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1 EINLEITUNG

1.1 Historie der Checkpoint-Inhibitoren

Der Ursprung der Checkpoint-Inhibitoren ldsst sich auf das Jahr 1987 zuriickfiihren. Eine
Gruppe franzosischer Wissenschaftler fand in  Maus-T-Lymphozyten eine
DNA-Sequenz, die fiir ein Protein der Immunglobulin-Superfamilie kodiert. Dieses
Protein war CTLA-4 [2]. Vier Jahre spéter, im Jahr 1991, konnte gezeigt werden, dass
das Antigen B7-1 sowohl von CD28 als auch von CTLA4 als Ligand gebunden wird [3-
5]. Bei CD28 handelt es sich um ein Protein, das auf der Oberfliche von T-Zellen
exprimiert wird [6]. Wird B7-1, das auf der Oberfliche von antigen-prasentierenden
Zellen exprimiert wird, von CD28 gebunden, fiihrt diese Komplexbildung zu einer
Co-Stimulation und Aufrechterhaltung der T-Zell-Aktivierung in Verbindung mit einem
T-Zell-Rezeptor (TCR) [7-10]. Allison und Krummel demonstrierten daraufhin im Jahr
1995, dass CTLA-4 eine inhibitorische Wirkung auf das Immunsystem hat und die
Aktivitidt von T-Zellen herabsetzt. Damit war CTLA-4 nicht ein Co-Stimulator oder ein
alternativer Signalweg fiir CD28, sondern sein Gegenspieler [11, 12].

Ein Jahr spéter, im Jahr 1996, zeigte Allison am Beispiel eines Mausmodells die Wirkung
von Antikorpern gegen CTLA-4 bei Kolonkarzinomen. Die Tumore zeigten unter der
anti-CTLA-4 Gabe einen deutlichen Regress [13]. Fiir seine Arbeit wurde er zusammen
mit Tasuko Honjo im Jahr 2018 mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet [14].
Der Weg fiir die Checkpoint-Inhibitoren war geebnet.

Am 13. Juli 2011 wurde Ipilimumab in der Europédischen Union als erster
Checkpoint-Inhibitor fiir eine Tumorerkrankung zugelassen: das maligne Melanom.
Diese Zulassung beschriankte sich zundchst auf Patienten, deren Erkrankung bereits
fortgeschritten und vorbehandelt war [15], wurde aber im Jahr 2013 auf fortgeschrittene
und unbehandelte Melanome erweitert [16]. Neben CTLA4 wurde noch ein weiteres
Protein entdeckt, welches in der aktuellen Immuntherapie eine wichtige Rolle spielt.
Japanische Wissenschaftler stieBen im Jahr 1992 auf ein Gen, das das Protein PD-1
kodiert [17]. In den Jahren 1999 und 2001 wurde PD-L1 als B7-H1 und PD-L2 als B7-DC
beschrieben [18, 19], jedoch wurde erst jeweils ein Jahr spiter ihre Funktion als
PD-1-Ligand aufgezeigt [20, 21]. Weiterhin konnte auch bei PD-1 die Wirkung auf das
Immunsystem demonstriert werden; Knockout-Méuse mit fehlendem PD-1-Gen zeigten

im Verlauf eine Lupus-dhnliche Autoimmunerkrankung oder entwickelten eine dilatative



Kardiomyopathie [22, 23]. Kurz darauf konnte demonstriert werden, dass PD-L1 sich
zum einen gehduft in bestimmten Tumor-Entititen (Lungenkarzinom, Ovarialkarzinom,
Kolonkarzinom, malignes Melanom) zeigt und zum anderen eine immunsuppressive
Wirkung aufweist [24]. SchlieBlich begann im Jahr 2006 die erste Phase 1-Studie, die
sich mit der Blockade von PD-1 in der Antitumortherapie auseinandersetzte [25]. Im Juni
und Juli 2015 wurden Nivolumab und Pembrolizumab in der Européischen Union als

monoklonale Antikorper gegen PD-1 zugelassen [26, 27].

1.2 PD-1 und PD-L1

1.2.1 Die biochemische Struktur

PD-1 (auch bekannt als CD279) gehort zu der groBen Gruppe der
Immunglobulin-Superfamilie und dort zu der Untergruppe der CD28-Familie und zeigt
zu dem Protein CD28 eine Sequenzédhnlichkeit von wungefdhr 20 %. Die
Immunglobulin-Superfamilie  zeichnet sich durch das Vorkommen von
Aminosduresequenzen dhnlich denen der Immunglobuline aus, in denen sie zuerst
beschrieben wurde. Es werden zwei Doménen unterschieden: Die C-dhnliche-Doméne
und die  V-dhnliche-Domidne. Die  CD28-Familie  weist dabei eine
Immunglobulin-dhnliche V-Doméne auf [28-31].

Urspriinglich wurde PD-1 in Verbindung mit Zellen beschrieben, bei denen der
programmierte Zelltod induziert wurde. Dies fiihrt zu dem Namen PD-1: ,,programmed
cell death protein 1% [17].

Strukturell ist PD-1 ein Typ-I-Transmembranrezeptor, bestehend aus 288 Aminosduren.
Das verantwortliche Gen heilit PDCD-1 und hat seine Lokalisation auf dem langen Arm
von Chromosom 2 [32-34]. Das Protein umfasst drei Einheiten: eine extrazelluldre
Doméne, die die IgV-Doméne beinhaltet, eine transmembrane Region und eine
zytoplasmatische Domine. Dariiber hinaus besitzt PD-1 in seiner zytoplasmatischen
Domiéne ein immunrezeptor-tyrosinbasierendes-Inhibitionsmotiv (ITIM) gefolgt von
einem immunrezeptor-tyrosinbasierendes-Tauschmotiv (ITSM) [17, 31, 35, 36]. Es
findet sich eine Disulfid-Briicke zwischen der Aminosdure Cystein an Stelle 54 und
einem Cystein an Stelle 123 des Proteins. Die zweite Disulfidbriicke, die von anderen

Mitgliedern der CD28-Familie bekannt ist (z.B. CD28 oder CTLA4), fehlt [37].



Im Mausmodell konnte eine Expression von PD-1 auf den Zelloberflichen von
Thymozyten und T-Zellen, sowie in B-Zellen nach Stimulation mit anti-CD3,
Concanavalin A und anti-IgM-Antikorper nachgewiesen werden [38, 39]. Auflerdem
zeigte sich eine vermehrte Expression von PD-1 auf der Oberfliche von natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) bei Patienten mit einer Krebserkrankung im Verdauungstrakt

(z.B. Leber oder Osophagus), die mit einem schlechteren Outcome korrelierte [40].

Die Liganden PD-L1 (oder B7-H1 bzw. CD274) und PD-L2 (oder B7-H2 bzw. CD273)
gehoren ebenfalls zu der groen Gruppe der Immunglobulin-Superfamilie. Wahrend
PD-1 der CD28-Familie angehort, sind PD-L1 und PD-L2 der B7-Familie zuzuordnen.
Anders als die CD28-Familie weisen die Mitglieder der B7-Familie jedoch V- und
C-Doménen auf [28]. Dabei sind PD-L1 und PD-L2 nicht nur Liganden fiir PD-1. PD-L1
wird ebenso von B7-1 und PD-L2 vom Repulsive guidance molecule B (RGMb)
gebunden [41, 42].

Strukturell handelt es sich bei PD-L1 ebenfalls um einen Typ I-Transmembranrezeptor
bestthend aus 290 Aminosduren. PD-L1 zeigt zwei Doménen der
Immunglobulin-Superfamilie. Die Doméne 1 ist eine V-Doméne und die Doméne 2 eine
C-Domine. Hinzu kommt eine hydrophobe Transmembrandomine und ein kurzer
zytoplasmatischer Teil bestehend aus 30 Aminosduren [18, 43]. Genetisch findet sich
PD-L1 auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 [33, 44].

PD-L1 mRNA konnte in groBen Mengen in folgenden Geweben detektiert werden: Herz,
Skelettmuskel, Plazenta und Lunge [18]. In anderen Geweben, wie z.B. in Kolon, Nieren
und Pankreas, war jedoch keine Expression von PD-L1 nachzuweisen. Dahingegen lielen
sich PD-L1-tragende Makrophagen in Lunge, Leber und Tonsillen finden [24].
Weiterhin fand sich PD-L1 auf der Oberfliche von Endothelzellen. Dabei konnte eine
vermehrte Expression nach Interferongabe beobachtet werden [45].

PD-L1 kommt in einigen Tumor-Entitéten gehduft vor, darunter malignen Melanomen,
Ovarialkarzinomen und Bronchialkarzinomen [24]. Auch in der Umgebung der
Tumorzellen konnte eine vermehrte PD-L1-Expression beobachtet werden. Diese fand
sich auf der Oberfldche von tumor-assoziierten-antigenprésentierenden Zellen, wie z.B.

dendritischen Zellen, Fibroblasten und T-Zellen [46-48].



1.2.2 Die inhibitorische Funktion

In einem gesunden Organismus stellt das geregelte Zusammenspiel aus Aktivierung und
Inaktivierung des Immunsystems einen essenziellen Bestandteil dar. Eine wichtige
Funktion dabei zeigen die Immun-Checkpoints. Dabei konnte in Studien demonstriert
werden, dass ein Funktionsverlust von PD-1 einen maBgeblichen Einfluss auf die
immunologische Gesundheit hat: ein Verlust von PD-1 im Mausmodell fiihrte zu
Lupus-dhnlichen Erkrankungen und autoimmun bedingter dilatativer Kardiomyopathie
[22, 23].

Der Mechanismus der Immunsuppression von PD-1 présentiert sich nach bisherigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen unter anderem wie folgt:

Neben der Interaktion des TCR mit dem Haupthistokompatibilitdtskomplex I oder II
(MHC I/II) ist ein positiver oder negativer sekunddrer Signalweg eine Voraussetzung fiir
die weitere Tétigkeit der naiven T-Zelle [49, 50]. So resultiert zum Beispiel die
Interaktion von PD-1 mit PD-L1 in einer inhibierenden und die Interaktion von CD28 mit
B7-1/B7-2 in einer aktivierenden Funktion [4, 22, 23, 51].

Bindet PD-1 an seinen Liganden PD-LI1, bilden diese einen 1:1-Komplex, der als
Monomer vorliegt [31, 52]. Verschiedene Folgemechanismen wirken darauthin in ihrer
Gesamtheit immunsuppressiv.

Es erfolgt ein direktes Gegenspiel zum positiven Signal von CD28. Im Rahmen der
T-Zell-Aktivierung mit CD28 spielt der PI3K/Akt-Signalweg eine entscheidende Rolle
[53]. Hierbei erfolgt eine Hochregulierung der Expression des anti-apoptotischen Proteins
»B-cell lymphoma — extra large* (Bcl-xL) [54, 55]. Durch PD-1 hingegen wird PI3K
inhibiert [36]. Dabei spielen ,,Src homology region 2 domain — containing phosphatase-
1 (SHP-1)- und ,,Src homology region 2 domain — containing phosphatase-2
(SHP-2)-Phosphatasen in Verbindung mit den ITIM- und ITSM-Motiven in PD-1 eine
zentrale Rolle [56, 57]. Allerdings scheint es als wiirden das ITSM Motiv in Kombination
mit SHP-2 die wichtigeren Komponenten in der Signalweitergabe sein [57, 58]. Jedoch
sind die exakten Vorgéinge noch nicht vollstdndig verstanden. So konnte in einer Studie
gezeigt werden, dass das Fehlen von SHP-2 keinen Einfluss auf die
PD-1/PD-L1-Signalkaskade hat, was vermuten ldsst, dass auch andere Phosphatasen im

Signalweg mit eingebunden sind [59].



Auch andere Signalwege werden von PD-1 beeinflusst. So wird zum Beispiel die
Phosphorylierung der ,,Zeta-chain-associated protein kinase 70 (ZAP70) durch PD-1
inhibiert [56]. ZAP70 ist eine Proteintyrosin-Kinase, die ein zentrales Element in der
T-Zell Aktivierung darstellt [60, 61].

Weiterhin reduziert PD-1 die Expression der Caseinkinase 2 (CK2). In Abwesenheit von
PD-1 sorgt die CK2 fiir eine Inaktivierung von ,,Phosphatase and tensin homolog*
(PTEN). Durch die verminderte Expression von CK2 bleibt PTEN in seinem aktiven
Zustand und kann Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), das Produkt der
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), dephosphorylieren. Somit inhibiert auch PTEN den
PI3K/Akt-Signalweg [62].

AuBlerdem resultiert der Signalweg iiber PD-1 in einem Zellzyklusarrest der
Lymphozyten in der G1-Phase. Die Ursache liegt in einer verminderten Transkription des
»S-phase kinase-associated protein 2 (SKP2). Weiterhin erfolgt eine Inhibierung der
T-Zell-Proliferation und eine Zellzyklusblockade iiber den Ras- und den
MEK-ERK-Signalweg [63, 64].

Ebenso konnte gezeigt werden, dass PD-1/PD-L1 eine Downregulierung des TCR in
CD8+-T-Lymphozyten zur Folge hat [65] und zu einer gesteigerten Effektivitit von
induzierten regulatorischen T-Zellen (induced regulatory T cells oder iTregs) fiihrt [66].
Regulatorische T-Zellen (Tregs) unterdriicken Effektorzellen und verhindern das
Auftreten von Autoimmunitit. Es wird zwischen natiirlichen Tregs (nTregs), die im
Rahmen der T-Zell-Reifung im Thymus gebildet werden, und iTregs, die sich erst in der

Peripherie aus naiven CD4+-T-Zellen entwickeln [67-70], unterschieden (Abbildung 1).

Alles in allem resultieren die verschiedenen Signalwege von PD-1 in einer verminderten
Zytokinproduktion, einer verminderten T-Zell-Proliferation, einer T-Zell-Anergie, einem

Zellzyklusarrest und einer verminderten Expression des anti-apoptotischen Proteins

Bcel-xL [57, 63, 64, 71].
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Abbildung 1: Signalweg PD-1/PD-L1

Abgebildet sind verschiedene Signalwege ausgehend von dem PD-1/ PD-L1-Komplex. Wéhrend der
Signalweg tiber B7/CD28 in einer Stimulation des PI3k/Akt-Signalweges mit einer vermehrten Expression
von Bcl-xL resultiert, wird dieser von PD-1/PD-L1 inhibiert. Die Folge ist eine reduzierte Expression von
Bcel-xL. Weiterhin kommt es zu einer gesteigerten Aktivitdt von PTEN durch die verminderte Expression
von CK2. PTEN wiederum inhibiert ebenfalls den PI3K/Akt-Signalweg. Auflerdem resultiert der PD-
1/PD-L1-Signalweg in einer verminderten Expression des TCR und dem SKP2 und inhibiert zusétzlich
ZAP70. Weiterhin kommt es zu einer gesteigerten Effektivitat der iTregs.

AKT: Proteinkinase B; Bcl-xL: B-cell lymphoma — extra large; CK2: Caseinkinase 2,

MHC I/II: Haupthistokompatibilititskomplex /I

ITIM: immunrezeptor-tyrosinbasierendes-Inhibitionsmotiv,

ITSM: immunrezeptor-tyrosinbasierendes-Tauschmotiv

iTregs: induzierte T-Zellen; Pi3K: Phosphoinositid-3-Kinase; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
PTEN: Phosphatase and tensin homolog; SKP2: S-phase kinase-associated protein 2;

SHP 1/2: Src homology region 2 domain — containing phosphatase-1/2

TCR: T-Zell-Rezeptor; ZAP70: Zeta-chain-associated protein kinase 70

Quelle: eigene Darstellung; modifiziert nach Riella et al. [1]

Weiterhin impliziert der Therapieerfolg von Nivolumab auch bei PD-LI-negativen

(PD-L1-) Tumoren [72] als auch das Nichtansprechen von Pembrolizumab bei stark



PD-L1-positiven (PD-L1+) Fillen [73], dass nicht nur der PD-1/PD-L1-Signalweg
entscheidend fiir die inhibitorische Funktion ist. Weitere unbekannte Faktoren miissen in

diesem Kontext eine Rolle spielen.

