Gewebstandige T-Gedachtniszellen in
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. med. dent.)
der Medizinischen Fakultat
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn

Dahlia Luisa Kittel
aus Unna

2026



Angefertigt mit der Genehmigung

der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutachterin: Prof. Dr. med. Marieta loana Toma

2. Gutachter: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Franz-Josef Kramer

Tag der mundlichen Prufung: 02.02.2026

Aus dem Institut der Pathologie



Fur meine Familie






Inhaltsverzeichnis

1.1
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.1.4
1.1.5
1.1.6
1.1.6.1
1.1.6.2
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.24
1.2.5
1.3

2.1

2.1.1
21.2
213
2.2

2.2.1
222

Abkurzungsverzeichnis

Einl@itUNG ... ————————— 9
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches.............ccccoviiiiiiiiiiciieeneeee. 9
EPIAEMIOIOGIE ..o 9
Atiologie und RISIKOTAKIOTEN ...........c.cveieeieeecieeeeeeeeee e 10
PraKanZErOSEN .......oeeiiiieieeeeee e 11
Symptome und DiagnoStiK ..........ooeeiiiiiiiiiiii e 14
TUMOISTAAIUM .. ee e e e e e eaeens 15
L0511 o= USRS 15
Die operative Therapie .........coooo oo 16
Immun-Checkpoint-Inhibitoren (IC1).............ouu e 17
TUMOrMIKrOENVIFONMENT ...t e e e e e e e 21
Tumorassoziierte Lymphozyten (TILS)......coovoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 22
CD8-positive LYMPROZYLEN .......ooviiiiiiiieiiieee e 22
CD69 als AKEIVIErUNGSMArKET .......ooiiiiiiiiiiiiee e 23
L0 B 0 SR 24
PD-1: Das Zielmolekul fir Immuncheckpointtherapie............cccooveiiiiiicceenn. 25
Fragestellung der Arbeit...........oooiii 25
Material und Methoden...........ccooii s —————— 27
1Y = 1= 4 = | PP PPPPPPPP 27
Verwendete TUMOIPrODEN ........... i e e e ee e 27
LG L=l = | (PP PPPPPPPPR 27
SOTIWANE ...t e e e e 27
Y111 g ToTo [=1 o I PP PPPPPPPP 28
Tissue-Microarrays (TMAs) und immunhistochemische Farbung ....................... 28

Auswertung der Daten .........ooooiiiiiii e 29



2.2.2.1 QUPAth SOIWAIE ......cooiiiiiiee e 29
2.2.2.2 Statistik mittels SPSS ... 30
3. ErgebnisSSe.... e ———————————— 31
3.1 PatientenkonOrte ... ... 31
3.2 Intratumorale Infiltration der CD8-positiven Lymphozyten................cccccvviiinnee. 38
3.3 Intratumorale Infiltration von CD69-positiven Immunzellen ...............cccccoenne. 38
3.4 Intratumorale Infiltration von CD103-positiven Immunzellen ................cccccc...... 39
3.5 PD-1-Expression in intratumoralen Immunzellen...............cccooeicceee. 40
4, DiSKUSSION.....ueeiiiiiirirer e 42
4.1 CD8 Expression in HNSCC ... e e e e 42
4.2 CD69 Expression in HNSCC ... 43
4.3 Die Rolle positiver CD103 Zellen in HNSCC ... 45
4.4 PD-1 Expression auf den Immunzellen in HNSCC ... 47
5. ZusammeENfasSSUNG .....cccciiiiinnnnnrirrrr e 50
6. Abbildungsverzeichnis..........cccciiii e —————— 51
7. TabellenverzeiChnis ... 53
8. LiteraturverzeiChnis ... 54
8.1 1 =T = (0 ] PP PPPPPPPP 54
8.2 InternetqQUElIEN ... 68
9. ANNANG.....eee e ———————————————— 69
10. Erklarung zum Eigenanteil ... 75
11. DanKSaguNg ........ceeeeieiiiiiiiiiii s 76



Abkurzungsverzeichnis

APC

Anti-EGFR-Therapie

CPS

CT
CTLA-4
CXCL13
EBV

HE-Farbung

HNSCC
HPV

ICI
LAG-3

MHC-1
MRT
NK-Zellen
OLP
OPSCC
PD-1
PD-L1
PEC
PET-CT
pN

pT

TAM
TCR

TCGA-Datenbank

TIL

Antigen-prasentierenden Zellen

Anti-epidermal growth factor receptor Therapie

Combined Positive Score

Computertomographie

cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4

C-X-C motif chemokine ligand 13

Epstein-Barr-Virus

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Head and neck squamous cell carcinoma

Humanes Papillomvirus

Immun-Checkpoint-Inhibitoren

Lymphocyte-Acivation gene 3; Protein auf Oberflachen von
Zellen, Immuncheckpointrezeptor
Haupthistokompatibilitatskomplex 1
Magnetresonanztomographie

Naturliche Killerzellen

Oraler Lichen planus

Oropharyngeal Squamous cell carcinoma

Programmed cell death protein 1

Programmed cell death ligand 1

Plattenepithelkarzinom

Positronen-Emissions-Tomographie

post operative pathohistologische Klassifikation des Lymph-
knotenstatus des Tumors

post operative pathohistologische Klassifikation der Grolde
des Tumors

Tumor assoziierte Makrophagen

Thymus-cell-receptor positive

The Cancer Genome Atlas-Datenbank

Tumorinfiltrierende Lymphozyten



TMA
TME
TIM-3

TP53-Mutationen

TRM
UICC-TNM

Tissue microarray
Tumor-Mikroumgebung/Tumormicroenvironment

hepatitis A virus cellular receptor 2; Oberflachenprotein, das
auf T-Zellen, Treg, Makrophagen und dendritischen Zellen ex-
primiert wird

tumor protein p53; haufigste mutierte Gen in menschlichen Tu-
moren

Tissue resident memory T Cells

Union Internatinale Contre le Cancer



1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (head and neck squamous cell carci-
noma, HNSCC) umfassen maligne Tumore der Mundhohle, des Larynx und des Pharynx.
Bei dieser Erkrankung handelt es sich weltweit um die haufigste Tumorentitat der Mund-
hohle, die mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Chamoli et al., 2021). Die 5 Jah-
res-Uberlebensrate liegt bei 63 % (Reyes-Gibb et al., 2014, American Cancer Society,
Inc., Surveillance Research, 2011). Plattenepithelkarzinome zeichnet ein destruierendes
Wachstum sowie eine Neigung zur Metastasierung aus. Hierbei erfolgt die Metastasierung
zunachst in die lokoregionaren Lymphknoten des Halses, im spateren Verlauf konnen

auch Fernmetastasen auftreten (Johnson et al., 2020; Walsh et al., 2007).
1.1.1 Epidemiologie

