werden. Multivariate Analysen, die PD-L1 bei OPSCC als
unabhé&ngigen positiven prognostischen Marker zeigen, sind in der Literatur aktuell nicht
zu finden. Fur andere Tumorentitéten lie3 sich PD-L1 nicht als unabhangige Variable
(Hong et al. 2016; Jiang et al. 2017) oder nur mit einem Trend (Jiang et al. 2015 p=0,08)
als unabhangige Variable feststellen. Da in die Analysen jedoch andere Variablen



53

eingeschlossen wurden und es sich zudem um verschiedene Tumorentitaten handelt, ist

es schwierig, diese Modelle mit unserer Analyse zu vergleichen.

4.6.1. Multivariate Analyse des Gesamttiberlebens mittels Cox Regression in
Subkohorten stratifiziert nach dem HPV-Status

Da der HPV-Status ein wichtiger Faktor fir das Uberleben ist und sich die Patienten
auch hinsichtlich ihrer Risikofaktoren signifikant unterscheiden, wurden die HPV-
getriebenen und HPV-negativen OPSCC getrennt voneinander betrachtet. Die Anzahl
der Variablen bei derartigen Modellen sollte an die Anzahl der Ereignisse angepasst
sein. Fur ein valides Modell sollten etwa 10 Ereignisse pro betrachtete Variable
vorhanden sein (Peduzzi et al. 1995). Daher muss das Ergebnis der HPV-getriebenen
OPSCC besonders kritisch betrachtet werden. Um die Modelle jedoch miteinander
vergleichen zu kénnen, wurden jeweils dieselben Variablen einbezogen, die sich in der

multivariaten Analyse der gesamten Stichprobe als unabhangig herausgestellt hatten.

Bei den Patienten mit HPV-negativem OPSCC war der Einfluss von PD-L1 im Modell
weiterhin signifikant und die Hazard Ratio anderte sich kaum (HR=0,645; p=0,045).
Daraus lasst sich schlieBen, dass PD-L1 in der Gruppe der HPV-negativen OPSCC ein
unabhangiger Einflussfaktor fiir das Uberleben ist (Tabelle 11, Abschnitt 3.4.1.). Ein
signifikanter Einfluss von PD-L1 I&sst sich ebenfalls in der univariaten Analyse der HPV-
negativen OPSCC erkennen (Abbildung 7C, Abschnitt 3.3.). Die Uberlebenskurven nach
Kaplan-Meier zeigen, dass Patienten mit einem HPV-negativen OPSCC ein signifikant
schlechteres Uberleben haben, wenn die Tumoren ebenfalls als PD-L1 negativ gewertet
wurden (p=0,043). In der multivariaten Analyse zeigten sich auBerdem die T-Kategorie
und das ECOG-Stadium als unabhangige Faktoren fur Patienten mit HPV-negativen
OPSCC (Tabelle 11, Abschnitt 3.4.1.).

Bei den Patienten mit HPV-getriebenem OPSCC zeigt sich lediglich das Alter in diesem
Modell als unabhéngige Variable (p=0,032). Dies lasst vermuten, dass (wie im Vorfeld
schon angenommen) eine Assoziation von PD-L1 Expression und positivem HPV-Status
vorliegt und sich dadurch in der multivariaten Analyse kein unabhé&ngiger Einfluss des
Faktors darstellt. Wenn man in der univariaten Analyse nur die HPV-getriebenen OPSCC
betrachtet, zeigt die PD-L1 Expression keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben
(Abbildung 7D, Abschnitt 3.3.), was diese Annahme ebenfalls unterstitzt. Im
Beobachtungszeitraum kam es lediglich zu 20 Ereignissen (Tod des Patienten). Jedoch
wurden zur Vergleichbarkeit mit den HPV-negativen Féllen ebenfalls 5 Variablen in das
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Modell mit einbezogen (Tabelle 12, Abschnitt 3.4.2.), so dass diese Ergebnisse mit
Vorsicht zu interpretieren sind.