1.3 Checkpoint-Inhibitoren aktuell
1.3.1 Datenlage zu PD-L1 und PD-1 in Larynx- und Hypopharynxkarzinomen

Der Anteil der Karzinome der Mundhdhle, des Rachens und des Kehlkopfes gemessen an
den Krebsneuerkrankungen aus dem Jahr 2016 in Deutschland liegt bei Médnnern bei 5 %
und bei Frauen bei 2 % [74]. Als Hauptrisikofaktoren fiir das Larynx- und
Hypopharynxkarzinom gelten Nikotin und Alkohol, vor allem in Kombination [75, 76].
Das Plattenepithelkarzinom ist der hdufigste Subtyp des Larynx- und
Hypopharynxkarzinoms [77]. Dabei zeigt sich epidemiologisch im Bericht des
Robert-Koch-Instituts zum Krebsgeschehen in Deutschland aus dem Jahr 2016 eine
gleichbleibende altersstandardisierte Inzidenz zwischen den Jahren 2003 und 2016 bei
den Frauen. Bei den Ménnern hingegen zeigt sich eine sinkende Inzidenz gegeniiber den

Vorjahren [78] (Tabelle 1).

Tabelle 1: Inzidenzen der Larynx- und Hypopharynxkarzinome in den Jahren 2003, 2006, 2010, 2013
und 2016 fiir Méinner (M) und Frauen (W)

Altersstandardisierte Rate pro 100.000 Einwohner in Deutschland.

Quelle: eigene Darstellung. Daten aus der Datenbankabfrage des Zentrums fiir Krebsregisterdaten und des
Robert-Koch-Instituts [79].

2003 2006 2010 2013 2016
Larynx - W 0,9 1,1 0,8 1,0 0,8
Larynx - M 7.4 7,7 6,5 5,5 5.4
Hypopharynx - W 0,4 0,4 0,4 04 0,3
Hypopharynx - M 3,0 2,8 2,6 2,2 1,9

Das Larynx- und vor allem das Hypopharynxkarzinom werden hiufig zusammen mit den
anderen malignen Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches zusammengefasst, was eine
Ubersicht iiber die Expressionsraten von PD-L1 gezielt in diesen beiden Entititen
erschwert. Im ndheren Vergleich verschiedener verdffentlichter Studien fallen

inhomogene Ergebnisse auf; die Expression von PD-L1 in Plattenepithelkarzinomen des



Kopf- und Halsbereiches (HNSCC) zeigt dabei eine Spannweite von 29,5 — 100 %
PD-L1+ Tumore innerhalb der Stichproben (Tabelle 2).

Tabelle 2: Vergleich verschiedener Studien zur Expressionsrate von PD-L1 in HNSCC

Verglichen werden die StichprobengréBe n; der Cut-Off-Wert: die Entscheidungsgrenze in Prozent, ab der
der Befund als positiv zu werten ist; die Anzahl positiver Befunde innerhalb der Stichprobe in Prozent.

Quelle: eigene Darstellung

Studie Stichprobengrofie Cut-Off-Werte % Positiv
Balermpas et al. [80] n=161 >5% 63 %
(2017)
Birtalan et al. [81] n=100 jegliche Féarbung 31 %
(2018)
Burtness et al. [82] n =882 CPS 85 %
(2019) (Combined Positive Score)
Miiller et al. [83] n=98 jegliche Membranfarbung 94,9 %
(2017) n=195 84,61 %
Sanchez-Canteli et al. n=372 > 1 % Membranfarbung 29,5 %
(2020) [84]
Schneider et al. [85] n=125 > 5 % Membranfirbung 36 %
(2018)
Straub et al. [86] n =80 > 5 % Membranfarbung 45 %
(2016)
Yu et al. [87] n=:69 >6% 100 %
(2018)

Ahnlich verhillt es sich mit der Expression von PD-1 auf tumorinfiltrierenden

Lymphozyten (TIL) (Tabelle 3). Hier zeigt sich eine Spannweite von 30 % — 90,3 % PD-1

positiven Ergebnissen in den Stichproben.



Tabelle 3: Vergleich verschiedener Expressionsraten von PD-1 auf Lymphozyten bei HNSCC

Die mit * versehenen Studien werten lediglich die TIL oder TIMC (tumorinfiltrierenden mononukleére
Zellen); die mit * versehenen Studien betrachten die PD-1+ Lymphozyten im Stroma. Verglichen werden
die Stichprobengrofe n; der Cut-Off-Wert: die Entscheidungsgrenze in Prozent, ab der der Befund als
positiv zu werten ist; die Anzahl positiver Befunde innerhalb der Stichprobe in Prozent.

Quelle: eigene Darstellung

Studie Stichprobengrofie Cut-Off-Werte % Positiv

*Balermpas et al.[80] n=161 > Keine oder sporadische 45,3%
(2017) Zellen

*Birtalan et al. [81] n=102 > 1% positive TIMC 30%

(2018)

*Sanchez-Canteli et al. n=2372 > 1% der stromalen 47.5%

(2020) [84] Lymphozyten

*Schneider et al. [85] n=124 > 5 positive TIL in 3 HPF | 90,3%

(2018) (high power fields)

In allen Studien wurden verschiedene Antikorper fiir die Immunhistochemie (IHC)
verwendet; ebenso unterscheiden sich die Cut-Off-Werte, die Stichprobengréflen sowie

zu Teilen die Einschlusskriterien.

Auch die Verifizierbarkeit von PD-L1 als prognostischer Biomarker in HNSCC zeigt in
der Literatur keine eindeutige Tendenz. In manchen Veroffentlichungen finden sich
signifikante Ergebnisse hinsichtlich prognostischer Aussagen, die jedoch in anderen
Studien nicht bestdtigt werden konnten. So wurde von Miiller et al. ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Alter und PD-L1 sowie der Lokalisation und PD-L1
detektiert [85], Schneider et al. hingegen konnten einen signifikanten Zusammenhang

zwischen dem Lymphknotenstatus und PD-L1 nachweisen [83].

1.3.2 Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren

Tumorzellen unterscheiden sich von normalen Korperzellen durch genetische und
epigenetische Verdnderungen [88]. Diese Verdnderungen fithren unter anderem zu
unkontrolliertem Wachstum, Migration in zellfremdes Gewebe mit Metastasierung,
unlimitiertem Replikationspotential und Expression von Tumorantigenen auf der

Zelloberflache [89, 90].



Das gesunde Immunsystem ist prinzipiell in der Lage eine Krebszelle durch diese
Tumorantigene von einer regelrechten Korperzelle zu unterscheiden. Doch durch
immunsuppressive MalBlnahmen, z.B. durch die Pridsentation von PD-L1 auf der
Zelloberflache, konnen maligne Tumorzellen diesem entgehen. Dieses Phanomen wird
Limmune escape‘‘ genannt [91, 92].

In der modernen Tumortherapie stellen diese Oberflachenproteine zeitgleich eine weitere
spezifische Therapiemdglichkeit dar. Dabei konnen monoklonale Antikoérper sowohl
PD-1 als auch PD-L1 binden und die inhibitorischen Signalkaskaden stoppen. Bisher in
der EU zugelassen sind die Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab, Cemiplimab und
Pembrolizumab gegen PD-1 und Avelumab, Atezolizumab und Durvalumab gegen
PD-L1. Diese ermdglichen die Therapie verschiedener fortgeschrittener oder inoperabler
Tumore; darunter z.B. das maligne Melanom, das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom
(NSCLC), das Urothelkarzinom oder das triple-negative Mammakarzinom. Fiir die
Therapie von HNSCC sind aktuell Nivolumab und Pembrolizumab zugelassen [26, 27,
93-96].

Nivolumab hat in Studien zudem einen Vorteil gegeniiber Chemotherapien bei
therapieresistenten HNSCC und NSCLC gezeigt [97, 98]. Dariiber hinaus wird in der
S3-Leitlinie fiir Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Larynxkarzinoms empfohlen,
dass Nivolumab als Zweitlinientherapie in der palliativen systemischen Therapie
angeboten werden sollte. Dies basiert unter anderem auf der durch Nivolumab deutlich
gesteigerten 1-Jahres-Uberlebensrate von 16,6 % auf 36 % und einem signifikant
verbesserten Gesamtiiberleben [97, 99].

Patienten, deren Tumore PD-L1+ waren, zeigten dariiber hinaus ein schlechteres
Outcome im Vergleich zu Patienten mit PD-L1- Tumoren. Dabei konnte ein vermindertes
Gesamtiiberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Diese
Beobachtung wurde unter anderem bei der Untersuchung von Blasenkarzinomen,
NSCLC und HNSCC gemacht [83, 100, 101].

Entsprechend dem  Mechanismus der Checkpoint-Inhibitoren zeigen sich
Nebenwirkungen der Therapie als Folge der korpereigenen Immunantwort. Mogliche
Nebenwirkungen sind Hautreaktionen, gastrointestinale Beschwerden, Hepatitiden oder

Pankreatitiden [102].
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1.4 Fragestellungen
Checkpoint-Inhibitoren haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen.
Dabei konnten sie sich weiter etablieren und stellen fiir bereits weit fortgeschrittene
Karzinome eine zusitzliche Behandlungsmoglichkeit dar, so dass sie heute aus dem
klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken sind.
Trotz der sich immer weiter entwickelnden Therapiemdglichkeiten in den letzten Jahren
sind die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten von 61 % (Minner) bzw. 63 % (Frauen) fiir
das Larynxkarzinom und 47 % (Ménner) bzw. 63 % (Frauen) fiir Karzinome der
Mundhohle und des Rachens nicht zufriedenstellend [103].
Aus diesen Griinden ist es von grundlegender Bedeutung prognostische und pradiktive
Marker zu detektieren, die helfen konnten, den Verlauf der Erkrankung einzuschétzen
und die Therapiemoglichkeiten zu optimieren. Ein moglicher Marker stellt PD-L1 dar,
der bereits in vielen Tumorentitdten untersucht und diskutiert wurde. Die Datenlage stellt
sich aktuell fiir die Karzinome des Kopf- und Halsbereiches und insbesondere fiir Larynx-
und Hypopharynxkarzinome begrenzt und inhomogen dar.
Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich daher mit folgenden Fragstellungen:
1) In welchen quantitativen AusmaBlen lassen sich PD-L1 und PD-1 in
Plattenepithelkarzinomen von Hypopharynx und Larynx nachweisen?
2) Lassen sich aus den Daten des verwendeten Kollektivs und der Expression
von PD-L1 prognostische Hinweise ableiten?
3) Liegt ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von PD-L1,
PD-1 und CDS5 (als Marker fiir Lymphozyten) in Plattenepithelkarzinomen
von Larynx und Hypopharynx vor?
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2 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv

Das dieser Arbeit zugrundeliegende Kollektiv mit den zugehdrigen epidemiologischen
Daten wurde bereits in einer anderen Dissertation verwendet — ,,Expression von GLUT-
1, p-Akt, M2-PK und p53 in Plattenepithelkarzinomen des Larynx und Hypopharynx*
von Jennifer Ariane Ringeling, Wiirzburg 2011.

Die Einschlusskriterien wurden hierbei wie folgt gewahlt:
- Plattenepithelkarzinom des Larynx oder Hypopharynx
- Komplette Laryngektomie mit Neck-Dissection (aufler bei pT1)
- Verfligbarkeit von epidemiologischen Patienten- und Verlaufsdaten
- Tumormaterial als Paraffinblock im Archiv des Pathologischen Instituts

verfiligbar

Das Kollektiv beinhaltet 118 Patientenfélle. Die Patienten wurden zwischen 1996 und
2005 in der Universitatsklinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde in Wiirzburg
behandelt. Aufler bei den Patienten mit pT1 wurden alle Patienten mit einer kompletten
Laryngektomie und Neck-Dissection therapiert. Fiir die Auswertung der Daten wurden
die Patientenakten verwendet [104].

Die fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellten Datensitze sind irreversibel anonymisiert.
Riickschliisse auf einzelne Patienten sind aufgrund eines ungewohnlich seltenen
Verlaufes jedoch theoretisch moglich. Nach Riicksprache mit der Ethikkommission
konnte auf ein Ethikvotum verzichtet und eine Unbedenklichkeitsbescheinigung

ausgestellt werden.

Die vorliegenden epidemiologischen Daten umfassen das Alter der Patienten bei
Erstdiagnose, das Geschlecht, die Uberlebenszeit in Monaten ab Operationszeitpunkt, die
Lokalisation (Larynx oder Hypopharynx), die TumorgroBe (in cm und pT-Stadien), die
Anzahl der metastasierten Lymphknoten (N-Stadien) und die Differenzierungsgrade
(Grading). Hinsichtlich der Uberlebenszeit wurden die Patienten in drei Gruppen
eingeteilt, dabei war der begonnene Monat mafBigeblich. Die Gruppeneinteilung verlief

wie folgt:
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- Patienten, die im Zeitraum von 1996-2005 verstarben
- Patienten, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums (2005) am Leben waren
- Patienten, tiber deren weiteren Krankheitsverlauf keine naheren Informationen
vorlagen — ,last seen (hier wurden die Monate bis zur letzten Datenerfassung
gezihlt)
Bei den eingeschlossenen Patienten konnte im Rahmen des Stagings vor Operation keine
Fernmetastasierung nachgewiesen werden.
Die pT- und N-Stadien richteten sich nach der damals giiltigen TNM-Klassifikation

maligner Tumore.

2.2 Tissue-Microarray-Herstellung

Fir die Herstellung der Tissue-Microarrays (TMA) wurden die asservierten
Paraffinblocke der Patiententumore herangezogen. Bereits vorliegende Mikrotomschnitte
in Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden verwendet, um die vordokumentierte Diagnose
mit Tumorgrading zu iiberpriifen. Auf dem Block erfolgte die Markierung der
Tumorareale anhand korrespondierender Tumorschnitte. Die Gewebsstanzen wurden mit
dem Gewebe-Stanzgerit von Beecher Instruments (Silver Spring, MD, USA) hergestellt.
Der Durchmesser der Stanzzylinder betrug 0,6mm. Diese wurden in entsprechende Slots
eines TMA-Paraffinblocks eingefiigt. Insgesamt wurden 4 Arrays und 4 Duplikate
hergestellt. Fiir den Zweck einer sicheren Orientierung im TMA wurden an der einen
Seite des TMA-Paraffinblocks zwei Stanzungen aus Nierengewebe aufgebracht. Auf der
anderen Seite wurden vier Stanzungen aus Tonsillengewebe eingesetzt. Vier
Einzelstanzen bilden eine komplette Tumorserie (Abbildung 2). Zwischen diesen
Einzelstanzen lagen jeweils 1 mm Abstand.

Von Larynx- und Hypopharynxkarzinomen wurden je zwei Arrays angefertigt.
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Abbildung 2: Beispiel eines Stanzschemas.

Zur Orientierung sind auf der linken Seite die beiden Stanzen des Nierengewebes und auf der rechten
Seite die vier Stanzen des Tonsillengewebes. Unter den jeweiligen vier Einzelstanzen findet sich die
zugehorige Fallnummer.

2.3 Schnitte und immunohistochemische Farbung

Es wurden 2-5 um dicke Gewebsschnitte aus den TMA -Paraffinblocken hergestellt und
auf silanisierte Objekttrager (Superfrost, Langenbrinck, Emmendingen, Germany)
iibertragen. Die Schnitte erfolgten mit einem Schlittenmikrotom und wurden sieben Tage
bei Raumtemperatur getrocknet. Fiir die anschlieBenden ITHC-Féarbungen wurden
verschiedene Antikdrper verwendet.