2018 erkrankten 890.000 Menschen weltweit an PEC des Kopf-/Halsbereiches und von
diesen verstarben circa 450.000. Somit handelt es sich um die sechst haufigste Tumoren-
titat weltweit (Ferlay et al., 2019). Zudem steigt die Inzidenz der Erkrankung stetig und es
wird angenommen, dass im Jahr 2030 uber 1 Million neue Falle pro Jahr auftreten werden.
Dies stellt einen Anstieg der Fallzahlen um 30 % dar (Johnson et al., 2020).
Geschlechterspezifisch sind Manner zwei bis vier Mal haufiger von HNSCC betroffen als
Frauen. Im Jahr 2018 wurden in Deutschland bei Mannern etwa 9.820 und bei Frauen
etwa 4.490 neue Falle von Mundhohlen- und Rachenkarzinomen diagnostiziert (Robert
Koch-Institut, 2018). Diese Zahlen entsprechen etwa 2,8 % aller neu diagnostizierten Tu-
more in Deutschland. Haupterkrankungsalter ist zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr
(Robert-Koch-Institut, 2018). Das mittlere Erkrankungsalter bei nicht viraler Ursache liegt
bei 66 Jahren, wohingegen bei einer HPV- oder EBV-assoziierten Form das Erkrankungs-
alter bei circa 50 Jahren liegt (Windon et al., 2018).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt trotz moderner und vielfaltiger Therapieoptionen bei
durchschnittlich 58 % aller Erkrankten. In der Studie von Du et al. (2019) wurde fur
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Oropharynxkarzinome ein deutlich besseres 5-Jahres-Uberleben beobachtet (Oropha-
rynx 63 %, Hypopharynx 33 %). HNSCC weisen eine hohe Mortalitat auf, die haufig durch
die Bildung von lokoregionaren oder Fernmetastasen sowie inoperablen Lokalrezidiven
mit einer gesteigerten Resistenz gegenuber Chemo- oder Strahlentherapien bedingt ist
(Coordes et al., 2014).

Die Auswirkungen auf die Lebensqualitat der Patienten und ihr soziales Umfeld sind eben-
falls betrachtlich. Sowohl die Erkrankung selbst als auch die Therapie fuhren zu einer
starken Beeintrachtigung der Organfunktion und Asthetik im Kopf-Hals-Bereich (de Leeuw
et al., 2000; de Leeuw et al., 2001). Dies kann unter anderem zur dauerhaften Unfahigkeit
der peroralen Nahrungsaufnahme, des Schluckens oder Sprechfahigkeit fuhren (Nguyen
et al., 2005). Erkrankungs- oder operationsbedingte Veranderungen der oberen Atem-
wege, insbesondere im Bereich der Mundhohle und des Pharynx, konnen bei bestimmten
Patienten die dauerhafte Anlage eines Tracheostomas erforderlich machen. Des Weite-
ren zeigt sich bei Kopf-Hals-Karzinomen eine hohe Co-Inzidenz an Depressionen und
eine erhohte Suizidrate im Vergleich zu anderen Tumorarten (Chan JY et al., 2011; Mi-
sono et al., 2008).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Entstehung von HNSCC ist ein multifaktorielles Geschehen, zu welchem sowohl en-
dogene Faktoren wie beispielsweise genetische Komponenten als auch exogene Fakto-
ren beitragen (Suarez et al., 2006).

Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen der Konsum von Tabak und Alkohol. 75 % der HNSCC
leiten sich von den zuvor genannten Schadstoffen ab. Der gemeinsame Genuss beider
Noxen erhoht das Risiko einer Erkrankung um bis zu mindestens 30-fach (Hayes et al.,
1999; Johnson et al., 2020; Lubin et al., 2009; Macfarlane et. al, 1995; Pelucchi et al.,
2008)

Aber auch virale Infektionen, wie beispielsweise das Humane Papillomavirus (HPV) tra-
gen zur Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms (PEC) bei (Johnson et al., 2020).
Diese Infektionen werden laut Hammarstedt und Dayyani mit circa 70 % der oropha-
ryngealen und 30 % der Kopf-Hals-Karzinome assoziiert (Dayyani et al., 2010; Ham-
merstedt et al., 2006). Bei den HP-Viren handelt es sich um Erreger, die von Mensch zu
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Mensch Ubertragen werden. Die Inzidenz von HNSCC stieg in den letzten Jahren vor al-
lem bei den Betroffenen unter dem 50. Lebensjahr. Dennoch ist die Uberlebensrate und
damit auch die Wahrscheinlichkeit eines positiven Outcomes bei Patienten mit HPV-In-
fektion besser einzuschatzen als bei HPV-negativen Karzinomen (Johnson et al., 2020).
Auch spielen regionale Besonderheiten hinsichtlich der Ernahrungsweise eine Rolle. Stu-
dien zeigen, dass der Konsum der Betelnuss in asiatisch-pazifischen Regionen zu einem
erhohten Erkrankungsrisiko oraler Karzinome fuhrt (Johnson et al., 2020). Eine gesunde,
vor allem mediterrane, Ernahrung mit ausreichend Gemuse und Zitrusfruchten soll hinge-

gen einen positiven Faktor fur das Risiko eines Karzinoms verkorpern (Bosetti et al., 2003).
1.1.3 Prakanzerosen

Bedeutende Haut- und Schleimhautveranderungen innerhalb der Mundhohle stellen unter
anderem Leukoplakien, Erythroplakien und der Lichen ruber dar (Abai et al., 2020; John-
son et al.).