4.7. Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens mittels rekursiver
Partitionierung

Die rekursive Partitionierung (RP) ist eine andere Form der multivariaten Analyse. Dabei
errechnet das Modell mithilfe einer vorher gewahlten ,p-Wert Grenze®, welche Variablen
in Bezug auf das Gesamtiberleben zu einer signifikanten Aufspaltung der Stichprobe
fihren. Die Aufspaltungs- und Endpunkte der RP werden in der Ausgabe des Modells
als ,Node* bezeichnet und das entstandene Modell zeigt eine hierarchische Struktur. Der
hierarchisch erste Aufspaltungspunkt des Modells (Node 1) zeigt die Variable an, die
den gréBten Einfluss auf das Uberleben der Patienten der Stichprobe hat. Wir haben die
so entstehende Gruppeneinteilung genutzt, um Risikogruppen zu definieren. Fir die
einzelnen Gruppen wurde das Gesamtlberleben berechnet und die resultierenden
Gruppen, die sich nicht signifikant unterschieden, wurden anschlieBend zusammen-
gefasst (Abschnitt 3.5.). Vorteil dieses Modells ist es, dass alle Variablen zusammen
betrachtet werden und nicht wie bei der Cox Regression jede Variable einzeln. Strobel
et al. beschreiben die Vor- und Nachteile dieser Art der multivariaten Analyse (Strobl et
al. 2009). So kénnen auch komplexe Modelle mit vielen Interaktionen berechnet werden.
Jedoch ist die Interpretation des resultierenden Modells nicht immer einfach. Zum
Beispiel werden Falle mit fehlenden Daten per Zufall zugeteilt, so dass die Datenqualitat
von besonderer Wichtigkeit fir den Vorhersagewert des Modells ist. Auch die exakte
Auswahl der Variablen, die zur Aufteilung der betrachteten Falle flhrt, ist von den
gesamten Daten abhangig. Dadurch kann bei mehrfacher Berechnung das Modell
unterschiedliche Ergebnisse liefern und diese sind nicht ausnahmslos allgemeingultig.
Es kann zu einem sogenannten ,Overfitting* kommen, was bedeutet, dass es durch
Einbeziehung unwichtiger Variablen und deren zufalliger Streuungsbreite dazu kommen
kann, dass diese als signifikant erachtet werden bzw. eigentlich signifikante Variablen
nicht mehr signifikant erscheinen (Strobl et al. 2009).

Flr die gesamte Stichprobe zeigte sich bei dieser Art der Modellierung wiederum der
HPV-Status als wichtigster Einflussfaktor fiir das Uberleben, da er zur ersten Aufspaltung
im Modell fihrte (Abbildung 8, Abschnitt 3.5.). Dies passt zu den Ergebnissen der
univariaten und multivariaten Analyse mittels Cox Regression. Dem HPV-Status
untergeordnet waren Gesundheitszustand (ECOG-Stadium) und T-Kategorie als weitere
wichtige Einflussfaktoren, die in der uni- und multivariaten Analyse mittels Cox
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Regression mit &hnlichen Ergebnissen ebenfalls vertreten sind. Unter der verwendeten
p-Wert Grenze von 0,05 zeigte PD-L1 keinen Einfluss auf das Modell. Die erstellten
Risikogruppen (,niedrig“: HPV-getrieben, T 1-2; ,mittel“: HPV-negativ, ECOG 0-1 oder
HPV-getrieben, T 3-4; ,hoch®: HPV-negativ, ECOG 2-4) fassen diese Ergebnisse
zusammen (Abbildung 9, Abschnitt 3.5.). Mit dem hieraus abgeleiteten Flussdiagramm
(Abbildung 10, Abschnitt 3.5.) kann schnell und einfach das individuelle Risiko des
Patienten abgeschatzt werden was im Einklang mit der allgemein anerkannten

Bedeutung der Risikofaktoren ist.

Wie auch in der multivariaten Analyse mittels Cox Regression wurde die RP fir die
Gruppe der HPV-getriebenen und HPV-negativen OPCSS getrennt betrachtet. Dabei
wurden die p-Wert Grenzen herabgesetzt, um zu schauen, ab wann sich ein Einfluss

von PD-L1 im Modell aufzeigt.

In der Gruppe der HPV-negativen OPCSS zeigte sich bei einer p-Wert Grenze von 0,5
der Gesundheitszustand (ECOG-Stadium) als gréBter Einflussfaktor (Abbildung 11,
Abschnitt 3.5.1.). Dies hatte auch die multivariate Analyse mittels Cox Regression
gezeigt. Die darauffolgenden Faktoren waren Alter der Patienten, T-Kategorie und
Alkoholkonsum (Abbildung 11, Abschnitt 3.5.1.). In der multivariaten Analyse mittels Cox
Regression hatte sich nur die T-Kategorie als unabhangige Variable dargestellt. Das
abweichende Ergebnis der RP kann mit der fir diese Analyse sehr hoch gewahlten p-
Wert Grenze zusammenhangen. Bei p-Werten < 0,5 wurde in diesem Modell eine
Aufspaltung in lediglich zwei Gruppen (anhand des Gesundheitszustands)
vorgenommen. Trotz dieser hohen p-Wert Grenze konnten wir in diesem Modell keinen
Einfluss von PD-L1 feststellen, was im Gegensatz zu unserer multivariaten Analyse

mittels Cox Regression steht.