Fiir die PD-L1-Féarbung wurde der Klon QR1 der Firma Quartett in der Verdiinnung 1:200
verwendet. Der Klon SP269 der Firma Abcam in der Verdiinnung 1:100 wurde fiir die
Féarbung von PD-1 verwendet und fiir die CD5-Féarbung wurde der Klon 4C7 der Firma

Leica Biosystems in der Verdiinnung 1:40 verwendet.

14



2.4 Auswertung

PD-L1

Der verwendete Score fiir PD-L1 richtet sich nach dem Cologne-Score [105]. Dieser
Score wurde urspriinglich fiir das Adeno- und Plattenepithelkarzinom der Lunge
entwickelt und beinhaltet ein 6-Stufen-System. Das System orientiert sich an der
prozentualen Ausprigung PD-LI1+ Zellen innerhalb eines Tumorzellverbandes zur
Quantifizierung der Expression. Die sechs Stufen des Cologne-Scores wurden in dieser
Arbeit iibernommen und um die letzte Begrenzung zum ,,erweiterten Cologne Score® mit

sieben Stufen erweitert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Einteilung des erweiterten Cologne-Scores.

Der erweiterte Cologne-Score basiert auf dem urspriinglichen Cologne-Score, entwickelt von Scheel et al.,
und wurde um die Stufe 6 erweitert.

Quelle: eigene Darstellung, basierend auf dem Cologne -Score [105]

Stufen: 0 1 2 3 4 5 6

Grenzwerte: | <1% | 1-4% | 5-9% [ 10-24% | 25-49% | 50-79% | >80%

Col.-Score: <1% | 1-4% | 5-9% | 10-24% | 25-49% | =50% -

Dariiber hinaus wurde der modifizierte Cologne-Score generiert. Hierbei wurden die
Stufen 1 bis 6 des erweiterten Cologne-Scores auf zwei Stufen reduziert, um eine
anndhernd gleiche Gruppengrofle und damit eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen.
Konkret wurden die Stufen 1-3 (25 % oder weniger Tumorzellen wurden angefarbt) und
die Stufen 4-6 (mehr als 25 % der Tumorzellen wurden angefédrbt) zusammengefasst.
Neben dem genannten Cologne-Score, welcher wie der Tumor Proportion Score (TPS),
zur Auswertung die Anzahl der Tumorzellen in Prozent verwendet, haben sich noch der
so genannte CPS und der Immune Cell Score (IC-Score) etabliert. Im Falle des CPS
werden die PD-L1+ Tumor- und Immunzellen zusammengefasst und im Verhéltnis zu
allen vitalen Tumorzellen betrachtet; bei Anwendung des IC-Score wird die
Gesamttumorfliche, welche PD-L1+ infiltrierende Immunzellen zeigt, im Verhéltnis zu
allen vitalen Tumorzellen betrachtet [106].

Obwohl neben dem TPS auch der CPS sich in der aktuellen Therapieleitline des HNSCC
etabliert hat, orientiert diese Arbeit sich lediglich an der prozentualen Anzahl der PD-L1+
Tumorzellen ohne Beriicksichtigung der PD-L1+ Immunzellen. Die Ursache liegt darin,
dass in diesem Kontext eine Auswertung mittels CPS nicht addquat moglich wire. Dies

hat seine Ursache in Folgendem: In den TMAs zeigt sich nicht immer Stroma, was die

15



Anwendung des CPS erschwert und somit in diesem Fall die alleinige Beurteilung der

Tumorzellen mittels des Cologne-Scores den qualitativ besseren Weg darstellt.

Weiterhin wurde zwischen der Farbeintensitét differenziert. Farbungen, die eine starke
Férbeintensitdt aufwiesen, erhielten die Zusatzbezeichnung ,.h* fiir ,high intensity®.
Dementsprechend  erhielten Féarbungen mit schwacher Férbeintensitit die
Zusatzbezeichnung ,,1 fiir ,,low intensity*.

Dabei wurden nur Membranfirbungen in der Auswertung beriicksichtigt,
Zytoplasmafirbungen wurden wie ,,keine Fiarbung® behandelt.

Durch die Kombinierung des erweiterten Cologne-Scores und der Farbeintensitét ergaben
sich 13 verschiedene Auspragungsgrade (Tabelle 5). Der hochste Auspriagungsgrad lag
bei 6h (Abbildung 3), der niedrigste bei 0. Nicht auswertbare Stanzen wurden markiert
und in der weiteren statistischen Auswertung nicht beriicksichtigt. Bei der Auswertung

erfolgte die Beurteilung der Farbungen ohne Kenntnis iiber das Stadium der Erkrankung.

Tabelle 5: Die 13 verschiedenen méglichen Ausprigungsgrade der PD-L1-Auswertung

In der Tabelle werden die 13 verschiedenen mdglichen Auspridgungsgrade in der PD-L1-Auswerung
aufgelistet. Es handelt sich um eine Kombination aus dem erweiterten Cologne-Score — Stufe 0 bis 6 — und
der Farbeintensitdt — low intensity und high intensity.

Stufe / Fiarbeintensitiit low intensity high intensity

0 0 0

1 11 1h
2 21 2h
3 31 3h
4 41 4h
5 51 5h
6 6l 6h
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dem Expressionsgrad 6h in verschiedenen
Vergrofierungen

Die PD-Ll-positiven Zellen stellen sich rostrot
umrandet dar.

A: 6h in 40x VergroBerung

B: 6h in 100x VergroBerung

C: 6h in 400x Vergroferung

Quelle: eigene Darstellung

PD-1 und CD5
Die PD-1- und CDS5-Férbungen wurden anders als die PD-L1-Farbung nicht mit Hilfe

eines vorgetesteten Scores ausgewertet. Es wurden in dieser Arbeit vier
Expressionsstufen festgelegt:

0 = keine Féarbung im Préparat (0 % der Flédche);

1 = einzeln angefdrbte Lymphozyten im Préparat (< 1 % der Fldche);

2 = intermedidre angefdrbte Lymphozyten im Préparat (1 — 30 % der Fliche);

3 = viel angefdrbte Lymphozyten im Préparat (> 30 % der Fléche).

Weiterhin erfolgte eine Unterscheidung hinsichtlich der Lage der gefarbten Lymphozyten
zum Tumorzellverband. Es wurde die Zusatzbezeichnung i = ,jintra* fiir angefarbte
Lymphozyten innerhalb des Tumorzellverbands vergeben. Die Bezeichnung
p = ,,peripher wurde fiir angefarbte Lymphozyten benachbart des Tumorzellverbands
verwendet.

Die Bewertung bestand numerisch von 0 bis 3, die weiterhin den Zusatz p und/oder i

erhielten. Beispiele zeigen Tabelle 6 und Abbildungen 4 und 5.
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Tabelle 6: Beispiele der Auswertung von PD-1 und CD5 anhand von drei Kollektivfillen

Fall PD-1 CD5
E/03/9782 2p/2i 3p/2i
E/01/24364 3p/0i 3p/0i
E/01/7607 Op/1i 2p/1i

Auch im Falle von PD-1 und CD5 erhielten nicht auswertbare Fille keine Bezeichnung

und wurden in der weiteren statistischen Auswertung nicht beriicksichtigt.

s T o s v S Y K A AT : ) . ,
Abbildung 4: Beispiele verschiedener PD-1-Firbungen mit unterschiedlichen Ausprigungsgraden
A: 1iin 400x VergroBerung
B: 1i in 400x VergroBerung
C: 2iin 100x VergroBerung
D: 3i in 400x VergroBerung
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Abbildung 5: Beispiele verschiedener CD5-Firbungen mit unterschiedlichen Ausprigungsgraden
A: liin 100x VergroBerung
B: 1p in 100x VergroBerung

C: 2i in 400x VergroBerung
D: 3p in 400x VergroBerung

2.5 Statistik

Die bereits vorhandenen Daten des Kollektivs sowie die Ergebnisse der
IHC-Untersuchung wurden in einem gemeinsamen Excel-File (Microsoft Office Excel
2016) zusammengefiihrt, mit dem auch die Erhebung der deskriptiven Statistik erfolgte.
Die induktive Statistik wurde mit ,,IBM SPSS Statistics 25 durchgefiihrt.

Deskriptive Statistik

Zunichst erfolgte die Betrachtung das Gesamtkollektivs. Es wurden die Mittelwerte,
Standardabweichungen und Mediane von Erkrankungsalter und Uberleben bestimmt.
Zusétzlich wurde hinsichtlich des Erkrankungsalters 10-Jahres-Gruppen erstellt.
AuBerdem erfolgte die Bestimmung des 5-Jahres-Uberlebens des Kollektivs.

Weiterhin wurden die absoluten und prozentualen Werte von Geschlecht, Lokalisation

und Lymphknotenbeteiligung bestimmt. Die Daten des Kollektivs wurden nach
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Einteilung in die entsprechende Lokalisation (Larynx/Hypopharynx) einzeln betrachtet.
Dabei wurden die absoluten und prozentualen Werte von Geschlecht,
Lymphknotenbeteiligung, T-Stadium, Grading, sowie der Uberlebenszeit und
Erkrankungsalter erhoben.

Anschliefend erfolgte die Auswertung der Markerexpressionen. Bei allen
Markerexpressionen erfolgte die Angabe der Ergebnisse in prozentualen und absoluten
Zahlenwerten. Im Falle von PD-L1 handelte es sich um die generelle Angabe nach
positiven bzw. negativen Farbungen. Weiterhin wurden die positiven Félle zwischen
starker und schwacher Férbereaktion unterschieden. AnschlieBend erfolgte die
Zuweisung zu den einzelnen Gruppen des erweiterten Cologne-Scores. Dariiber hinaus
wurde die absolute und prozentuale Haufigkeit PD-L1+ bzw. PD-L1- Farbungen
hinsichtlich  verschiedener Parameter untersucht: Geschlecht, Lokalisation,
Erkrankungsstadium und Grading. Dies wurde ebenso mit dem modifizierten
Cologne-Score durchgefiihrt.

Im Falle von PD-1 erfolgte zundchst die Angabe der absolut und prozentual positiv
ausgewerteten Féarbereaktionen im Verhéltnis zur Lokalisation (keine Farbung, positive
Férbung innerhalb und/oder benachbart des Tumorzellverbandes). Anschlieend wurden
die PD-1-positiven Fille erfasst, die ebenfalls eine positive bzw. negative PD-L1-Farbung
aufwiesen.

Im Falle von CD5 wurden lediglich die absolut und prozentual positiv ausgewerteten

Farbereaktionen im Verhaltnis zur Lokalisation betrachtet.

Induktive Statistik

In allen angewandten Tests wurde a = 0,05 als Signifikanzniveau gewéhlt. Da das
Kollektiv eine GruppengroBBe von mehr als 30 Féllen aufweist, wurde von einer
Normalverteilung ausgegangen [107].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende statistische Tests verwendet:

Der Pearson-Chi2-Test wurde fiir die Frage nach Zusammenhingen zwischen dem
PD-L1-Status/ der prozentualen Anzahl von PD-L1 und dem Erkrankungsstadium nach
damals giiltiger TNM-Klassifikation bzw. dem Differenzierungsgrad herangezogen. Die
Daten waren nominal- (PD-L1-Status) bzw. ordinalskaliert (Erkrankungsstadium,

Differenzierungsgrad, modifizierter Cologne Score). Die Freiheitsgrade waren grofBer 1
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bei einer erwarteten Zellhdufigkeit von grofer 5. Fiir die Effektstdrke wurde Cramers V
bestimmt, Werte von > 0,3 wurden als starker Zusammenhang gewertet [108].

Die Korrektur nach Yates wurde fiir die Frage nach Zusammenhingen zwischen dem
PD-L1-Status/ der prozentualen Anzahl von PD-L1 und dem Sitz des Primirtumors bzw.
fiir die Frage nach einem Zusammenhang zwischen dem PD-L1-Status und der
Lymphknotenmetastasierung angewandt. Die Daten waren nominal- (Sitz des
Primartumors, PD-LI1-Status) bzw. ordinalskaliert (Lymphnotenmetastasierung,
modifizierter Cologne Score). Die Freiheitsgrade waren gleich 1 bei einer erwarteten
Zellhdufigkeit von grofler 5. Fiir die Effektstirke wurde Phi bestimmt, Werte von > 0,3
wurden als starker Zusammenhang gewertet [ 108].

Der exakte Test nach Fisher wurde fiir die Frage nach Zusammenhédngen zwischen dem
PD-L1-Status/ der prozentualen Anzahl von PD-L1 und dem Geschlecht bzw. fiir die
Frage nach einem Zusammenhang zwischen der prozentualen Anzahl von PD-L1 und der
Lymphknotenmetastasierung verwendet. Die Daten waren nominal- (Geschlecht,
PD-L1-Status) bzw. ordinalskaliert (Lymphnotenmetastasierung, modifizierter Cologne
Score). Die Freiheitsgrade waren gleich 1 bei einer erwarteten Zellhdufigkeit von 5 oder
kleiner. Fir die Effektstiarke wurde Phi bestimmt, dabei beschrieben Werte von > 0,3
einen starken Zusammenhang [108].

Fiir die Frage nach Unterschieden beziiglich des Erkrankungsalters und des PD-L1-Status
bzw. der Anzahl an positiv gefarbten PD-L1-Zellen wurde der t-Test fiir unabhéngige
Stichproben verwendet. Die Voraussetzung der Varianzhomogenitit war gegeben. Fiir
die weitere Verifizierbarkeit des Ergebnisses wurde die Effektstirke nach Cohen
berechnet. Es galt: r = 0,1 bis r = 0,29 entsprach einem schwachen Effekt, r = 0,3 bis
r = 0,49 entsprach einem mittleren Effekt und r = > 0,5 entsprach einem starken Effekt
[109].

Fiir die Frage nach Unterschieden im Uberleben zwischen PD-L1+ und PD-L1- Fillen
bzw. zwischen der Anzahl an positiv gefirbten PD-L1-Zellen wurden
Kaplan-Meier-Kurven verwendet. Um die Kurven statistisch zu bewerten wurde der
Log-rank-Test herangezogen [110].

Fiir die Untersuchung von Zusammenhéngen zwischen zwei ordinalskalierten Variablen
wurde die Rangkorrelation nach Spearman verwendet. Im Detail wurde dieser Test fiir

die Fragestellung nach Zusammenhédngen zwischen der quantitativen Ausprdgung von
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CD5+ und PD-1+ Zellen innerhalb und benachbart des Tumorverbandes aber auch
zwischen dem erweiterten Cologne-Score und der PD-L1 Farbeintensitidt verwendet. Fiir
die GroBe des Zusammenhangs wurde die Effektstirke nach Cohen berechnet und

entsprechend der eben bereits beschriebenen Einteilung klassifiziert [111].
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3 ERGEBNISSE

3.1 Das Kollektiv
Das Kollektiv bestand aus 118 Féllen. Davon waren 108 Félle ménnlich (92 %) und 10

weiblich (8 %). Von 70 Féllen mit Plattenepithelkarzinom des Larynx waren 66 ménnlich
(94 %) und vier weiblich (6 %). Von 48 Fillen mit Plattenepithelkarzinom des
Hypopharynx waren 42 ménnlich (88 %) und 6 weiblich (13 %) (Abbildung 6).

VERTEILUNG NACH
GESCHLECHT UND LOKALISATION

B Mannlich Weiblich

LARYNX (70 PATIENTEN) HYPOPHARYNX (48 PATIENTEN)

Abbildung 6: Verteilung des Gesamtkollektivs nach Geschlecht und Lokalisation in absoluten Zahlen

Die Altersspanne des gesamten Kollektivs erstreckte sich zwischen 38 und 85 Jahren.
Das Medianalter lag bei 59, der Mittelwert bei 60 Jahren mit einer Standardabweichung
von +9 Jahren.