Die Leukoplakie wird von der WHO beschrieben als ein weilllicher Fleck der oralen
Schleimhaut, der nicht abgewischt werden kann und keiner anderen Pathologie zugehorig
ist (Abai et al., 2020). Bei dieser handelt es sich um eine fakultative Prakanzerose, die mit
geringer Wahrscheinlichkeit zu einer Entartung und damit zu einer Karzinomentstehung
fuhren kann (Zhu et al., 2021). Die Haufigkeit einer Leukoplakie wird mit 1-2,6 % eingestuft,
wobei Manner ein hoheres Erkrankungsrisiko als Frauen haben. Zudem ist die Wahr-
scheinlichkeit einer Erkrankung zwischen dem 5.-7. Lebensjahrzehnt am starksten erhoht
(Bewley und Farwell, 2017).

Klinisch wird die Leukoplakie in zwei Gruppen eingeteilt. Eine flache und gleichmaRige
Erscheinungsform mit durchgehender, einheitlicher Textur wird als homogene Leukopla-
kie bezeichnet. Unter der nicht-homogenen Leukoplakie versteht man eine meist weilli-
che oder rot-weillliche Schleimhautveranderung, die eine unregelmafige Oberflache auf-
weist und auch Ulzerationen umfassen kann. Diese konnen durch knotige oder warzen-

artige Texturen gekennzeichnet sein (Lodi et al., 2016).
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Abb. 1: Beispiel einer homogenen Leukoplakie der Wangenschleimhaut (Kreppel, 2011)

Die Erythroplakie ist eine relativ selten auftretende, rétlich gefarbte Lasion der Schleim-
haut, die sowohl klinisch als auch histopathologisch wie die Leukoplakie einzuordnen ist.
Diese hat ein hohes Entartungspotential (Holmstrup, 2018). Das Erkrankungsrisiko liegt
laut einer indischen Studie bei 0,2 %, global betrachtet ist ein Risiko von 0,02 bis 0,83 %
wahrscheinlich. Innerhalb der Mundhodhle sind meist sowohl der Weichgaumen, der Mund-
boden und die bukkale Schleimhaut betroffen (Reichart und Philipsen, 2005).
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Abb. 2: Beispiel einer Erythroplakie an der Zunge (Mundschleimhautsprechstunde der
zahnarztlichen Oralchirurgie des Universitatsklinikums Bonn, 2024)

Eine weitere pramaligne Schleimhautveranderung ist der orale Lichen ruber planus (OLP).
Bei diesem handelt es sich um eine chronisch entzundliche Erkrankung, die durch wie-
derkehrende Phasen von Symptomen und Ruhephasen gekennzeichnet ist und bei der
oralen Manifestation nicht von alleine abklingt (Eisen et al., 2005).

Innerhalb der Gesellschaft sind circa 0,5-2 % von einem oralen Lichen planus betroffen.
Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen dem 3. und 6. Lebensjahrzehnt, wobei
Frauen doppelt so haufig wie Manner erkranken. Die typische Lokalisation der Immuner-
krankung zeigt sich als eine bilaterale symmetrische Manifestation der bukkalen Schleim-
haut. Aber auch die Zunge, Gingiva und labiale Mucosa sind Pradilektionsstellen des OLP
(Mollaoglu, 2000).

Das Progressionsrisiko des OLP ist laut einer Studie von Gandolfo gering. Weibliche Pa-
tienten mit einer pramalignen Form des OLP entwickelten zu ca. 3 %, Manner sogar nur
zu 1,3 % einen OLP (Gandolfo et al., 2004).
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Abb. 3: Beispiel eines oralen Lichen planus im Vestibulum (Mundschleimhautsprech-
stunde der zahnarztlichen Oralchirurgie des Universitatsklinikums Bonn, 2024)

1.1.4 Symptome und Diagnostik

Da HNSCC im Anfangsstadium haufig asymptomatisch sind und von den Patienten nur
selten selbst erkannt werden, sind den behandelnden Zahnarzten, HNO-Arzten und
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen eine wichtige Rolle zugeschrieben. Diese kontrollieren
systematisch mittels Inspektion und Palpation, sowohl extra- als auch intraoral, die Haut
bzw. Schleimhaut der Patienten auf Abnormalitaten bzgl. Farbe, Form, Beschaffenheit der
Gewebe, Ulzeration oder Erosionen.

Folgende Symptome sind malignitatssuspekt (S2k-Leitlinie der DGMKG, Stand: Septem-
ber 2019):

= Verlust des Oberflachenglanzes

= Verhornungstendenz (weil3e Lasionen/Leukoplakie)

= flachiger Verlust der Oberflachenintegritat (rote Lasionen/Erythroplakie)
= Erosion

= Ulzeration

= Blasenbildung/Desquamation
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* Induration
= Atrophie
= Pigmentierung

=  Schmerzsensation, Brennen

Ein klinisch auffalliger und malignitatssuspekter Befund wird in der Regel durch eine
Probeexzision entnommen und anschlieend histopathologisch auf Malignitat gepruft.

Zur Untersuchung der Tumorausbreitung kdnnen zum Mittel der Wahl zum einen die Pa-
noramaschichtaufnahme (OPG), der Ultraschall und zum anderen ein CT oder MRT des
Kopf-Hals-Bereiches (Vidiri et al., 2007) angefertigt werden. Ein weiteres Diagnostikmit-
tel Uber die beiden Standardverfahren hinaus, bietet die Positronen-Emissions-Tomo-
graphie (PET-CT). Diese eignet sich zur Detektion von Zweitkarzinomen, Lymphknoten-
oder Fernmetastasen oder bei Rezidiven (Murtojarvi et al., 2022).