In der Gruppe der HPV-getriebenen OPSCC konnte bei einer p-Wert Grenze von 0,5 ein
Einfluss von PD-L1 auf das Uberleben gezeigt werden (Abbildung 14, Abschnitt 3.5.2.).
T-Kategorie und Alter des Patienten waren jedoch wichtigere Faktoren als PD-L1. Das
Alter hatte sich bereits in der multivariaten Analyse mittels Cox-Regression als wichtiger
unabhangiger Einflussfaktor dargestellt. Das Modell zeigt jedoch, dass der Einfluss von
PD-L1 erst nach T-Kategorie und Alter auftritt und sich zudem Uberhaupt erst bei einer
sehr hoch gewahlten p-Wert Grenze zeigt. Daher sollte die Validitat dieses Modells in
Frage gestellt werden. Bei den resultierenden Risikogruppen unterscheiden sich nur die
niedrige und hohe Risikogruppe signifikant voneinander, was ebenfalls zeigt, dass die
vorhandene Zahl an Fallen und Ereignissen fir eine derartige Untersuchung nicht
ausreicht (Abbildung 15, Abschnitt 3.5.2.).
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5.1. Zusammenfassung und Ausblick

Die Inzidenz von HPV-getriebenen OPSCC steigt in vielen Landern stetig an. Obwohl
Patienten mit einem HPV-getriebenen OPSCC eine bessere Uberlebensrate haben als
solche mit HPV-negativen, wird zurzeit bei beiden die gleiche Therapie angewandt. Uber
eine Deeskalation der Therapie fiir HPV-getriebene OPSCC wird diskutiert. Zudem
werden neue Immuncheckpoint-Inhibitoren der PD1/PD-L1-Achse in palliativen
Situationen bei OPSCC eingesetzt, jedoch teilweise ungeachtet der PD-L1 Expression

der Tumore.

Ziel dieser Arbeit war es herauszuarbeiten, ob die PD-L1 Expression bei OPSCC eine
Rolle spielt. Insbesondere sollten mdgliche Unterschiede zwischen HPV-getriebenen
und HPV-negativen OPSCC né&her betrachtet werden. Auf Grund der besonderen
Immun-Situation in HPV-getriebenen OPSCC (Abschnitt 1.3.6) erwarteten wir, dass sich
auch die Expression von PD-L1 zwischen den Gruppen der HPV-getriebenen und HPV-
negativen OPSCC unterscheidet. Zudem sollte betrachtet werden, ob die PD-L1
Expression einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten hat.

Dazu wurden FFPE Gewebeproben von n=278 OPSCC immunhistochemisch angeférbt
und die PD-L1 Expression bestimmt. Diese Expressionsdaten wurden in Korrelation zu
klinischen Daten wuni- und multivariat mittels Cox-Regression und rekursiver
Partitionierung ausgewertet.

Bei 38% der OPSCC wurde eine PD-L1 Expression nachgewiesen, was auf einen PD-
L1-vermittelten Immun-Escape in diesen Tumoren hindeutet. Wir konnten ebenfalls
einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer PD-L1 Expression und positivem
HPV-Status (51% vs. 32% bei HPV-negativen OPSCC, p=0,002) zeigen. Dies kdnnte
darauf hindeuten, dass HPV die PD-L1 Expression ,nutzt‘, um das Immunsystem

herunter zu regulieren.

Das 5JU betragt bei PD-L1 Expression 62,2% im Gegensatz zu 44,9% beim Fehlen von
PD-L1 auf den Tumorzellen. In der univariaten Analyse zeigt die PD-L1 Expression einen
positiven Einfluss auf das Gesamtlberleben von Patienten mit OPSCC (HR=0,632;
p=0,023). In der multivariaten Analyse (mittels Cox Regression) konnte der positive
Einfluss der PD-L1 Expression nur fir Patienten mit HPV-negativen OPSCC bestatigt
werden. In der multivariaten Analyse mittels rekursiver Partitionierung zeigte sich die PD-
L1 Expression nur im Modell fir die HPV-getriebenen OPSCC nach T-Kategorie und
Alter als néachstwichtigster Einflussfaktor. Unsere Ergebnisse sprechen fir einen
Zusammenhang zwischen der PD-L1 Expression und dem HPV-Status, zum Beispiel
erklarbar durch eine Virus-getriebene PD-L1 Expression. PD-L1 kann in der Gruppe der
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Patienten mit HPV-getriebenen OPSCC, die allgemein ein besseres Gesamtiberleben
haben, wenig zur Prognose beitragen. Im Gegensatz dazu haben Patienten mit HPV-
negativem OPSCC ein signifikant besseres 5JU wenn PD-L1 exprimiert wird (p=0,043).
In dieser Gruppe mit einem schlechteren Gesamtiberleben hat PD-L1 eine mdgliche
Bedeutung fir die Prognose.