Das Medianalter der Larynxkarzinomgruppe betrug 62 Jahre, der Mittewert lag bei
62.2 Jahren mit einer Standardabweichung von +9.4 Jahren. Der jlingste Patient war 45
Jahre, der dlteste Patient 85 Jahre alt. Das Medianalter der Hypopharynxkarzinomgruppe
lag bei 57 Jahren, der Mittelwert lag bei 57.4 Jahren mit einer Standardabweichung von
+7.6 Jahren. In dieser Gruppe war der jiingste Patient 38 und der dlteste Patient 75 Jahre

alt.
Das Erkrankungsalter wurde nach Lebensdekaden aufgeteilt. Hier zeigte sich das

Maximum der Altersverteilung der Larynxkarzinomgruppe im Kollektiv bei 50-59

Jahren. In dieser Altersgruppe erkrankten insgesamt 25 Patienten (36 %) — darunter 24
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minnliche und 1 weibliche Patientin. 66 % des Kollektivs — 1 weiblicher und 45
minnliche Patienten — waren von der Krebserkrankung betroffen, wenn der

Betrachtungszeitraum um eine Dekade erweitert wurde (50-69 Jahre) (Abbildung 7).

ALTERSVERTEILUNG
LARYNXKARZINOME KOLLEKTIV
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Abbildung 7: Altersverteilung der Larynxkarzinompatienten des Kollektivs in absoluten Zahlen
Die untere Achse gibt das Alter in Jahren an.

Im Falle der Hypopharynxkarzinompatienten fiel ebenfalls eine quantitative Hiufung in
der Altersgruppe 50 — 59 Jahre auf. In diesem Alter erkrankten 23 (48 %) der 48 Félle —
davon waren 6 weiblich und 17 ménnlich. 38 Patienten (79 %) erkrankten — davon 6
weibliche und 32 ménnliche — bei Erweiterung des Betrachtungszeitraum um eine

Lebensdekade (50 — 69 Jahre) (Abbildung 8).

ALTERSVERTEILUNG
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Abbildung 8: Altersverteilung der Hypopharynxkarzinompatienten des Kollektivs in absoluten
Zahlen
Die untere Achse gibt das Alter in Jahren an.
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Bei Betrachtung der Lymphknoten zeigten 65 Fille (55 %) des Gesamtkollektivs zum
Zeitpunkt der Operation eine synchrone Lymphknotenmetastasierung und wurden als
,»INT*“ klassifiziert. Dem gegeniibergestellt konnte bei 53 Féllen (45 %) zum Zeitpunkt der
Datenerfassung keine Lymphknotenmetastasierung nachgewiesen werden. Sie wurden
als ,,NO*“ bezeichnet. In der Larynxkarzinomgruppe wurden 30 Félle (43 %) als N+ und
40 Félle (57 %) als NO klassifiziert. In der Gruppe der Hypopharynxkarzinome zeigten
von 48 Fillen 35 (73 %) eine Lymphknotenmetastasierung, 13 (27 %) hingegen zeigten
keine Lymphknoten-Metastasen (Abbildung 9).

LYMPHKNOTENMETASTASIERUNG

E N+ mNO

40
35

o
o™

LARYNX HYPOPHARYNX

Abbildung 9: Lymphknotenstatus des Gesamtkollektivs nach Lokalisation geordnet in absoluten
Zahlen

Bei Analyse der Tumorstadien gemdfl TNM-Klassifikation konnten 11 (16 %) der 70
Larynxkarzinome der Kategorie pT1 zugeordnet werden. 5 Félle (7 %) wurden als pT2,
22 Fille (31 %) als pT3 und 32 Fille (46 %) als pT4 klassifiziert. Im Vergleich dazu
wurden die 48 Hypopharynxkarzinome wie folgt eingeordnet: 7 Fille (15 %) wurden als
Stadium pT1, 10 Félle (21 %) als Stadium pT2, 17 Félle (35 %) als Stadium pT3 und 14
Félle (29 %) als Stadium pT4 eingestuft (Abbildung 10).
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Abbildung 10: pT-Status der Tumore des Gesamtkollektivs nach Lokalisation geordnet in absoluten
Zahlen

Hinsichtlich des Differenzierungsgrades zeigte sich, dass 61 % (43/70) der
Larynxkarzinome méaBig differenziert (G2) waren. 5 Félle (7 %) waren hoch differenziert
(G1) und 22 Fiélle (31 %) waren schlecht differenziert (G3).

In der Hypopharynxkarzinomgruppe présentierte sich folgende Sachlage: Ein Tumor
(2 %) war hochdifferenziert (G1), 24 Tumore (50 %) waren méBig differenziert (G2) und
23 Tumore (48 %) waren schlecht differenziert (G3) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Differenzierungsgrad (Grading) der Tumore des Gesamtkollektivs nach Lokalisation
geordnet in absoluten Zahlen

Im Rahmen der Analyse der Uberlebenszeit zeigte sich, dass die Uberlebensspanne im
Gesamtkollektiv von 1 Monat bis 126 Monate reichte, der Median lag bei 32.5 Monaten,
das arithmetische Mittel lag bei 42.1 Monaten mit einer Standardabweichung von £35.6
Monaten. Die Patienten wurden in drei Gruppen aufgeteilt: verstorbene Patienten,

Patienten mit einem Uberleben von iiber 5 Jahren und Patienten {iber deren Verbleib keine
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ndheren Informationen vorlagen — ,,last seen (hier wurden die Monate bis zur letzten
Datenerfassung gezihlt).

59 Patienten (50 %) waren in der Gruppe der verstorbenen Patienten. Von diesen waren
33 (56 %) an einem Larynxkarzinom und 26 (44 %) an einem Hypopharynxkarzinom
erkrankt.

27 Patienten (23 %) tiberlebten > 5 Jahre, 17 (63 %) waren an einem Larynxkarzinom
und 10 (37 %) an einem Hypopharynxkarzinom erkrankt.

In der letzten Gruppe ,.last seen* befanden sich 32 Patienten (27 %). In dieser Gruppe
erkrankten 20 Patienten (63 %) an einem Larynx- und 12 Patienten (38 %) an einem

Hypopharynxkarzinom.

Im Falle der Larynxkarzinompatienten zeigte sich eine Uberlebenszeit von 2 bis 126
Monaten, der Median betrug 30 Monate, das arithmetische Mittel lag bei 39,7 Monaten
mit einer Standardabweichung von + 34,4 Monaten.

In der Gruppe der Hypopharynxkarzinome reichte die Spannweite der Uberlebenszeit von
1 Monat bis 124 Monate. Der Median lag bei 34,5 Monaten, das arithmetische Mittel bei
45,5 Monaten mit einer Standardabweichung von = 37 Monaten.

Die auf das gesamte Kollektiv berechnete absolute 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 50 %
(eingeschlossen wurden alle Patienten, die sicher 61 Monate {iberlebten, bzw. vorher

verstarben).

3.2 Markerexpression

PD-L1

Bei der Auswertung der PD-L1-Expression fand sich in 57 der 118 Félle (48 %) im Tumor
eine Expression von PD-L1. Diese wurden als PD-L1+ bezeichnet. Von den PD-L1+
Fillen zeigten 24 (42 %) eine starke und 33 (58 %) eine schwache Fiarbung. Sie erhielten
nachfolgend die Bezeichnungen PD-L1+ high bzw. PD-L1+h fiir eine starke Farbung und
PD-L1+ low bzw. PD-L1+] fiir eine schwache Féarbung.

Bei 58 Tumoren (49 %) konnte keine PD-L1 Férbereaktion nachgewiesen werden, sie
wurden als PD-L1- graduiert (Abbildung 12). Bei 3 Tumoren (3 %) des Kollektivs war

das Ergebnis nicht auswertbar.
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GESAMTKOLLEKTIV
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Abbildung 12: Verteilung der PD-L1-Expression im Gesamtkollektiv

Bei Betrachtung der 57 PD-L1+ Fille im erweiterten Cologne-Score zeigte sich folgende
Verteilung: 14 Fille (25 %) konnten Stufe 1, 9 Fille (16 %) konnten Stufe 2, 7 Félle (12
%) konnten Stufe 3, 8 Fille (14 %) konnten Stufe 4, 8 Fille (14 %) konnten Stufe 5 und
11 Falle (19 %) konnten Stufe 6 zugeordnet werden (Abbildung 13).

ERWEITERTER COLOGNE-SCORE

B Stufe 1 Stufe 2 mStufe3 M Stufe4d Stufe 5 Stufe 6

3
I |
o0 o0
Abbildung 13: Verteilung der PD-L1+ Fiille in den 6 Stufen des erweiterten Cologne-Scores

Stufe 1: 1-4 % PD-L1+ Zellen; Stufe 2: 5-9 % PD-L1+ Zellen; Stufe 3: 10-24 % PD-L1+ Zellen; Stufe 4:
25-49 % PD-L1+ Zellen; Stufe 5: 50-79 % PD-L1+ Zellen; Stufe 6: < 80 % PD-L1+ Zellen.

Im modifizierten Cologne-Score wurden die Stufen 1-3 und 4-6 des erweiterten
Cologne-Scores zusammengefasst. 27 Fille (47 %) zeigten > 25 % PD-L1+ Zellen
(Stufen 4-6), 30 Fille (53 %) zeigten < 25 % PD-L1+ Zellen (Stufen 1-3) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verteilung der PD-L1+ Fille im modifizierten Cologne-Score

PD-1

Von den 118 Fillen des Gesamtkollektivs konnte bei 9 Féllen (8 %) in Assoziation zum
Tumorverband innerhalb und benachbart PD-1+ Lymphozyten nachgewiesen werden. In
13 Fillen (11 %) fanden sich PD-1+ Lymphozyten ausschlielich benachbart zum
Tumorzellverband. Bei 14 Fillen (12 %) kamen PD-1+ Lymphozyten nur innerhalb des
Tumorverbands vor. In 80 Fillen (68 %) waren keine PD-1+ Lymphozyten vorhanden,
diese galten dementsprechend als PD-1-.

Weiterhin war in 2 Fillen (2 %) das Ergebnis nicht auswertbar.

Insgesamt waren 36 Fille PD-1+, davon waren 21 (58 %) PD-L1+ und 14 (39 %) PD-L1-
(Abbildung 15). In 1 Fall (3 %) mit PD-1 positiven Lymphozyten war die Auswertung
der PD-L1 Expression nicht moglich.
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VERTEILUNG PD-1+ LYMPHOZYTEN
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Abbildung 15: Gesamtzahl und Verteilung der Patienten mit PD-1 positiven Lymphozyten in
Abhéingigkeit der PD-L1 Expression

CDS

In 38 von den 118 Féllen (32 %) des Gesamtkollektivs konnten CD5+ Lymphozyten
innerhalb und benachbart zum Tumorzellverband nachgewiesen werden.

Bei 38 Fillen (32 %) waren CD5+ Lymphozyten lediglich benachbart des
Tumorzellverbandes zu finden. CD5+ Lymphozyten, die sich nur innerhalb des
Tumorverbands lagen, konnten bei 24 Fillen (20 %) nachgewiesen werden. 17 Fille

(14 %) waren CD5- (Abbildung 16). In 1 Fall (1 %) war das Ergebnis nicht auswertbar.
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Abbildung 16: Expression von PD-1 und CDS in Lokalisation zum Tumorzellverband

3.3 Prognostische Hinweise

PD-L1 und Geschlecht

Von den insgesamt 10 Féllen mit weiblichem Geschlecht waren 6 (60 %) PD-L1+ und 3
(30 %) PD-L1-. In einem Fall (10 %) war das Ergebnis nicht auswertbar.

In den Féllen mit ménnlichem Geschlecht zeigten von den 108 Fillen 51 (47 %) einen
PD-L1+und 55 (51 %) einen PD-L1- Tumor. 2 Farbungen (2 %) waren nicht auswertbar.
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem Geschlecht und dem
Auftreten eines PD-L1+ Tumors (p = 0,32, exakter Test nach Fisher). Hierbei lag ein
schwacher Effekt vor (Phi-Koeffizient: ¢ = 0,1).

Bei Betrachtung des mCologne-Scores fanden sich unter den 30 Féllen mit einer Anzahl
von < 25 % PD-L1+ Tumorzellen (Stufen 1-3) 25 Fille (83 %) mit ménnlichem und 5
Félle (17 %) mit weiblichem Geschlecht. Weiterhin zeigten 26 Fille (96 %) mit
minnlichem Geschlecht und 1 Fall (4 %) mit weiblichem Geschlecht einen PD-L1+
Tumor mit > 25 % PD-L1+ Tumorzellen (Stufen 4-6).

Auch beziiglich des mCologne-Scores und des Geschlechts zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang (p = 0,2, exakter Test nach Fisher). Es lag ein schwacher Effekt vor

(Phi-Koeffizient: ¢ =-0,21).
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PD-L1 und Sitz des Primirtumors

Von den 70 Larynxkarzinomfillen zeigten 38 (54 %) einen PD-L1+ und 31 (44 %) einen
PD-L1- Tumor. Ein Fall konnte nicht ausgewertet werden (1 %).

Von den 48 Hypopharynxkarzinomen waren 19 (40 %) PD-L1+ und 27 (56 %) PD-L1-.
2 Fille (4 %) konnten nicht ausgewertet werden. Zwischen der Tumorlokalisation und
dem PD-L1-Status ergab sich auch hier kein signifikanter Zusammenhang (y*vates = 1,58,
p =0,21). Der Effekt war schwach (Phi-Koeffizient: ¢ =-0,14).

Weiterhin konnte bei Analyse des mCologne-Scores in Abhdngigkeit des Sitzes des
Primértumors folgendes beobachtet werden: Von den insgesamt 30 Fillen mit < 25 %
PD-L1+ Tumorzellen (Stufen 1-3) zeigten 23 (77 %) ein Larynxkarzinom und 7 (23%)
ein Hypopharynxkarzinom. Von den 27 Féllen mit > 25 % PD-L1+ Tumorzellen (Stufen
4-6) lagen 15 Tumore (56 %) im Larynx und 12 Tumore (44 %) im Hypopharynx.
Dariiber hinaus konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Lokalisation der Tumore und des mCologne-Scores nachgewiesen werden ()2yates = 2,0,

p =0,16). Es lag ein schwacher Effekt vor (Phi-Koeffizient: ¢ = 0,22).

PD-L1 und Erkrankungsalter

Patienten mit einem PD-L1+ Tumor (M = 61,1 Jahre, SD = + 8,9 Jahre, Md = 60 Jahre)
erkrankten im Vergleich zu Patienten mit PD-L1- Tumoren (M = 59,4 Jahre, SD = £9,2
Jahre, Md = 59 Jahre) nicht signifikant hdufiger in einem fritheren oder spéteren
Lebensalter (t(113) = -0,97, p = 0,33). Die Effektstirke nach Cohen (1992) lag bei
r = 0,09 und entsprach damit einem schwachen Effekt.

Die Altersspanne der PD-L1+ Patienten reichte von 38 — 85 Jahren. Bei den Patienten mit
PD-L1- Tumoren reichte die Altersspanne von 44 — 80 Jahren.