1.1.5 Tumorstadium

Fur maligne Tumore im Kopf-Hals-Bereich erfolgt die Einteilung des Schweregrades an-
hand einer UICC-TNM-Klassifikation.

Das Tumorstadium beschreibt die Ausbreitung des Primartumors sowie den Befall von
Lymphknoten oder anderen Organen in Form von Metastasen.

Ins T-Stadium flie3t die Tumorgrofle sowie die Infiltration wichtiger Nachbarstrukturen,
z.B. Kortikalisarrosionen ein. Das Nodalstadium definiert, ob und wie viele Lymphknoten-
befallen sind, auch gibt sie Auskunft Gber die Groflde der Lymphknoten sowie der extrano-
dalen Ausdehnung der Metastase.

Weitergehend gibt es Unterschiede bei p16-positiven/p16-negativen Oropharynxkarzino-

men.

1.1.6 Therapie

Die Behandlung des Mundhdhlenkarzinoms umfasst einen interdisziplinaren Ansatz und
richtet sich nach den aktuellen Leitlinien. Zur kurativen Behandlung von HNSCC kommen
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entweder eine alleinige chirurgische Therapie oder ein kombiniertes Vorgehen mit chirur-
gischem Eingriff und einer adjuvanten bzw. neoadjuvanten Radio- und/oder Chemothera-
pie in Betracht. Die Entscheidung fur ein bestimmtes Therapiekonzept richtet sich in der
Regel nach der Lokalisation und dem Tumorstadium sowie dem allgemeinen Gesund-
heitszustand des Patienten. Das Ziel besteht darin, eine lokale Tumorfreiheit bzw. -kon-
trolle zu erreichen, wahrend die funktionellen und asthetischen Beeintrachtigungen des
Patienten moglichst gering gehalten werden.

Palliativ kann eine Kombination aus platinbasierter Chemotherapie mit Cetuximab einge-
setzt werden sowie eine anti-EGFR-Therapie (S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des
Mundhohlenkarzinoms, 2021).

1.1.6.1 Die operative Therapie

Therapeutisch gilt die vollstandige Resektion des PEC als Mittel der Wahl. Ist dies nicht
zu erzielen, verschlechtert sich die Prognose (Parsons et al., 1997).

Abhangig von Grof3e und Lage des Defekts kommen unterschiedliche rekonstruktive Ver-
fahren zum Einsatz. Kleinere Defekte lassen sich haufig primar verschlie3en oder mittels
lokaler Verschiebelappen sowie durch autologe Voll- oder Spalthauttransplantationen ver-
sorgen. Bei grolderen Defekten sind komplexere rekonstruktive Ma3nahmen erforderlich.
In solchen Fallen kann eine Deckung beispielsweise durch muskelgestielte Lappen wie
den Pectoralis-Major-Lappen oder durch freie mikrovaskular reanastomosierte Gewebe-
transplantate erfolgen, die unter anderem aus der Scapula, dem radialen Unterarm oder
dem oberen bzw. unteren Extremitatenskelett entnommen werden (Azizzadeh et al., 2001;
Castelli et al., 2001; Zaker Sharak et al., 2014). Bei uber 50 % der Patienten mit HNSCC
liegt eine Metastasierung in den regionalen Lymphknoten vor und indiziert eine zervikale
Lymphknotendissection. Unterschieden wird zwischen der radikalen und elektiven Neck
Dissection.

Die radikale Neck Dissection umfasst sowohl die Entfernung aller Halslymphknoten aus

den Leveln I-V als auch die Entfernung anatomischer Strukturen wie den Musculus stern-



17

ocleidomastoideus, die Vena jugularis interna sowie den Nervus accessorius. Eine radi-
kale Entfernung bietet mehr diagnostische Sicherheit, allerdings leiden die Pateinten
durch die Entfernung der wichtigen anatomischen Strukturen, die wiederum bei einer e-
lektiven Neck Dissection erhalten bleiben, unter einem Verlust an Lebensqualitat (Chisa,
2006). Die selektive Neck Dissection ist indiziert fur Patienten mit guter Prognose und
Metastasierung, die sich auf wenige Level beschrankt. Hierbei werden nur die Lymphkno-
tenlevel reseziert, in denen eine Metastasierung aufgrund der Tumorlokalisation und Lym-

phabflusswege wahrscheinlich ist (D'Cruz et al., 2015; Kowalski und Sanabria, 2007).
1.1.6.2 Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI)

Die Immunantwort des Korpers spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle und Eliminierung
von malignen Zellen. Eine wichtige Regulation dieser Antwort erfolgt Uber sogenannte
Immun-Checkpoints — inhibitorische Signale, die verhindern, dass T-Zellen Uberschie-
Rend oder autoreaktiv agieren. Exprimieren Tumorzellen diese Oberflachenmolekule,
konnen diese TILs hemmen. Zu den wichtigsten Checkpoints gehdren der Programmed
Death-1 (PD-1)-Rezeptor und sein Ligand Programmed death-ligand 1 (PD-L1) sowie
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4) (Pardoll, 2012). ICI werden viel-
seitig in der onkologischen Therapie eingesetzt. Das maligne Melanom war beispiels-
weise lange Zeit durch eine schlechte Prognose im metastasierten Stadium gekennzeich-
net. Mit der Einfuhrung von IClIs hat sich das therapeutische Paradigma grundlegend ver-
andert. Mit ICls liegt das Uberleben bei 7,5 Monaten (Ferris et al., 2016). Durch die Blo-
ckade inhibitorischer Rezeptoren, wie CTLA-4 und PD-1, wird die anti-tumorale Aktivitat
von T-Zellen reaktiviert (Sharma und Allison, 2015).
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PD-L1 binds to PD-1 and inhibits Blocking PD-L1 or PD-1 allows
T cell killing of tumor cell T cell killing of tumor cell
Tumor cell
Tumor cell et
PD-L1

Antigen

T cell receptor

PD-1 \41&
X

Abb. 4: ICl und dessen Funktionsweise (National Cancer Institute, 2015)

Tumore kdnnen PD-L1 exprimieren, welches Uber eine Bindung von PD-1 T-Zellen hemmt,
die einen anti-tumor Effekt haben kdnnen. PD-L1-Inhibitoren zielen auf das Transmemb-
ranprotein PD-L1 ab. Diese binden an PD-1-Rezeptoren auf T-Zellen und unterstitzen
die immunologische Toleranz, indem die Aktivitat zytotoxischer T-Zellen reduziert wird.
Kommt es zu einer Inhibition von PD-L1, erhoht sich die Aktivitat des Immunsystems ge-
gen Tumorgewebe und es kann langfristig zu einem langeren Gesamt- und progressions-
freien Uberleben fiihren (Johnson et al., 2023; Park et al., 2022).