Unsere Ergebnisse kdnnten dazu beitragen, dass Checkpoint-Inhibitoren in Zukunft
auch Teil der kurativen Therapie werden. Zum einen kdnnte in klinischen Studien
getestet werden warum es nur bei manchen Patienten zu einem guten Ansprechen
kommt und wie diese Patienten am sichersten zu identifizieren sind. Zum anderen
kénnten in weiteren Laborexperimenten die molekularbiologischen Abldufe und der
Zusammenhang mit Immunzellen genauer beleuchtet werden, die zu dem positiven
Einfluss von PD-L1 auf das Gesamtiberleben flhren. Dabei wére es zur besseren
Vergleichbarkeit verschiedener Studien untereinander sinnvoll, zusatzlich zu den
validierten Antikérpern auch ein standardisiertes Wertungssystem fur die PD-L1
Expression zu etablieren.

5.2. Summary and prospects

The incidence of HPV-driven OPSCC is steadily increasing in many countries. Although
patients with HPV-driven OPSCC have a better survival rate than those with HPV-
negative OPSCC, the same therapy is currently used for both. De-escalation of therapy
for HPV-driven OPSCC is under discussion. In addition, new immunocheckpoint
inhibitors of the PD-1/PD-L1 axis are used in palliative situations in OPSCC, but partly
disregarding the PD-L1 expression of the tumours.

The aim of this study was to determine whether PD-L1 expression plays a role in
OPSCC. In particular, possible differences between HPV-driven and HPV-negative
OPSCC should be explored. Due to the special immune situation in HPV-driven OPSCC
(section 1.3.6), we expected that the expression of PD-L1 differs between the groups of
HPV-driven and HPV-negative OPSCC. In addition, it should be considered whether PD-
L1 expression has an impact on patient survival.

Therefore FFPE tissue samples of n=278 OPSCC were immunohistochemically stained
and PD-L1 expression was determined. In correlation to clinical data, the expression
data were evaluated uni- and multivariate using Cox regression and recursive

partitioning.
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PD-L1 expression was detected in 38% of OPSCC, indicating PD-L1-mediated immune
escape in these tumours. We could also show a significant association between PD-L1
expression and positive HPV status (51% vs. 32% for HPV negative OPSCC, p=0.002).
This could indicate that HPV "uses" PD-L1 expression to downregulate the immune
system.

The 5-year survival for patients with PD-L1 expression is 62.2% compared to 44.9% in
the absence of PD-L1 on tumour cells. In univariate analysis, PD-L1 expression shows
a positive effect on overall survival of patients with OPSCC (HR=0.632; p=0.023). In
multivariate analysis (using Cox regression) the positive influence of PD-L1 expression
could only be confirmed for patients with HPV-negative OPSCC. In multivariate analysis
using recursive partitioning, PD-L1 expression was the next most important influencing
factor only in the model for HPV-driven OPSCC according to T category and age. Our
results suggest a relationship between PD-L1 expression and HPV status, e.g.
explainable by virus-driven PD-L1 expression. PD-L1 itself may contribute little to the
prognosis in the group of patients with HPV-driven OPSCC who generally have better
overall survival. In contrast, patients with HPV-negative OPSCC have a significantly
better 5-year survival when PD-L1 is expressed (p=0.043).

Our results could contribute to checkpoint inhibitors becoming part of curative therapy in
the future. On the one hand, clinical trials could be conducted to test why only some
patients show a good response and how these patients can be identified most reliably.
On the other hand, further laboratory experiments could examine the molecular biological
processes in more detail and the relationship with immune cells that lead to the positive
influence of PD-L1 on overall survival. To improve the comparability of different studies,
it would be useful to establish a standardised evaluation system for PD-L1 expression in
addition to the validated antibodies.
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10. Anhang

Abbildung 17: Heterogene PD-L1 Expression auf einem OPSCC Flachenschnitt.

FFPE Flachenschnitt, mit Hilfe eines anti-PD-L1 Antikdrpers (PD-L1 IHC 28-8 pharmDx,
Dako) immunhistochemisch (braun) und mit Hamatoxylin (blaue Kernfarbung) angefarbt.
A: Ubersichtsaufnahme; B: AusschnittsvergréBerung. Keine Expression von PD-L1 auf
der Zelloberflache. C: AusschnittsvergréBerung. PD-L1 Expression = 50%.

Uber den ganzen Schnitt gemittelt erhalt man eine PD-L1 Expression von = 1%.
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