Im Falle der prozentualen Anzahl der PD-L1+ Zellen, die sich in dem Stufen 1-3 (<25 %
PD-L1+ Tumorzellen) (M = 61,9 Jahre, SD =+ 10,5 Jahre, Md = 61 Jahre, Altersspanne:
38 — 85 Jahre) und den Stufen 4-6 (> 25 % PD-L1+ Tumorzellen) (M = 60,2 Jahre,
SD =+ 6,7 Jahre, Md = 59 Jahre, Altersspanne: 49 — 76 Jahre) aufteilte, zeigte sich
ebenso kein signifikanter Unterschied im Erkrankungsalter (t(55) = 0,76, p = 0,45). Hier
war die Voraussetzung der Varianzhomogenitét nicht gegeben, daher wurde der t-Test
mit Welch-Korrektur bestimmt. Die Effektstirke nach Cohen (1992) entsprach mitr = 0,1

einem schwachen Effekt.
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PD-L1 und Uberleben

Von den 115 auswertbaren Patientenfillen des Kollektivs zeigten die 57 PD-L1+
Patienten ein durchschnittliches Uberleben von 42,9 Monaten (SD ==+ 35,1 Monate,
Md = 34 Monate). Die Uberlebensspanne reichte von 3 bis 126 Monate. Die 58 Patienten
mit PD-L1- Tumoren zeigten ein durchschnittliches Uberleben von 39,7 Monaten
(SD ==+ 35,4 Monate, Md = 24 Monate). Hier betrug die kleinste Uberlebensdauer ein
Monat und die langste 124 Monate.

In der weiteren Untersuchung wurde die Uberlebensrate nach Kaplan und Meier
betrachtet. Dabei zeigten sich #hnliche Uberlebenswahrscheinlichkeiten bis etwa 60
Monate nach Erstdiagnose. Nach dem 60. Monat zeigte sich eine etwas bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir die Patienten mit PD-L1+ Tumor. Nach circa 110
Monaten glichen sich die Kurven wieder an. Patienten mit einem PD-L1+ Tumor zeigten
etwa 60 Monate nach Erstdiagnose eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50 %,
Patienten mit einem PD-L1- Tumor zeigten schon nach 49 Monaten eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50 % (Abbildung 17). Jedoch konnte weiterhin kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Uberlebenskurven nachgewiesen werden

(p = 0,28, Log-Rank-Test).
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Abbildung 17: Vergleich der Uberlebenskurven in Abhingigkeit des PD-L1-Status in Monaten

In der waagerechten Achse wird das Uberleben in Monaten dargestellt. Die senkrechte Achse zeigt das
prozentuale kumulative Uberleben in Dezimalzahlen. Die senkrechten Striche symbolisieren Zensierungen
— diese geben das Uberleben bis zum letzten dokumentierten Zeitpunkt an.

Bei Betrachtung der prozentualen Anzahl der PD-L1+ Tumorzellen {iberlebten Patienten
mit <25 % PD-L1+ Zellen im Durchschnitt 36,5 Monate (SD = +34.89 Monate,
Md = 24 Monate). Die kiirzeste Uberlebensdauer betrug 3 Monate, die lingste
Uberlebensdauer lag bei 126 Monaten. Dem gegeniibergestellt iiberlebten Patienten mit
> 25 % im Durchschnitt 50 Monate (SD =+33.92 Monate, Md = 46 Monate). Die
kiirzeste Uberlebensdauer lag bei 6 Monaten, die lingste betrug 113 Monate.

In der Uberlebenskurve nach Kaplan und Meier zeigte sich eine bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Patienten mit > 25 % PD-L1+ Zellen. Patienten mit >
25 % PD-L1+ Zellen zeigten etwa 110 Monate nach Erstdiagnose eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50 %, Patienten mit < 25 % PD-L1+ Zellen zeigten
diese dagegen bereits nach 45 Monaten (Abbildung 18). Diese Beobachtung war nicht
signifikant (p = 0,08, Log-Rank-Test).
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Abbildung 18: Vergleich der Uberlebenskurven in Abhiingigkeit der prozentualen Anzahl PD-L1+

Zellen in

Monaten

In der waagerechten Achse wird das Uberleben in Monaten dargestellt. Die senkrechte Achse zeigt das
prozentuale kumulative Uberleben in Dezimalzahlen. Die senkrechten Striche symbolisieren
Zensierungen — diese geben das Uberleben bis zum letzten dokumentierten Zeitpunkt an.

PD-L1

und das Erkrankungsstadium

Die 57 Fiélle in der Gruppe der PD-LI+ Tumore teilten sich gemiB des

Erkrankungsstadiums wie folgt auf:

Die 58

6 Fille (11 %) zeigten das Stadium pT1
13 Fille (23 %) zeigten das Stadium pT2
16 Fille (28 %) zeigten das Stadium pT3
22 Fille (39 %) zeigten das Stadium pT4
Fille der PD-L1- Tumore zeigte dem gegeniibergestellt folgende Aufteilung

bezogen auf das Erkrankungsstadium:

10 Falle (17 %) zeigten das Stadium pT1
2 Félle (3 %) zeigten das Stadium pT2

23 Fille (40 %) zeigten das Stadium pT3
23 Fille (40 %) zeigten das Stadium pT4
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Es zeigte sich zwischen dem PD-L1-Status und dem pT-Stadium ein signifikanter
Zusammenhang (¥*(3) = 10,3, p = 0,02). Es lag ein starker Effekt vor (Cramer-V:
VvV =0,3).

Metastasierte Lymphknoten wiesen 29 (51 %) der 57 PD-L1+ Fille auf. 28 Fille (49 %)
mit PD-L1+ Tumor zeigten hingegen keine Lymphknotenmetastasierung.

Von den PD-L1- Fillen waren 23 Fille (40 %) mit metastasenfreien und 35 Falle (60 %)
mit metastasierten Lymphknoten. Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen PD-LI1+ bzw. PD-L1- Tumoren und der Lymphknotenmetastasierung
(vaes = 0,7, p=0,4). Die Effektstirke beschrieb einen schwachen Effekt
(Phi-Koeffizient: ¢ =-0,1).

Im Bezug auf die prozentuale Anzahl der PD-L1+ Tumorzellen zeigte sich gemal3 der
Einteilung nach dem Erkrankungsstadien folgende Verteilung:
30 Félle mit <25% PD-L1+ Zellen:

- 3 Falle (10 %) zeigten das Stadium pT1

- 6 Falle (20 %) zeigten das Stadium pT2

- 8 Fille (27 %) zeigten das Stadium pT3

- 13 Falle (43 %) zeigten das Stadium pT4
Davon waren 16 Fille (53 %) mit Lymphknotenmetastasierung und 14 Fille (47 %) ohne
Lymphknotenmetastasierung.
27 Falle mit > 25 % PD-L1+ Zellen:

- 3 Félle (11 %) zeigten das Stadium pT1

- 7 Félle (26 %) zeigten das Stadium pT2

- 8 Fille (30 %) zeigten das Stadium pT3

- 9 Fille (33 %) zeigten das Stadium pT4
Von diesen waren 13 Féllen (48 %) mit metastasierten Lymphknoten und 14 Félle (52 %)
ohne metastasierte Lymphknoten.
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem pT-Stadium und der
prozentualen Anzahl der PD-L1+ Tumorzellen (*(3) = 0,65, p = 0,89). Es lag ein
schwacher Effekt vor (Cramer-V: V = 0,11). Hierbeli ist zu beachten, dass bei 25 % der

Zellen eine erwartete Haufigkeit < 5 vorlag.
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Dariiber hinaus ergab sich ebenso kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
prozentualen Anteil der PD-L1+ Tumorzellen und der Lymphknotenmetastasierung
(p = 0,79, exakter Test nach Fisher). Die Effektstérke beschrieb einen schwachen Effekt
(Phi-Koeffizient: ¢ =-0,05).

PD-L1 und Grading
Bei Betrachtung des Gradings zeigte sich fiir die 57 PD-L1+ Fille folgende Einteilung:

- 4 Falle (7 %) zeigten den Differenzierungsgrad G1

- 32 Fille (56 %) zeigten den Differenzierungsgrad G2

- 21 Falle (37 %) zeigten den Differenzierungsgrad G3
Dem Gegeniibergestellt teilte sich der Differenzierungsgrad fiir die 58 PD-L1- Félle wie
folgt auf:

- 2 Falle (3 %) zeigten den Differenzierungsgrad G1

- 33 Fille (57 %) zeigten den Differenzierungsgrad G2

- 23 Falle (40 %) zeigten den Differenzierungsgrad G3
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grading und dem PD-LI
Status nachgewiesen werden (¥*(2) = 0,76, p = 0,68). Es handelte sich um einen
schwachen Effekt (Cramer-V: V =.08). Hierbei lag bei 33 % der Zellen die erwartete
Zellhdufigkeit unter 5.

Weiterhin wurde auch ein moglicher Zusammenhang zwischen der prozentualen Anzahl
der PD-L1+ Tumorzellen und dem Grading untersucht, dabei zeigte sich folgende
Aufteilung:
30 Félle mit <25 % PD-L1+ Zellen:

- 2 Falle (7 %) zeigten den Differenzierungsgrad G1

- 17 Falle (57 %) zeigten den Differenzierungsgrad G2

- 11 Falle (37 %) zeigten den Differenzierungsgrad G3
27 Falle mit > 25 % PD-L1+ Zellen:

- 2 Falle (7%) zeigten den Differenzierungsgrad G1

- 15 Falle (56 %) zeigten den Differenzierungsgrad G2

- 10 Falle (37 %) zeigten den Differenzierungsgrad G3
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Zwischen der prozentualen Anzahl der PD-L1+ Zellen und dem Differenzierungsgrad der
Tumorzellen lag kein signifikanter Zusammenhang vor (*(2) = 0,02, p = 0,99). Die
Effektstarke war schwach (Cramer-V: V= 0,02). Es ist zu beachten, dass 33 % der Zellen

eine erwartete Zellhdufigkeit unter 5 aufwiesen.

PD-L1-Firbeintensitit und Cologne-Score

Bei der Untersuchung auf einen Zusammenhang zwischen der Fiarbeintensitdt der
PD-L1+ Zellen (,,high* vs. ,,Jow*) und dem modifizierten Cologne-Score (< 25 % vs. >
25 %) konnte folgende Verteilung beobachtet werden:

33 Fille zeigten eine PD-L1 Farbung mit einer niedrigen Intensitét (,,low*), davon hatten
21 Fille (64 %) eine prozentuale Anzahl < 25 % und 12 Fille (36 %) eine prozentuale
Anzahl von > 25 %.

24 Falle wiesen eine PD-L1 Féarbung mit starker Intensitét auf(,,high*), davon zeigten 9
Fille (38 %) eine prozentuale Anzahl < 25 % und 15 Fille (63 %) eine prozentuale Anzahl
von > 25 %.

Es lag kein signifikanter Zusammenhang vor (¥*yates = 2,83, p = 0,09). Dabei zeigte sich
eine mittlere Effektstirke (Phi-Koeffizient: ¢ = .26).

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich in den nachstehenden Tabellen

(Tabelle 7 und Tabelle 8).
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Tabelle 7: Statistischer und numerischer Vergleich der PD-L1 Expression gegeniiber den
verschiedenen Variablen des Kollektivs
Drei Fille konnten nicht ausgewertet werden. Signifikante Ergebnisse werden mit einem ,,** markiert.
Chi?-Unabhingigkeitstests, bei denen Zellen eine erwartete Haufigkeit <5 aufwiesen, wurden mit einem

» < markiert.
PD-L1+ PD-L1- Statistische Tests
Absolute Anzahl (%) 57 (48,3 %) 58 (49,2 %)
Geschlecht (%)
M 51 (89,5 %) 55 (94,8 %) p=0,32
W 6 (10,5 %) 3(5.2%) exakter Test nach
Fisher
Lokalisation (%)
Larynx 38 (66,7 %) 31 (53,4 %) Y yates = 1,58
Hypopharynx 19 (33,3 %) 27 (46,6 %) p=0,21
Erkrankungsalter
(in Jahren)
Medianes 60 59 t(113) =-0,97
Erkrankungsalter 61,09 59,43 p=0,33
Mittleres Erkrankungsalter + 8,92 +9,2
Standardabweichung 38 -85 44 - 80
Altersspanne
Uberleben (in Monaten)
Medianes Uberleben 34 24.5 p=0,28
Mittleres Uberleben 42,89 39,69 Log-Rank-Test
Standardabweichung + 35,1 + 35,37
Uberlebensspanne 3-126 1-124
TNM-Klassifikation (%)
pT1 6 (10,5 %) 10 (17,2 %) ¥(3)=10,3
pT2 13 (22,8 %) 2 (3,4 %) p=0,02%
pT3 16 (28,1 %) 23 (39,7 %)
pT4 22 (38,6 %) 23 (39,7 %)
NO 28 (49,1 %) 23 (39,7 %) Cyates = 0,7
N+ 29 (50,9 %) 35 (60,3 %) p=04
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Grading (%)
Gl
G2
G3

4(7,0 %)
32 (56,1 %)
21 (36,8 %)

2 (3.4 %)
33 (56,9 %)
23 (39,7 %)

x*(2)=0,76
p=0,68"

Tabelle 8: Statistischer und numerischer Vergleich der prozentualen Anzahl PD-L1+ Zellen

gegeniiber den verschiedenen Variablen des Kollektivs

Drei Fille konnten nicht ausgewertet werden. Signifikante Ergebnisse werden mit einem ,,*“ markiert.
Chi2-Unabhéngigkeitstests, bei denen Zellen eine erwartete Haufigkeit <5 aufwiesen, wurden mit einem

» < markiert.
mCologne- mCologne-
Score <25 % | Score>25% Statistische Tests
Absolute Anzahl (%) 30 27
Geschlecht (%)
M 25 (83,3 %) 26 (96,3 %) p=0,2
W 5 (16,7 %) 1 (3,7 %) exakter Test nach
Fisher
Lokalisation (%)
Larynx 23 (76,7 %) 15 (55,6 %) Cyates = 2,0
Hypopharynx 7 (23,3 %) 12 (44,4 %) p=0,16
Erkrankungsalter
(in Jahren)
Medianes 61 59 t(55)=10,76
Erkrankungsalter 61,93 60,15 p=0,45
Mittleres Erkrankungsalter +10,45 +6,71
Standardabweichung 38-85 49 —-76
Altersspanne
Uberleben (in Monaten)
Medianes Uberleben 24 46 p=0,08
Mittleres Uberleben 36,47 50,04 Log-Rank-Test
Standardabweichung +34,89 +33,92
Uberlebensspanne 3-126 6-113
TNM-Klassifikation (%)
pT1 3 (10 %) 3 (11,1 %) v*(3)=0,65
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pT2 6 (20 %) 7 (25,9 %) p=0,89"
pT3 8 (26,7 %) 8 (29,6 %)
pT4 13 (43,3 %) 9 (33,3 %)
NO 14 (46,7 %) 14 (51,9 %)
N+ 16 (53,3 %) 13 (48,1 %) p=10,79
exakter Test nach
Fisher
Grading (%)
Gl 2 (6,7 %) 2 (7,4 %) ¥*(2) = 0,02
G2 17 (56,7 %) 15 (55,6 %) p=0,99*
G3 11 (36,7 %) 10 (37 %)
Farbeintensitit
Low 21 (70 %) 12 (44,4 %) A Yates = 2,83
High 9 (30 %) 15 (55,6 %) p=0,09

3.4 Zusammenhang zwischen den Markerexpressionen

Im Rahmen der Analyse nach mdglichen Zusammenhéngen zwischen der Expression von

PD-1, PD-L1 und CDS fielen signifikante Korrelationen auf.

Zwischen dem erweiterten Cologne-Score und der ausgewerteten semiquantitativen
Menge von CDS5+ Lymphozyten innerhalb des Tumorverbandes zeigte sich eine
signifikante positive Korrelation (rs = 0,4, p < 0,01, n=156). Dies entsprach einem
mittleren Effekt (Effektstarke nach Cohen (1992)).