Die Immuncheckpoint-Blockade gegen PD-1 hat sich als Standardtherapie fur rezidivie-
rende oder metastasierende HNSCC etabliert (Cohen et al., 2019). Die Tumorzellen in
HNSCC weisen eine vergleichsweise hohe Expression von PD-L1 auf und befinden sich
in einem Zustand der Immunevasion. Besonders ausgepragt ist die PD-L1-Expression bei
HNSCC, die mit anhaltenden Virusinfektionen wie HPV oder EBV in Verbindung stehen
(Badoual et al., 2013; Lyford-Pike et al., 2013). In der Monotherapie zeigen sich jedoch
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nur wenig signifikante Erfolge. Die Zwei-Jahres Uberlebensrate der behandelten Patien-
ten liegt bei 17-27 % (Vos et al., 2021).

Ipilimumab, ein monoklonaler Antikdrper gegen CTLA-4, war der erste ICI, der 2011 fur
die Behandlung des metastasierten Melanoms zugelassen wurde (Mansh, 2011). Eine
Zulassung fur HNSCC steht weiterhin aus.

Nivolumab wird als Arzneimittel in der Krebstherapie seit November 2016 verwendet
(Schwab et al., 2018). Dieser blockiert den PD-1-Rezeptor auf T-Zellen, wodurch die hem-
mende Wirkung von PD-L1 aufgehoben wird. Durch die Hemmung von PD-1 wird die T-
Zell-Aktivitat gegen Tumorzellen verstarkt, da die tumorspezifische Immunsuppression
aufgehoben wird (Ferris et al., 2016). 2014 konnte in der Phase-Ill-Studie ,Check-
Mate141“ gezeigt werden, dass die Therapie bei HNSCC-Lokalrezidiven mit Nivolumab
verglichen mit der Standardtherapie ein verbessertes Gesamtuberleben zeigt - 7,5 Mona-
ten mit Nivolumab, verglichen mit 5,1 Monaten bei der Standardtherapie (Ferris et al.,
2016). Auch fur Pembrolizumab konnte eine Verlangerung des Gesamtuberlebens fur
HNSCC-Patienten mit Progress oder Metastasierung demonstriert werden (KEYNOTE
040, Harrington et al., 2021).

Besonders effektiv erwies sich die Kombinationstherapie aus Nivolumab und Ipilimumab.
Ipilimumab richtet sich gegen CTLA-4 auf T-Zellen und inhibiert diese. Somit wird die Ak-
tivierung und Proliferation von T-Zellen im Fruhstadium der Immunantwort gefordert (Har-
rington et al., 2023). Die Kombinationstherapie fuhrt zu besseren Langzeitergebnissen mit
einer 5-Jahresuberlebensrate von 52 % bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Mela-
nom (Larkin et al., 2019). Auch Hodi et al. (2016) zeigten auf, dass die kombinierte The-
rapie aus beiden Praparaten eine bessere Wirksamkeit bei gleichzeitig geringerer Toxizi-

tat aufweist.

Dennoch gibt es auch Patienten, die schlechter auf ICls ansprechen. Die Grunde daflr
sind multifaktoriell. Unter anderem liegt dies an einer geringeren PD-L1-Expression. Die
CheckMate141-Studie und KEYNOTEOQ40-Studie belegen ein besseres Ansprechen auf

ICls bei PD-L1 und einem Combined Positive Score (CPS) von >1 oder >20. Demnach
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gilt, je mehr immunaktive Zellen mit PD-L1-Expression im Tumorgewebe, desto besser
das Ansprechen auf PD-1 Inhibitoren wie Pembrolizumab (Burtness et al., 2019, Ferris et
al., 2016). Daruber hinaus sorgt eine immunsuppressive Tumorumgebung fur ein redu-
ziertes Ansprechen gegenuber monoklonalen Antikorpern. Induziert wird dies durch regu-
latorische T-Zellen (Tregs) und TAMs, die die T-Zell Aktivitat hemmen (Mantovani et al.,
2019).

Eine andere Maoglichkeit fur ein schlechtes Ansprechen auf einen ICl kann ein sogenann-
ter immunologisch ,kalter® Tumor sein. In diesem liegen Tumore ohne Entziindungsreak-
tion und T-Zellinfiltration vor. Durch die nicht vorhandenen zytotoxischen T-Zellen fehlt
das Ziel fur ICIs (Wang et al., 2019). Die TILs dienen als Biomarker fir Immunreaktionen,
indem die Dichte von CD8*TILs mit einem besseren Ansprechen der ICls korreliert. Ins-
besondere CD8*PD-L1* TILs gelten als Zeichen einer tumorreaktiven Antwort. Zudem se-
zernieren diese Zytokine, die die Karzinomzellen fur das Immunsystem sichtbar machen
(Zhang et al., 2021).