Die Korrelation zwischen dem erweiterten Cologne-Score und der Menge der PD-1+
Lymphozyten innerhalb und benachbart des Tumorverbandes und der Menge der CD5+
Lymphozyten benachbart des Tumorverbandes ergab keinen signifikanten

Zusammenhang (Tabellen 9 und 10).
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Tabelle 9: Korrelation nach Spearman zwischen dem erweiterten Cologne-Score und der Expression
von CD5+i und CD5+p

erweiterter | CD5+p | CD5+i
Cologne-
Score
Spearman- | erweiterter | Korrelationskoeffizient 1,000 0,09 0,4
Korrelation | Cologne- | Signifikanz (2-seitig) 0,51 <0,01
Score n 57 56 56

Tabelle 10: Korrelation nach Spearman zwischen dem erweiterten Cologne-Score und der
Expression von PD-1+i und PD-1+p

erweiterter | PD-1+p | PD-1+i
Cologne-
Score
Spearman- | erweiterter | Korrelationskoeffizient 1,00 0,22 0,07
Korrelation | Cologne- | Signifikanz (2-seitig) 0,1 0,6
Score n 57 57 57

Weiterhin konnten auch Korrelationen zwischen der Farbeintensitit der PD-L1+ Zellen
und den anderen Markern aufgezeigt werden. So zeigte die Férbeintensitit der PD-L1+
bzw. PD-L1- Zellen (PD-L1-, PD-L1+l, PD-L1+h) und die Anzahl der PD-1+ Zellen
(rs=0,2, p=0,04, n = 114, schwache Effektstirke nach Cohen (1992)) und CD5+ Zellen
(rs=0,35, p<0,01, n = 114, mittlere Effektstirke nach Cohen (1992)) innerhalb des

Tumorverbands eine positive signifikante Korrelation (Tabelle 11 ).

Tabelle 11: Korrelation nach Spearman zwischen der PD-L1 Firbeintensitit und der Expression von
CD5+i und PD-1+i

Férbeintensitat PD-1+i CD5+i
Spearman- | Korrelationskoeffizient 1,00 0,2 0,35
Korrelation | Signifikanz (2-seitig) 0,04 <0,01
n 115 114 114

Auch CD5 und PD-1 zeigten zueinander Korrelationen.
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So fiel zwischen der semiquantitativen Menge der CD5+ Zellen und der
semiquantitativen Menge der PD-1+ Zellen innerhalb des Tumorverbands eine positive
signifikante Korrelation auf (rs = 0,27, p < 0,01, n= 115, schwacher Effekt nach Cohen
(1992)). Auch zwischen der Menge der CD5+ Zellen und der Anzahl der PD-1+ Zellen
benachbart des Tumorverbands lag eine positive signifikante Korrelation vor (rs = 0,40,
p <0,01, n= 115, mittlere Effektstirke nach Cohen (1992)).

Weiterhin zeigten auch die Menge der CD5+ Zellen benachbart des Tumorverbands und
die Menge der PD-1+ Zellen innerhalb des Tumorverbands eine positive signifikante
Korrelation zueinander (rs = 0,24, p <0,01, n = 115, schwacher Effekt nach Cohen (1992))
(Tabellen 12 und 13).

Tabelle 12: Korrelation nach Spearman zwischen CD5+p und PD-1+p und PD-1+i
CD5+p | CD5+i | PD-14+p | PD-1+1

Spearman- | CD5+p | Korrelationskoeffizient | 1,00 0,05 0,4 0,24
Korrelation Signifikanz (2-seitig) 0,61 <0,01 <0,01
n 117 117 115 115

Tabelle 13: Korrelation nach Spearman zwischen CD5+i und CD5+p, PD-1+p und PD-1+i
CD5+i | CD5+p | PD-1+p | PD-1+i

Spearman- | CD5+i1 | Korrelationskoeffizient | 1,00 0,05 0,05 0,27
Korrelation Signifikanz (2-seitig) 0,61 0,61 <0,01
n 117 117 115 115
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4 DISKUSSION

4.1 Nachweis von PD-L1 und PD-1

PD-L1

Es konnte gezeigt werden, dass nahezu die Hélfte der Félle (57 Fille, 48 %) eine PD-L1+
Farbung aufwiesen. Bei Betrachtung des modifizierten Cologne-Scores zeigte sich
weiterhin, dass in 30 (53 %) der 57 PD-L1+ Fille < 25 % der Tumorzellen angefarbt
wurden, in den anderen 27 (47 %) PD-L1+ Fillen wurden > 25 % der Tumorzellen
angefarbt.

Wie in der Einleitung unter 1.3.1 — Datenlage zu PD-L1 und PD-1 in Larynx- und
Hypopharynxkarzinomen — bereits beschrieben, stellt sich in der Literatur eine breite
Expressionsspannweite von PD-L1+ in HNSCC dar. So konnten Straub et al. in
Karzinomen der Mundhdhle dhnlich zu den Ergebnissen des Kollektivs eine Expression
von PD-L1 36 (45 %) von 80 Fillen nachweisen [86]. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen zeigten alle 69 eingeschlossenen Larynxkarzinomfille in der Studie von Yu
et al. eine PD-L1+ Expression [87]. Burtness et al. hingegen orientierten sich am CPS
und beobachteten in 85 % (754/882) der Fille einen CPS > 1 [82]. Die Vergleichbarkeit
all dieser Arbeiten ist jedoch durch die unterschiedliche Methodik limitiert. So ist zu
beachten, dass Straub et al. erst ab einem Anteil von mindestens 5 % angefarbten
Tumorzellen eine Féarbung als PD-L1+ werteten, wohingegen in dieser Arbeit der
Cut-Off-Wert bei > 1 % lag [86]. Bei identischen Auswertungskriterien von > 5 % hitten
lediglich 43 (36 %) Fille der urspriinglich 57 Kollektivfille eine PD-L1+-Firbung
gezeigt.

Im Falle der Studie von Yu et al. lag der Cut-Off der Expressionsrate bei > 6 %. Weiterhin
sind die Angaben beziiglich des verwendeten PD-L1-Klons liickenhaft [87].

Es bleibt also fraglich, wie sich dieser deutliche Ergebnisunterschied insgesamt
interpretieren lasst.

Ein mdoglicher Erklarungsansatz liegt neben den differenten Cut-Off-Werten (Tabelle 2)
in der Vielzahl an verwendeten und auf dem Markt erhiltlichen PD-L1-Antikérperklonen
(Abbildung 19). Scheel et al. konnten diesbeziiglich zeigen, dass bei der
IHC-Untersuchung von Lungenkarzinomen mit diversen PD-L1-Antikérperklonen
Unterschiede im Firbeverhiltnis und der Férbeintensitit der Karzinomzellen sowie der

tumorassoziierten Immunzellen vorlagen [105].
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Zur Behebung dieses Problems fiihrt die Qualitédtssicherungs-Initiative Pathologie,
QulIP-GmbH (QulP), seit mehreren Jahren Ringversuche durch, um die Auswertung der
Féarbungen zu vereinheitlichen und zu erleichtern. Bei einem Ringversuch handelt sich
um ein Verfahren der externen Qualititssicherung in der Pathologie, um eine
Vergleichbarkeit bzw. eine generelle Diagnosegenauigkeit der teilnehmenden Praxen
oder Institute zu schaffen [112]. In der von der QuIP noch nicht endgiiltig publizierten
Harmonisierungsstudie zu HNSCC zeigen sich iibereinstimmend zu Scheel et al.

Unterschiede im Farbecharakter verschiedener Antikorperklone [113].

VERWENDETE PD-L1 ANTIKORPERKLONE
2020 (NSCLC)

Andere; 2 (3%)

E1L3N;
12 (15%)

Cal10; 28-8;
12 (15%) 7 (9%)

SP263;

10 (12%) 22C3:

20 (25%)
QR1;
10 (12%)

Abbildung 19: Verwendete Antikorper des QulP aus dem Jahr 2020

Abgebildet sind die von den Teilnehmern des QulP verwendeten PD-L1-Antikorperklone aus dem Jahr
2020 mit absoluten Werten und prozentualen Anteilen. Alle verwendeten Antikérper wurden fiir Farbungen
am NSCLC verwendet.

(Eigene Darstellung, Daten aus PD-L1 Portal (QuiP) [114])

Neben den eingesetzten Klonen sind auch die Prozesse zu beriicksichtigen, die relevant
fiir die IHC-Féarbung und die anschlieBende Auswertung sind. Dabei kdnnen Fehler z.B.
in der Fixierung oder innerhalb des Einbettprozesses zu falsch interpretierten Ergebnissen
fiihren [115]. Bedacht werden sollte weiterhin, dass die Auswertung durch einen
Untersucher und nicht durch ein computergesteuertes Programm erfolgte. Damit fehlt
zum einen die Sicherheit durch die Kontrolle eines zweiten Untersuchers, zum anderen
besteht die Moglichkeit auf unbewusste Subjektivitit, die zu Verzerrungen oder

Storungen im Ergebnis flihren kann. Das Auftreten von Hornperlen, Hornlamellen und
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Desmosomen kann zusétzlich die Auswertung auch fiir erfahrene Pathologen erschweren
[113]. Diese Theorie wird auch beim Vergleich des erweiterten Cologne-Scores mit der
Féarbeintensitdt untermauert. Hier zeigt sich ein Hinweis auf einen mdoglichen
Zusammenhang zwischen Farbeintensitit und Anzahl der angefarbten PD-L1+ Zellen. So
konnte eine intensivere Farbung den Eindruck von prozentual mehr gefarbten Zellen
erwecken als eine vergleichbare schwiéchere Farbung. Zwar ist der Zusammenhang nicht
signifikant ()*yates = 2,83, p = 0,09), trotzdem sollte die Beeinflussung der Auswertung
durch den Untersucher nicht auller Acht gelassen werden.

Auch der Einfluss von Toxinen wie Nikotin oder Alkohol muss beriicksichtigt werden.
Obwohl die Einwirkung von Umweltkarzinogenen im Hinblick auf die PD-L1 Expression
noch nicht vollstindig verstanden ist, konnten Studien zeigen, dass Raucher und
ehemalige Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern ein besseres Ansprechen auf die
Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren zeigten [116, 117]. Da das Kollektiv bereits einige
Jahre vorbestand, ist in der vorliegenden Arbeit eine Erhebung dieser Daten leider nicht
mehr moglich und wahrscheinlich auch nicht erfolgversprechend, da keine
Normalverteilung von Rauchern und Nichtrauchern im Kollektiv erwartet werden kann.

Dariiber hinaus erscheint auch ein hundertprozentiger Nachweis von PD-L1 wie in der
Arbeit von Yu et al. zweifelhaft, weshalb eine eventuelle Vorselektion der
Patientengruppen in Erwégung gezogen werden sollte.

Eine dhnliche Beobachtung des Expressionsverhaltens zeigt sich des Weiteren auch in
anderen Tumorentititen. So fiel beim Vergleich der Expressionsraten von PD-L1 in
NSCLC und dem malignen Melanom ebenfalls eine groe Spannweite auf [118-122].

Hier waren ebenso die oben genannten Unterschiede in der Methodik auszumachen.

Von den 57 PD-L1+ Fillen waren 24 (42 %) stark (PD-L1+h) und 33 (58 %) schwach
(PD-L1+1) angeférbt. Bisher ist unklar, ob die Differenzierung der Farbintensitdt in
schwache und starke Farbung eine Konsequenz hat. Nach aktuellem Stand bietet sie

jedoch keine zusitzliche Information bei der Beurteilung des Praparats [123].
Die Anzahl der Zulassungen fiir Checkpoint-Inhibitoren steigen stetig, daher sind

einheitliche Angaben beziiglich Cut-Offs und Antikorperauswahl im jeweiligen Gewebe

wichtig, um in Zukunft eine gezieltere Patientenauswahl zu ermdglichen und
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Therapieerfolge zu verbessern. In diesem Kontext stellen Harmonisierungsstudien ein
wichtiges Gut dar, um Untersuchungen und ihre Ergebnisse vergleichbar zu machen und
zu vereinheitlichen. Eine bedeutende Rolle spielen dabei die bereits genannten
Ringversuche, wie sie von der QulP seit 2004 durchgefiihrt werden. Seit 2016 erfolgt
durch die QulP ein Ringversuch beziiglich PD-L1 in NSCLC. Demnach hat es bisher den
Anschein, dass, obwohl Farbeunterschiede im Vergleich der einzelnen Antikdrperklone
auftreten, die Farbeergebnisse vergleichbar seien. Dennoch besteht die Gefahr fiir falsch
interpretierte Ergebnisse [105, 124-126]. Eine Abhilfe fiir dieses Problem schaffen von
unterschiedlichen Stellen validierte THC Protokolle [127, 128]. Zusitzlich konnen
Auswerte-Workshops  den  untersuchenden  Pathologen  helfen  Sicherheit,
Reproduzierbarkeit und Prazision im Umgang mit PD-L1 Farbungen zu gewinnen [129].
Die regelmiBige Teilnahme an zertifizierten Ringversuchen fiir Farbe- und auch
Auswertequalitit erfolgt im Leopoldina-Krankenhaus jahrlich und wird auch bestanden,

so dass die Auswertung nach etablierten Qualititsstandards belegt werden kann.

Ein einheitliches oder vergleichbares Vorgehen fiir die Farbung und Auswertung von
PD-L1 ist vor allem in Hinblick auf den therapeutischen Nutzen unumgénglich.

In Europa sind aktuell sechs Checkpoint-Inhibitoren, die therapeutisch gegen
PD-1/PD-L1 gerichtet sind, zugelassen (Tabelle 14) [26, 27, 93-96]. Dabei sind lediglich
Nivolumab und Pembrolizumab fiir die Therapie der HNSCC zugelassen. Die Zulassung

gilt bislang nur fiir fortgeschrittene Karzinome oder Rezidive [26, 27].

Tabelle 14: Ubersicht iiber die in der EU zugelassenen Checkpoint-Inhibitoren gegen PD-1 und
PD-L1.

Wirkstoff (Handelsname) sowie Monat und Jahr der Zulassung

Hervorgehoben sind die Zulassungen fiir Therapieindikationen gegen HNSCC [26, 27, 93-96]

Checkpoint- Angriffspunkt Zulassung fiir
Inhibitor
Nivolumab PD-1 - Metastasiertes oder inoperables
(Opdivo) malignes Melanom
zugelassen 06/15 - Therapierefraktires lokal- oder
fernmetastasiertes NSCLC
- Fortgeschrittenes Nierenzellkarzinom
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Rezidivierendes oder
therapierefraktdres Hodgkin
Lymphom

Rezidivierendes oder metastasiertes
HNSCC

Inoperables, lokal metastasiertes oder

fernmetastasiertes Urothelkarzinom

Pembrolizumab PD-1 - Metastasiertes oder inoperables
(Keytruda) malignes Melanom; auch als
zugelassen 07/15 adjuvante Therapie nach operativer
Entfernung
- Metastasiertes NSCLC mit positiver
PD-L1-Exprimierung
- Rezidivierendes oder
therapierefraktdres Hodgkin
Lymphom
- Fortgeschrittenes oder metastasiertes
Urothelkarzinom
- Inoperables, rezidivierendes oder
metastasiertes HNSCC mit
PD-L1-Expression
- Fortgeschrittenes Nierenzellkarzinom
Avelumab PD-L1 - Metastasiertes Merkelzellkarzinom
(Bavencio) - Fortgeschrittenes Nierenzellkarzinom
zugelassen 09/17
Atezolizumab PD-L1 - Fortgeschrittenes oder metastasiertes
(Tecentriq) Urothelkarzinom
zugelassen 09/17 - Fortgeschrittenes oder metastasiertes
NSCLC und SCLC
- Triple-negatives Mammakarzinom
Durvalumab PD-L1 - Inoperables und fortgeschrittenes
(Imfinzi) NSCLC mit PD-L1-Expression
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zugelassen 09/18
Cemiplimab PD-1 - Lokal fortgeschrittenes oder
(Libtayo) metastasiertes kutanes
zugelassen 06/19 Plattenepithelkarzinom

Weiterhin erscheint es gut nachvollziehbar, dass Patienten, bei denen ein IHC-Nachweis
von PD-L1 erfolgen konnte, mehr von einer Immuntherapie profitieren, als Patienten bei
denen PD-L1 nicht nachgewiesen wurde. Garon et al. konnten diesbeziiglich zeigen, dass
NSCLC-Patienten mit 50 % oder mehr PD-L1+ Zellen besser auf die Therapie mit
Pembrolizumab ansprachen als Patienten mit weniger als 50 % oder gar keinen PD-L1+
Zellen [116]. Dementsprechend wird im Rahmen der aktuellen S3-Leitlinie zum
Lungenkarzinom im Falle des NSCLC und therapienaiven Patienten im Stadium IV
geraten, die IHC-Untersuchung auf PD-L1 durchzufiihren und im Tumor Proportion
Score (TPS) anzugeben. Abhédngig davon sei das Therapieprozedere zu entscheiden
[130]. Ahnlich gestalten sich auch die Zulassungsbestimmungen der Europiischen
Arzneimittelagentur (EMA) fiir Pembrolizumab bezogen auf HNSCC. So ist bei
Patienten mit rezidivierenden oder metastasierten Karzinomen die Therapie mit
Pembrolizumab als Mono- oder Kombinationstherapie als Erstlinientherapie mdoglich,
wenn PD-L1 im CPS nachgewiesen werden konnte. Auflerdem ist die Applikation von
Pembrolizumab als Monotherapie zugelassen, wenn ein weiterer Progress der Erkrankung
unter der Therapie platin-basierter Substanzen besteht und ein TPS von > 50 % vorliegt
[131] (Tabelle 15). Beim TPS und CPS handelt es sich, wie im Methodik-Teil bereits
erwiahnt, um zwei verschiedene Scoring-Systeme zur Erfassung von ITHC-Féarbungen.
Abhidngig von der Tumorentitit und dem gewihlten Checkpoint-Inhibitor ist die
Bestimmung vor Therapiebeginn erforderlich. Wihrend beim TPS entsprechend dem
Cologne-Score lediglich der prozentuale Anteil der angefiarbten Tumorzellen
beriicksichtigt wird, flieBen beim CPS sowohl Tumor- als Immunzellen in die

Auswertung mit ein [129].

49



Tabelle 15: Therapieoptionen mittels Checkpoint-Inhibitoren gegen HNSCC in Abhingigkeit der
PD-L1-Expression
26, 27]

Nivolumab Pembrolizumab

Erstlinientherapie - PD-L1 CPS>1

(Monotherapie oder
Kombinationstherapie mit
platinhaltigen Cytostatika, 5-FU)
Nach Gabe platinhaltiger Cytostatika PD-L1 unabhéngig | PD-L1 TPS > 50 %

Im Hinblick auf die Therapie mit Nivolumab présentierte sich in einer Studie von Sharma
et al. ein anderer Sachverhalt hinsichtlich der PD-L1 Expression. Hier ergab sich kein
Unterschied hinsichtlich der objektiven Ansprechrate zwischen PD-L1+ bzw. PD-L1-
Patienten mit Urothelkarzinom [132]. Auch in der Untersuchung von Horn et al. zeigten
sich dhnliche Ergebnisse. So profitierten NSCLC-Patienten mit einer hoheren Anzahl von
PD-L1+ Tumorzellen zwar mehr von einer Monotherapie mit Nivolumab im Vergleich
zu Docetaxel. Dennoch zeigte sich auch bei Patienten mit einer PD-L1-Expression von
<1 % ein Vorteil der Therapie mit Nivolumab gegeniiber der Monotherapie mit
Docetaxel [72]. Ebenso fand sich in einer Studie an Patienten mit therapierefraktiren
HNSCC zwar eine signifikante Verbesserung des Uberlebens bei der Therapie mit
Nivolumab im Vergleich zur Kontrollgruppe, allerdings zeigten sich die Ergebnisse
unabhingig vom PD-L1-Status [133].

Dementsprechend ist gemdll der EMA aktuell fiir die Therapie mit Nivolumab kein
vorheriger obligater Nachweis von PD-L1 im Tumormaterial notwendig [134]. Auch im
Rahmen einer Studie zu Pembrolizumab konnte trotz stark positivem PD-L1-Nachweis
(>50 %) nur bei etwa der Hélfte der Patienten ein Ansprechen auf die
Checkpoint-Inhibitor-Therapie beobachtet werden [73].

Die Untersuchungsergebnisse beziiglich des Ansprechens von Nivolumab und
Pembrolizumab zeigen, dass neben den bekannten Faktoren der PD-1/PD-L1-Achse noch
weitere zentrale Elemente eine Rolle spielen miissen; diese bleiben Gegenstand der

aktuellen Forschung.
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PD-1

9 (8 %) der 118 Félle des Kollektivs zeigten innerhalb und benachbart zum
Tumorzellverband PD-1+ Lymphozyten. In 13 Féllen (11 %) lagen die PD-1+ Zellen
lediglich benachbart und in 14 Fillen (12 %) lagen diese ausschlieBlich innerhalb des
Tumorzellverbands. Damit zeigten insgesamt 31 % der Félle PD-1+ Lymphozyten; in
68 % der Fille waren keine PD-1+ Lymphozyten vorhanden.

Bei Betrachtung aller Félle mit PD-1+i Lymphozyten ergibt sich eine Fallzahl von 22
Fillen (19 %). Im literarischen Vergleich zeigt sich dhnlich zu der Expression von PD-L1
ebenfalls eine groe Spannweite, die insgesamt aber iiber den 19 % dieser Arbeit liegt.
So zeigten sich bei Balermpas et al. eine Rate von 45,3 % PD-1+i Lymphozyten, bei
Schneider et al. sogar eine Rate von 90,3 % [80, 85].

Dem gegeniibergestellt zeigten in diesem Kollektiv insgesamt 23 Fille (20 %) PD-1+
Lymphozyten benachbart zum Tumorverband. Auch hier divergierten die Ergebnisse im
literarischen Vergleich zu der Studie von Sanchez-Canteli et al. mit 47,5 % PD-1+p [84].
Ahnlich zu der Expression von PD-L1 ldsst sich auch bei PD-1 die Ursache der
Unterschiede in verschiedenen Aspekten suchen. Zum einen in der differenten Methodik,
die sich durch divergente Cut-Off-Werte (Tabelle 3) und verschiedenen
PD-1-Antikorperklonen (Tabelle 16) unterscheidet.

Tabelle 16: Ubersicht iiber die fiir die PD-1 IHC verwendeten Klone und Verdiinnungen der in dieser
Arbeit zitierten Studien

Studie Hersteller Klon Verdiinnung
Balermpas et al. Abcam AB52587 1:100
(2017) [80]
Birtalan et al. Origene UMABI199 1:100
(2018) [81]
Sanchez-Canteli et al. | Cell Signaling EH33 1:200
(2020) [84] Technology
Schneider et al. Abcam nicht niher 1:100
(2018) [85] bezeichnet
Vorliegende Arbeit Abcam SP269 1:100
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Auch im Falle von PD-1 sind Firbe- und Fixierfehler sowie Fehler in der Auswertung zu
berticksichtigen.

Dariiber hinaus kénnen Vortherapien Einfliisse auf die PD-1-Expression haben. So
konnte eine Reduktion von PD-1 nach der Gabe von Nivolumab in vitro beobachtet
werden [135]. Auch ionisierende Strahlen durch Radiatio beeinflussen die Expression
von PD-1 auf Immunzellen [136]. Aus diesem Grund sollten nicht nur hinsichtlich der
Féarbung und der Auswertung einheitliche Standards vorgegeben werden, auch mogliche
Vortherapien sollten in diesem Zusammenhang beriicksichtigt werden. Diese

Einwirkungen sind im vorliegenden Kollektiv allerdings auszuschlieen.

4.2 PD-L1 und prognostische Hinweise

Als anerkannte prognostische Faktoren fiir den Krankheitsverlauf gelten bislang unter
anderem ein fortgeschrittenes Tumorstadium, die Lokalisation und der Resektionsstatus.
Auch scheint die Tumordifferenzierung (Grading) einen gewissen Einfluss auf den
weiteren klinischen Verlauf zu nehmen [99]. Der prognostische Wert von PD-L1
hingegen wurde zwar im Rahmen vieler Arbeiten und anhand einer Vielzahl von
Tumorentititen diskutiert, bislang konnte diesem jedoch noch kein eindeutiger
Stellenwert zugeordnet werden.

Auch in diesem Kollektiv wurde die Expression von PD-L1 auf eine prognostische

Aussagekraft untersucht.

PD-L1 und das Erkrankungsstadium

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsstadium und dem
PD-L1 Status beobachtet werden (¥*(3) = 10,3, p = 0,02).

Im Literaturvergleich demonstrierten auch andere Arbeiten hinsichtlich HNSCC einen
Zusammenhang zwischen PD-L1 und einem bestimmten Tumormerkmal, jedoch
beziehen sich die signifikanten Zusammenhéinge wiederholend auf andere Merkmale. So
konnten Miiller et al. keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Tumorstadium und
PD-L1 herstellen, jedoch zwischen PD-L1 und dem Erkrankungsalter sowie der
Tumorlokalisation [83]. Ursdchlich konnten die genannten unterschiedlichen Ansitze in

der Methodik sein.
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Der Pearson-Chi-Quadrat-Test im Wiirzburger Kollektiv beriicksichtigte nur die beiden
eintretenden Fille PD-L1 +/- gegeniiber den auftretenden Tumorstadien. Im Kollektiv
von Miiller et al. hingegen wurde auch die Firbeintensitit von PD-L1 in der
Untersuchung berticksichtigt. Ob die Testdifferenzierung einen solchen signifikanten
Unterschied ausmacht, bleibt zu tiberpriifen. Wahrscheinlicher ldsst sich der vorliegende
Unterschied auch auf die Kollektivgrofe zuriickfiihren. Die Arbeitsgruppe um Miiller et
al. konnte auf ein Kollektiv zugreifen, dass mehr als doppelt so viele Patientenfille
beinhaltete (293 Félle vs. 118 Félle in dieser Arbeit). Zu beachten ist allerdings, dass die
293 Fille in zwei Kohorten unterteilt wurden, sodass die einzelnen Kohorten 98
beziehungsweise 195 Fille aufwiesen. Auch wies jeweils nur die Kohorte mit der
groferen Fallzahl die signifikanten Zusammenhénge auf. Die kleinere Kohorte zeigte
keine signifikanten Zusammenhénge. Dartiber hinaus findet sich auch ein Unterschied in
den Einschlusskriterien: In dieser Arbeit wurden nur Félle eingeschlossen, die zum
Operationszeitpunkt keine Fernmetastasierung aufwiesen. Im Kollektiv von Miiller at al.
gab es acht Félle mit einer Fernmetastasierung und zusitzlich 31 Falle iiber deren
Metastasierungsstatus keine Informationen vorlagen.

Zusétzlich kann auch eine Gesamtbetrachtung aller HNSCC-Fille zu einer Verzerrung
des Gesamtergebnisses fiihren, da die diversen Entititen, welche im HNSCC
zusammengefasst werden, im statistischen Vergleich unterschiedliche Verldufe und bei
einem schnelleren Krankheitsverlauf dementsprechend gehéduft hohergradige
Tumorstadien zeigen. So fillt auf, dass das Hypopharynxkarzinom im Vergleich zum
Larynxkarzinom ein deutlich schlechteres Outcome mit einer schlechteren
5-Jahres-Uberlebensrate aufweist [137]. Aus diesem Grund sollten die einzelnen
Untergruppen bevorzugt isoliert voneinander verglichen werden.

Eine weitere Studie von Schneider et al. konnte ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
PD-L1 und einem Tumormerkmal aufzeigen. Sie demonstrierte einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Stadium der Lymphknotenmetastasierung und der PD-L1
Expression [85]. Ahnlich zum Kollektiv der vorliegenden Arbeit wurde auch hier nicht
die Farbeintensitit beriicksichtigt, sondern lediglich, ob das PD-L1-Protein in HNSCC
exprimiert wurde. Auch zeigte das Kollektiv mit 129 eingeschlossenen Fillen eine
vergleichbare Fallzahl (129 Félle vs. 118 Félle) auf. Allerdings fillt beim néheren
Vergleich beider Kollektive ein Unterschied in der PD-L1-Expression auf. Im Kollektiv
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der vorliegenden Arbeit zeigten von den 118 Féllen 57 (48,3 %) eine PD-L1+ Fiarbung
und 58 (49,2 %) eine PD-LI1- Fiarbung. Hingegen wiesen nur 33 % der Fille von
Schneider et al. eine positive Fiarbereaktion auf, 67 % zeigten ein PD-L1- Féarbebild. Zwar
wurden in beiden Arbeiten nur Membranfarbungen beriicksichtigt, jedoch wurde der
Cut-Off-Wert in der vorliegenden Arbeit auf > 1 % festgelegt, wihrend dieser in der
Arbeit von Schneider et al. bei > 5 % lag.

Ein Vergleich der Ergebnisse der zitierten Arbeiten zeigt Tabelle 17.

Tabelle 17: Vergleich statistischer Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu den Ergebnissen von
Miiller et al. und Schneider et al. im Hinblick auf Zusammenhinge zwischen einer positiven
PD-L1-Expression und Tumormerkmalen von HNSCC

Die signifikanten Ergebnisse sind mit einem ,,+ markiert, die nicht-signifikanten mit einem ,,-*.

Kollektiv Alter Geschlecht | Grading | T-Status | N-Status Lokal.
Vorliegende Arbeit - - - + - -
(118 Fille) p=20,33 p=0,32 p=0,68 | p=0,02 p=0,4 p=20,33
Miiller et al. [83] -/+ - - - - _/+

(Kohorte 1: 98 Fille) | p=0,235 p=0,883 p=0,427 | p=0,581 | p=0,758 p=0,771
(Kohorte 2: 195 p=0,044 p=0,673 p=0,697 | P=0,138 | p=0,115 p=0,026

Fille)
Schneider et al. [85] - - - - + -
(129 Fille) p= p=0,3681 p= p=0,0223

Auch in anderen Entititen fielen signifikante Zusammenhidnge zwischen der
PD-L1-Expression und Tumormerkmalen auf. So konnte in Untersuchungen an NSCLC
ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Tumor-Stadium und der
PD-L1-Expression aufgezeigt werden [138, 139]. Andere Studien konnten diese
Ergebnisse jedoch nicht bestdtigen [140, 141].

Ob allerdings ein Zusammenhang zwischen einer hohen PD-L1-Expression mit einem
prognostisch ungiinstigeren Tumorstadium besteht, da die Expression von PD-L1 mit
einem aggressiveren Tumorwachstum assoziiert ist, oder, ob die PD-L1-Expression mit
Fortschreiten der Tumorerkrankung ohnehin zunimmt, ist unklar und bleibt zu
iiberpriifen. Interessant wire die Frage, ob therapienaive PD-L1+ HNSCC héufiger zu

einem Rezidiv neigen als eine PD-L1- Vergleichsgruppe; moglicherweise konnten
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Patienten mit PD-L1+ Tumoren dann von einer frithzeitigeren Therapie mit einem

Checkpoint-Inhibitor profitieren.

PD-L1 und das Gesamtiiberleben

Eine weitere interessante statistische Auffilligkeit zeigt sich im Uberlebenszeitraum der
Patienten im Hinblick auf die Anzahl der PD-L1+ geféarbten Zellen. Obwohl das Ergebnis
mit p = 0,08 oberhalb des Signifikanzniveaus von a = 0,05 liegt, zeigt sich zumindest eine
Tendenz, in der ein vermehrtes Vorkommen von PD-L1 mit einem schlechteren
Uberleben einhergeht.