Zentraler Mechanismus der Immunevasion in der Mikroumgebung von HNSCC stellt die
Erschopfung tumorinfiltrierender T-Zellen, gennant , T cell exhaustion®, dar. Charakteris-
tisch fur diesen Zustand ist eine persistente Antigenexposition, die zu einer progressiven
funktionellen Dysregulation zytotoxischer CD8*-T-Zellen fuhrt. Ermidete T-Zellen weisen
eine verminderte Proliferationsfahigkeit, eine reduzierte Zytokinproduktion sowie eine ge-
steigerte Expression inhibitorischer Rezeptoren wie PD-1, TIM-3, LAG-3 und TIGIT auf
(Wherry und Kurachi, 2015; Thommen und Schumacher, 2018). Obwohl ICls wie Nivo-
lumab oder Pembrolizumab gezielt PD-1/PD-L1-Signale blockieren und so die T-Zell-Ak-
tivitat reaktivieren sollen, ist deren Wirksamkeit bei HNSCC haufig durch das Ausmal der
T-Zell-Ermudung limitiert. Studien belegen, dass ein hoher Grad an funktionell erschopf-
ten T-Zellen mit einem schlechteren Therapieansprechen und einer ungunstigeren Prog-
nose assoziiert ist (Zhang et al., 2022).

In einer klinischen Auswertung zur Sicherheit der Immuncheckpoint-Inhibition mit Nivo-
lumab bei Patienten mit HNSCC zeigte sich ein insgesamt gunstiges Nebenwirkungsprofil.
Unerwunschte Ereignisse traten bei 80 % der Patienten auf, wahrend schwerwiegende
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Nebenwirkungen (Grad 3—4) lediglich in 8 % der Falle beobachtet wurden. Die haufigsten
therapieassoziierten Nebenwirkungen umfassten Fatigue (31 %), Pruritus und Hautaus-
schlage (jeweils 18 %) sowie Arthralgien und Hypothyreose (je 13 %). Diese Nebenwir-
kungen sind charakteristisch fur immunvermittelte Reaktionen unter einer PD-1-Blockade
und traten Uberwiegend in milder Form auf. Schwerwiegende Nebenwirkungen wie Diar-
rhoe Grad 3, orale Mukositis und ausgepragte Arthralgien wurden mit jeweils 3 % nur
vereinzelt beobachtet. Das Nebenwirkungsspektrum wurde vor allem durch endokrine
Storungen wie Hypothyreose, kutane Reaktionen und grippeahnliche Allgemeinsymp-
tome gepragt. Insgesamt bestatigen die Ergebnisse die gute Vertraglichkeit von Nivo-
lumab bei HNSCC, was die Substanz insbesondere im palliativen Setting mit Blick auf die
Lebensqualitat als geeignete Therapieoption unterstreicht (Leddon et al., 2022).

1.2 Tumormikroenvironment

Tumore entwickeln wahrend ihrer Entstehung und dem Entwicklungsprozess spezifische
Mikro-Umgebungen, die sich stark von denen normaler Gewebe unterscheiden. Das Tu-
mormikroumfeld (TME) bildet dabei eine Art Nahrboden fur Krebszellen und hat zudem
erheblichen Einfluss auf die Entstehung und das Wachstum von Tumoren. Eine saure
Umgebung, hohe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Glutathion (GSH),
ein hoher Hypoxie-Status, ubermaflige Enzymexpression und hohe ATP-Spiegel sind
charakteristisch fur das TME, was auf die rasche Zellteilung und den Stoffwechsel der
Tumore zurickzufuhren ist. Demnach fordert dieses Umfeld nicht nur die Angiogenese
und Metastasierung der Tumore. Im TME sind tumorassoziierte Makrophagen (TAMs)
eine der am haufigsten vorkommenden Zelltypen und haben einen wesentlichen Einfluss
auf die Tumorentwicklung (Wanderley et al., 2018). Diese machen einen erheblichen An-
teil der infiltrierenden Leukozyten aus und stehen innerhalb des Karzinoms mit einer Zu-
nahme der Tumorzellzahl in Verbindung (Kumar et al., 2017). Daruber hinaus kann dieses
auch zu einer Resistenz gegenuber Behandlungen und einem potentiellen Versagen der
Therapie fuhren. Aufgrund dieser Eigenschaften ist das TME zu einem wichtigen Ziel in
der Krebsbehandlung geworden und wird haufig genutzt, um die Freisetzung von Medi-

kamenten in der Immuntherapie gezielt zu steuern (Peng et. al., 2022).
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1.2.1 Tumorassoziierte Lymphozyten (TILs)

Die Wechselwirkung zwischen Krebs- und Immunzellen innerhalb der Tumormikroumge-
bung (TME) spielt (Hayes et al., 1999) eine zentrale Rolle bei der Regulation des Tumor-
wachstums und des Fortschreitens. In diesem Zusammenhang konnen tumorinfiltrierende
Lymphozyten (TILs) sowohl im Primartumorgewebe als auch in tumorbeteiligten Lymph-
knoten und Metastasen verschiedener Krebsarten nachgewiesen werden (Galon et al.,
2006). Bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches finden sich TILs sowohl

in intratumoralen als auch peritumoralen bzw. stromalen Arealen (Almangush et al., 2022).

Eine Studie von Dasgupta bestatigt die Immuninfiltration als prognostischen Faktor fur
HNSCC. Hierbei zeigt sich eine Korrelation zwischen dem Anteil von TILs im Stroma und
intratumoral sowie der Differenzierung vom Tumor und dem zughorigen pT-Stadium.
Demnach wird ein hoheres pT-Stadium mit weniger TILs assoziiert. Zudem korreliert ein
hoheres Alter der Patienten mit dem pN-Stadium und dem intratumoralen TIL-Niveau
(Dasgupta et al., 2022).

1.2.2 CD8-positive Lymphozyten

CD8 ist ein Zelloberflachenmolekul und wird von T-Zellen exprimiert. CD8* T-Zellen und
auch zytotoxische T-Zellen binden an MHC-1-Molekile auf der Oberflache von antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) und Zielzellen, die antigene Peptidfragmente prasentieren
(Raskov et al., 2021). Es zeigt sich, dass CD8" Zellen bzw. TILs fur die Erkennung und

Eliminierung von Tumorzellen zustandig sind (Liu et al., 2022).