Ahnlich dem Ergebnis dieser Arbeit konnten Miiller et al. eine starke Korrelation
zwischen der Expression von PD-L1 und dem Gesamtiiberleben beobachten (p < 0,01)
[83]. Zwar bezog sich die Untersuchung von Miiller et al. auf die Féarbeintensitit und nicht
wie in dieser Untersuchung auf die quantitative PD-L1-Expression, dennoch weist dies
auf einen potenziellen Einfluss von PD-L1 auf das Gesamtiiberleben hin.

Ein moglicher Denkansatz konnte ein erfolgreicheres ,,immune escape® des Tumors bei
vermehrtem Auftreten von PD-L1 sein.

Hinzu kommt ein weiterer Aspekt, den es in diesem Zusammenhang zu beachten gilt: In
dieser Arbeit konnte ein Hinweis darauf beobachtet werden, dass die Farbeintensitit
konkordant zum quantitativen Auftreten von PD-L1 ist (p = 0,09). Das bedeutet konkret,
dass eine groflere Gruppe angefarbter PD-L1-Zellen in Summe ein intensiveres Farbebild
schaffen konnte. Im Falle von Miiller et al. konnte demenentsprechend ebenso ein
Zusammenhang zwischen dem quantitativen Vorkommen von PD-L1 und dem
Gesamtiiberleben vorliegen und nicht nur zwischen der Firbeintensitit im Sinne einer
starken oder schwachen Farbung. Leider wurde dies nicht weiter untersucht.

Weiterhin zeigte — im Gegensatz zu dem vermuteten Einfluss von PD-L1 auf das
Gesamtiiberleben — eine Meta-Analyse 23 verschiedenerer Studien, die die
PD-L1-Expression in HNSCC im Hinblick auf das Uberleben untersuchte, statistisch
keine wesentliche prognostische Rolle von PD-L1 auf. Dabei konnte sowohl im
Gesamtiiberleben, dem krankheitsfreien Uberleben und dem krankheitsspezifischen
Uberleben keine Unterschiede zwischen PD-L1- und PD-L1+ Fillen nachgewiesen

werden. Lediglich in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben konnte ein besserer
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Verlauf fiir PD-L1+ Karzinome aufgezeigt werden [142]. Allerdings wurde auch hier kein
expliziter Bezug auf die quantitative PD-L1 Expression genommen.

Es existieren diverse Erklarungsansitze, welche die differente Expression von PD-L1
thematisieren. Zum einen die bereits erwdhnten Unterschiede beziiglich der
Scoring-Systeme, Cut-Off-Werte und verschiedene Antikdrper. Weiterhin gibt es andere
Ursachen, wie z.B. der Verlust des Tumorsuppressorgens PTEN, die mit einer erhdhten
PD-L1-Expression einhergehen [143]. Auch gibt es Hinweise, dass die Expression im
Tumorgewebe auch unter onkologischen Therapien nicht konstant ist, sondern einem

dynamischen Verlauf unterliegt [144, 145].

Wert von PD-L1 als prognostischer und pridiktiver Marker

Diverse Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass die PD-L1 Expression im
Tumorgewebe keine eindeutige Aussage liber den weiteren Krankheitsverlauf gibt.
Auch zeigt der PD-L1 Status hinsichtlich der Therapiewirksamkeit nur eine Aussagekraft
in der Abhidngigkeit von der Tumorentitit. So konnte in einer Studie beziiglich der
Wirksamkeit von Pembrolizumab bei NSCLC trotz stark positivem Nachweis von PD-L1
nur in etwa der Hilfte der Félle ein Therapieansprechen beobachtet werden [73]. Ein
dhnliches Ergebnis zeigt eine Untersuchung zu der Wirksamkeit von Nivolumab in der
Therapie von malignen Melanomen: Der Therapierfolg war unabhingig von PD-LI
[122].

Ebenso spricht sich die EMA fiir die Forschung an weiteren prognostischen und
priadiktiven Markern unabhéngig des PD-L1-Status aus, um die Wirksamkeit der
onkologischen Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren zu verifizieren und den
Behandlungserfolg besser abzuschétzen [131, 134].

Verschiedenste Studien wurden diesbeziiglich durchgefiihrt; ein vielversprechender
pradiktiver Biomarker fiir das Ansprechen auf die Immuntherapie stellt dabei die
Tumormutationslast dar.

Die Tumormutationslast (Tumor Mutation Burden; TMB) beschreibt die Anzahl an
somatischen Tumor-Mutationen, also Mutationen, die sich nicht in den Keimzellen,
sondern lediglich in der Tumor-DNA nachweisen lassen. In Untersuchungen konnten
sowohl innerhalb als auch zwischen verschiedenen Tumorentititen deutliche

Unterschiede in der Anzahl somatischer Mutationen aufgezeigt werden. So variieren
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diese von 0.001/Megabase bis hin zu mehr als 400/Megabase [146]. Aktuell wird die
TMB als neuer priadiktiver Biomarker fiir die Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren
diskutiert. Dabei wiesen Patienten, bei denen eine hohe TMB auffiel, im Vergleich zu
Patienten mit einer niedrigen TMB ein besseres Gesamtiiberleben unter den diversen
Immuntherapien auf [147]. Diesbeziiglich konnte auch eine Studie von Hellmann et al.
zeigen, dass therapienaive NSCLC Patienten mit einer hohen TMB, unabhéngig von
PD-L1, ein besseres Ansprechen auf eine Therapie mit Nivolumab und Ipilimumab

zeigten als Patienten, die mit Chemotherapie therapiert wurden [148].

Zusammenfassend liegt das Problem in der Verwendung von PD-L1 als prognostischer
Biomarker in Folgendem:

Die Expression ist nicht einheitlich, sie ist also von Tumorgewebe zu Tumorgewebe
unterschiedlich [149]. Auch innerhalb der gleichen Tumorentitit zeigen sich
Diskrepanzen [86, 150]. Weiterhin zeigt die PD-L1 Expression einen dynamischen
Verlauf und ist abhidngig von verschiedenen Einfliissen wie z.B. laufenden (Radio-)
Chemotherapien [144, 145]. Auch die multiplen Testverfahren machen eine einheitliche
Auswertung nicht leicht. Diverse Antikorper, IHC-Verfahren und Cut-Off-Werte sorgen
fiir nicht vergleichbare Ergebnisse [151]. Auch als therapeutisch pradiktiver Marker ist
der Stellenwert von PD-L1 noch nicht eindeutig, denn auch bei Patienten ohne PD-L1
Expression konnte in Abhédngigkeit von der Tumorentitit ein Therapieerfolg

nachgewiesen werden [72].

4.3 Korrelationen zwischen PD-L1, PD-1 und CD5

In dieser Arbeit konnten zwischen den oben genannten Markern signifikante
Korrelationen beobachtet werden.

So zeigte sich zwischen CD5+i und PD-1+i (rs= 0,27, p < 0,01, n=115) sowie zwischen
CD5+p und PD-1+p (rs = 0,40, p < 0,01, n=115) Lymphozyten eine positive signifikante
Korrelation. Da es sich sowohl bei CDS5 als auch bei PD-1 um Oberflichenantigene von
T-Lymphozyten handelt [38, 152], ist das signifikante Ergebnis dieser beiden
Korrelationen schliissig. Dementsprechend ist ein vermehrtes Vorkommen von PD-1 mit

einem gleichzeitig erhhten Vorkommen von CDS5 assoziiert.
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Die positive signifikante Korrelation zwischen CD5+p und PD-1+i Zellen (rs = 0,24, p <
0,01, n=115) ist auf den ersten Blick nicht so einfach zu erkldaren. Sammeln sich
allerdings mehr Lymphozyten und damit auch mehr CD5+ Zellen benachbart zum
Tumorzellverband an, ist die Wahrscheinlichkeit hoher, dass auch mehr Lymphozyten
und damit auch mehr PD-1+ Zellen den Tumorverband infiltrieren. Gegen diese Theorie
spricht allerdings, dass keine signifikante Korrelation zwischen CD5+p und CD5+i
vorliegt. Denn nicht nur das Vorkommen von PD-11, sondern auch das Vorkommen von
CD5i miissten in diesem Fall korrelieren. Ein moglicher Erklarungsansatz findet sich
auch hier in einem potenziellen Fehler der Farbung oder Auswertung. Da es sich bei CD5
um einen generellen T-Zell-Marker handelt, wire zu erwarten, dass in jedem der 118
Kollektivfdlle T-Lymphozyten zu finden seien. Jedoch wurden nur in 84 % der Fille
CD5+ Lymphozyten nachgewiesen, davon traten in 20 % der Félle die Zellen lediglich
innerhalb des Tumorverbandes auf und in 32 % der Fille zeigten sie sich ausschlielich
benachbart zum Tumorverband. Da es sich bei den verwendeten Micro-Arrays nur um
kleine Ausschnitte des Tumors handelt, ist es mdglich, dass an anderen Tumorstellen sich
das Vorkommen der Lymphozyten und auch die Expression von PD-1 anders

présentieren konnte.

Weiterhin stellt sich im Rahmen der Untersuchung eine Korrelation zwischen der PD-L1
Expression und CD5+i dar (rs = 0,4, p <0,1, n=56), es handelte sich hierbei um eine
positive Korrelation. Auch Vassilakopoulou et al. konnten in ihrer Arbeit an
Plattenepithelzellkarzinomen des Larynx einen Hinweis zwischen PD-L1 und TIL in
einer Rangkorrelation nach Spearman beobachten (p = 0,051) [153]. Ebenso fanden sich
auch in anderen Tumorentititen wie Plattenepithelkarzinomen des Osophagus oder
Gallenblasenkarzinomen signifikante positive Korrelationen zwischen PD-L1 und TIL
[154, 155].

Hinsichtlich eines moglichen Erkldrungsansatzes miissen die Faktoren beriicksichtigt
werden, die umgekehrt zu einer PD-L1 Expression fiihren. So schiitten TIL Zytokine aus,

welche eine vermehrte PD-L1 Expression induzieren [45, 156].

Die letzten signifikanten positiven Korrelationen in dieser Arbeit zeigten sich zwischen

der Farbeintensitdt von PD-L1 und CD5+i1 (s = 0,35, p < 0,01, n = 114) bzw. zwischen
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der Féarbeintensitdt von PD-L1 und PD-1+i (: 15 = .2, p = .04, n = 114). Wie in Kapitel 4.1
bereits erwéhnt, ergibt sich nach aktuellem Stand kein zusétzlicher Vorteil in der
Auswertung der Farbeintensitit im Vergleich zur prozentualen Anzahl der PD-L1+ Zellen
[123]. Hierbei ist auch weiterhin zu bedenken, dass die Moglichkeit einer Konkordanz
zwischen Férbeintensitéit und Anzahl der Fiarbungen besteht. Auch wenn das Ergebnis
nicht signifikant war, so zeigte sich doch eine gewisse Tendenz (y?vates = 2,83, p = 0,09).
Dementsprechend konnte in diesem Fall die prozentuale Anzahl der PD-L1+ Zellen und
nicht ausschlieBlich die Farbeintensitidt mit CDS und PD-1 korrelieren. Gegen diese These
spricht allerdings die fehlende Korrelation in der Untersuchung zwischen PD-1 und dem
Cologne-Score. Um diese Problematik zu 16sen, wére ein Studienansatz ratsam, bei dem
keine Verzerrung des Ergebnisses durch den Untersucher entsteht. Eine mogliche
exaktere Quantifizierung konnte dabei durch PD-L1 mRNA erfolgen. Der Vergleich von
PD-L1 mRNA mit der Expression von PD-L1 lieferte jedoch bisher noch keine

eindeutigen Ergebnisse [157, 158] und muss weiter iiberpriift werden.
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S ZUSAMMENFASSUNG

In der modernen Tumortherapie sind Checkpoint-Inhibitoren ein fester Bestandteil. Die
Oberflachenproteine PD-L1 und PD-1 stellen die Angriffspunkte dieser spezifischen
Therapie dar. Die Datenlage hinsichtlich PD-L1 in HNSCC ist sehr heterogen. Diese
Arbeit beschéftigte sich daher mit der Expression von PD-L1 und PD-1 in einem
Kollektiv von 118 Plattenepithelkarzinomen in Larynx und Hypopharynx und einer
prognostischen  Aussagekraft hinsichtlich mehrerer histopathologischer und
epidemiologischer Faktoren. Auflerdem wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen
der Expression von PD-L1, PD-1 und CDS5 als T-Zell-Marker in besagtem Kollektiv
untersucht.

Die IHC-Farbungen wurden lichtmikroskopisch an tissue micro arrays untersucht. Fiir
die Auswertung von PD-L1 wurde der bereits etablierte Cologne-Score verwendet,
welcher zum einen zundchst erweitert und anschlieBend zwecks einer fundierten
statistischen Auswertung ergdnzend modifiziert wurde. Fiir CD5 und PD-1 wurden
eigene Cut-Off-Werte generiert.

48 % der Fille waren PD-L1+, die Spannweite im Literaturvergleich schwankt zwischen
30 — 90 %. PD-1+ waren insgesamt 31% der Fille, auch hier zeigen sich deutliche
Abweichungen zu den vorliegenden Publikationen. Hinsichtlich der prognostischen
Aussagekraft konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem T-Stadium und der
PD-L1-Expression aufgezeigt werden. Ob dies FEinfluss auf mdgliche
Behandlungsstrategien hat, bleibt Gegenstand weiterer Forschung. Auch im
Literaturvergleich finden sich wiederholt signifikante prognostische Zusammenhinge,
jedoch beziehen sich diese auf differente Faktoren. Ursdchlich dafiir sind aller
Wahrscheinlichkeit nach Diskrepanzen in der PD-LI-Expression sowie deren
Schwankungen durch &duBere Einfliisse und nicht standardisierte Testverfahren. Es
zeigten sich weiterhin Korrelationen zwischen den Markern, welche sich abschlieBend
nicht alle génzlich herleiten lassen.

Zusammenfassend konnten einheitliche Testverfahren die Datenlage zu PD-L1 und PD-1
homogenisieren, auch mogliche Vortherapien sollten dementsprechend beriicksichtigt
werden. Allerdings erscheint die prognostische Aussagekraft von PD-L1 und auch von
PD-1 insgesamt aufgrund der inkonstanten Expression hochgradig eingeschréinkt, sodass

sich in Zukunft vermehrt auf andere Maker konzentriert werden sollte.
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APPENDIX

I ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Bcl-xL B-cell lymphoma — extra large

CK2 Caseinkinase 2

CPS Combined positive Score

EMA Européische Arzneimittelagentur

HNSCC Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsbereichs
IC-Score Immune cell Score

[HC Immunhistochemie

ITIM immunrezeptor-tyrosinbasierendes-Inhibitionsmotiv
1Tregs induzierte regulatorische T-Zellen

ITSM immunrezeptor-tyrosinbasierendes-Tauschmotiv
MHC I/1I Haupthistokompatibilitdtskomplex I/11

NSCLC Nicht-Kleinzelliges Bronchialkarzinom

PD-L1+ PD-L1 positiv

PD-L1- PD-L1 negativ

Pi3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat

PTEN Phosphatase and tensin homolog

QuiP Qualitdtssicherungs-Initiative Pathologie, QuIP-GmbH
RgMb Repulsive guidance molecule B

SHP 1/2 Src homology region 2 domain containing phosphatase-1/2
SKP2 S-phase kinase-associated protein 2

TCR T-Zell-Rezeptor

TIL tumorinfiltrierenden Lymphozyten

TIMC tumorinfiltrierenden mononukledre Zellen

TMA Tissue-Microarray

TMB Tumor-Mutations-Last

TPS Tumor proportion score

ZAP70 Zeta-chain-associated protein kinase 70
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