In Tumoren von HPV-positiven HNSCC-Patienten weisen CD8" T-Zellen hohere PD-1-
Expressionen als in HPV-Negativen auf (Vaddepally et al., 2020). Zudem ist die Haufigkeit
von T-Zellen, die PD-1 exprimieren in Tumorgeweben hoher als im peripheren Blut von
HNSCC-Patienten sowie von gesunden Individuen (Lee et. al., 2019). HPV fordert die
Expression von PD-L1, was zu einer Immunevasion und der Persistenz dieser Viren fuhrt
(Qietal., 2017).
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Mehrere Studien belegen zudem, dass eine hohe Infiltration von CD103*CD8"* TILs mit
einem signifikant besseren Ansprechen auf ICI-Therapien sowie mit einem verlangerten
progressionsfreien und Gesamtuberleben bei HNSCC korreliert. So zeigte eine Analyse
von Ren et al. (2023), dass Patienten mit hoher CD103*-TIL-Dichte unter PD-1-Blockade
eine deutlich verbesserte Immunantwort entwickelten. Die gezielte Analyse von CD103"
Zellen im Tumorgewebe mittels Immunhistochemie oder multiplexer Immunfluoreszenz
konnte kunftig eine prazisere Patientenselektion fur ICI-Therapien ermdglichen und somit
zur Individualisierung immunonkologischer Behandlungsstrategien beitragen. Insgesamt
weisen CD103*CD8" TILs sowohl immunbiologisch als auch klinisch auf einen funktionell
aktiven, tumorreagierenden Immunzellpool hin und sind ein vielversprechender Biomarker

fur das Therapieansprechen auf PD-1-Inhibitoren in HNSCC.

1.2.3 CDG69 als Aktivierungsmarker

CD69 ist ein homodimeres Protein und befindet sich auf den Naturlichen-Killer-Zellen (NK-
Zellen). CD69 wird auf T-Lymphozyten schnell exprimiert, sobald diese durch TCR/CD3,
aktivierende Zytokine oder polyklonale mitogene Reize stimuliert werden. Bereits 30 bis
60 Minuten nach der Aktivierung lasst sich die transkriptionelle Expression des CDG69-
Gens nachweisen, jedoch sinkt sie nach vier bis sechs Stunden wieder deutlich. Das Pro-
tein CD69 kann etwa zwei bis drei Stunden nach der Stimulation detektiert werden
(Cibrian et al., 2017, Testi et al., 1994).

Daher wird CD69 auch als ,Aktivierungsmarker bezeichnet. CD69 wird bei verschiede-
nen chronischen Entzindungen beim Menschen auf infiltrierenden Leukozyten in entzin-
deten Geweben exprimiert, wie beispielsweise bei rheumatoider Arthritis, systemischer
Sklerose, allergischem Asthma und atopischer Dermatitis. Frihe Forschungen mit CD69-
defizienten Zellen konnten die Rolle von CD69 bei der Proliferation und Aktivierung von
T-Lymphozyten nicht eindeutig klaren. In-vivo-Experimente, bei denen CDG69-defiziente
Mause und blockierende Antikorper eingesetzt wurden, haben jedoch gezeigt, dass die
CD69-Expression den Schweregrad verschiedener Entzindungsmodelle bei Mausen be-
einflusst, darunter unter anderem Arthritis, Asthma, Myokarditis, Erregerbeseitigung und
Tumorimmunitat (Cibrian und Sanchez-Madrid, 2017).
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Die Aktivierung von T-Zellen und die Hochregulation des Oberflachenmarkers CD69 spie-
len eine entscheidende Rolle fur ihre Migration und Prasenz innerhalb inflammatorischer
Gewebe. Bei Fortschreiten des Karzinoms zeigt sich eine erhohte Expression von CD69
auf CD4*- und CD8*-T-Zellen, eine verminderte Infiltration von T-Zellen in das Tumorge-
webe und daruber hinaus eine Reduktion von CD8*-T-Zellen. Dies wiederum fuhrt zur
Schwachung der endogenen anti-tumor Immunabwehr. Untersucht wurde dies bei einem

Larynx-Karzinom von Starksa et al. (Mita et al., 2018 und Starska et al., 2011).

Als therapeutischer Ansatz, um die Immunantwort gegen den Tumor zu starken und dem-
nach auch das Fortschreiten der karzinogenen Entitat auszubremsen, bietet sich eine
CD69-Antikorper Behandlung an. Diese fuhrt zu einem Anstieg der tumorinfiltrierenden
CD8*- und CD4*-T-Zellen. Demnach konnte CDG69 als potentielle Angriffspunkt einer im-

muntherapeutischen Strategie bei Tumorerkrankung dienen (Mita et al., 2018).

1.2.4 CD103

CD103 ist ein heterodimerer transmembraner Oberflachenrezeptor, der auf unterschied-
lichen Zelltypen des Immunsystems zu finden ist und von Epithel-assoziierten T-Lympho-
zyten des adaptiven Immunsystems ausgebildet wird. Zum Grofteil exprimieren CD8*
Zellen - zytotoxische T-Zellen oder Tissue resident memory T-Cells (TRM) - sowie CD4*
Zellen den Oberflachenrezeptor. Dieser soll Uber eine Bindung an E-Cadherin die Re-
tention von Lymphozyten in Epithelien generieren. Karzinome sind oft von TRM-Zellen
infiltriert, die CD103 exprimieren. Daher wurde beobachtet, dass die CD103-Expression
bei bestimmten Tumoren, wie z.B. bei Ovarial-, Zervix- und Kolonkarzinomen mit einer
gunstigeren Prognose verknupft sein konnte (Hoffmann, Schon, 2021). Daruber hinaus
konnte hervorgebracht werden, dass eine hohere Infiltrationsdichte an CD103" -Zellen in
Lungen- und Urothelkarzinomen mit einem besseren Ansprechen auf eine ICI| verbunden
ist (Corgnac et al., 2020). Eine Studie zeigte, dass das Vorhandensein von CD103" tu-
morinfiltrierende Lymphozyten eine gunstige Verlaufsprognose bei Urothelkarzinomen
der Harnblase darstellt (Wang et al., 2015).
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Studien von Lai et al. aus 2021 legen dar, dass in Plattenepithelkarzinomen der Haut
haufig eine Ko-Expression von CD103* und CD69* auf TRM zu finden ist. In Plat-
tenepithelkarzinomen haben zudem CD69" und CD103- TRMs einen grofReren Anteil an
der CD3* Population als im Blut ausgemacht (mittelwertig 43.4 % und 51.2 % gegenuber
21.7 %) (Lai et al., 2021).

1.2.5 PD-1: Das Zielmolekul fur Immuncheckpointtherapie

Programmed cell death protein 1 (PD-1) ist ein Transmembranprotein, welches meistens
auf Immunzellen, z.B. B- oder T-Zellen, exprimiert wird (Arasanz et al., 2017). PD-1 ist ein
Schlusselfaktor im Rahmen der Immunsystemregulierung. Die Bindung von PD-1 und PD-
L1, welches in geringen Mengen in Immun-, Endothel oder Epithelzellen und besonders
haufig in neoplastischen Zellen exprimiert wird, formt einen Immuncheckpoint (Schneider
et al., 2018). Die Interaktion von PD-L1 und seinem Rezeptor PD-1 sowie die Induktion

von T-Zell-Apoptose verhindert die Aktivierung der T-Zellen.

Zellen zahlreicher maligner Tumore hingegen exprimieren PD-L1, um der Immunuberwa-
chung zu entgehen. Durch die Bindung an den PD-1-Rezeptor auf T-Zellen hemmt PD-
L1 deren Aktivierung und kann die Apoptose tumorreaktiver T-Zellen fordern, was letztlich
das Tumorwachstum begunstigt (Han et al., 2020). Binden Antikorper an PD-1 oder PD-
L1 resultiert dies in einer verbesserten anti-tumor Immunitat und einer verlangerten Uber-
lebensrate (Dong et al., 2002; Freeman et al., 2000). TRM-Zellen exprimieren neben CD8
und CD103 auch PDL-1. Laut wissenschaftlicher Literatur sind TRM-Zellen nicht nur ent-
scheidend fur die Abwehr von Infektionen, sondern auch fur die Bekampfung von Krebs.
Tatsachlich wurden Zellen mit einem ahnlichen TRM-Phanotyp in verschiedenen Tumor-
arten beobachtet (Kumar et al., 2017 und Molodtsov und Turk, 2018).

1.3 Fragestellung der Arbeit

Das Zusammenspiel von Tumor und Tumormikroenvironment sowie insbesondere der
Immunzellen spielt eine wichtige Rolle in der Tumorgenese und kann die Tumortherapie
stark beeinflussen. Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs zeigen zumeist ein
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dichtes Immunzellinfiltrat. Die Infiltrationsdichte bestimmter Subzellen soll in dieser Arbeit

naher untersucht werden.

Dabei wird die Infiltrationsdichte von CD8*, CD103*, CD69* und PD-1* in HNSCC mittels

QuPath bestimmt und mit klinisch-pathologischen Daten korreliert.

Ziel ist zu evaluieren, ob die Infiltrationsdichte von CD8*, CD103*, CD69* oder PD-1* Zel-
len als Marker fur gewebstandige T-Gedachtniszellen in Plattenepithelkarzinomen des

Kopf-Hals-Bereiches mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Tumorproben

Fur die Studie wurde auf Gewebe in Form von Tumor, welches in Paraffinblocken einge-
bettet ist, zurickgegriffen. Das Gewebe wurde im Zeitraum von 2011 bis 2014 an der
Klinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie und der Klinik fur Hals-Nasen-
Ohren-Heilkunde des Universitatsklinikums Bonn entnommen. Voraussetzung stellt eine
Diagnose in Form eines vorliegenden Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle (Alveolar-
kamm, Gingiva, harter Gaumen, Mundboden, Mucosa vestibularis, Zunge), des Oropha-
rynx (weicher Gaumen, Tonsillen, Zungengrund) sowie des Larynx dar.

Ein Votum des Ethikkommitees der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn ist vor-
handen (#148/11; #233/20).

2.1.2 Gerate

Tab. 1: verwendete Gerate

Gerate Hersteller

Leica Aperio XT Leica, Wetzlar, Deutschland

2.1.3 Software

Tab. 2: verwendete Softwares

Software Hersteller
QuPath The Queen's University of Belfast, North-
ern Ireland

MS Excel Microsoft Corporation, Redmond, USA
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SPSS

Standford Universitat, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Tissue-Microarrays (TMAs) und immunhistochemische Farbung

Die Immunhistochemie wird zur Analyse und Visualisierung von Antigenen durch eine
Antigen-Antikorper Reaktion gekoppelt mit einer Farbbildung in unterschiedlichen Gewe-
ben oder Zellen angewandt (Taube et al., 2020). Die verwendeten immunhistochemi-
schen Farbungen wurden auf 2-3 pm dicke Tissue-Microarrays (TMAs) der Bonner
HNSCC Kohorte durchgefuhrt. Daflur wurden Farbeautomaten (Leica, Ventana, MEDAC)
verwendet. Mithilfe des Leica Aperio XT Scanners wurden die gefarbten Gewebeschnitte

der TMAs hochauflosend digitalisiert.

Tab. 3: primare Antikorper fur Immunfarbungen

Antikorper Hersteller Verdiinnung

CD8 Agilent 1:50
M7103, Clone C8/1448

CD69 Abcam 1:100
ab233396, EPR21814

CD103 Abcam 1:50
ab129202, EPR4166

PD-1 Abcam 1:200
ab52587, NAT105
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Abb. 5: Beispielbilder der immunhistochemischen Farbung. (a-d) Bonner HNO-Kohorte:
(a) CD8, (b) CD69, (c) CD103, (d) PD-1

2.2.2 Auswertung der Daten

2.2.2.1 QuPath Software

QuPath ist eine open source Software zur semiquantitativen Analyse von immunhistoche-
mischen Farbungen. Zur Auswertung wurde die Version 0.4.3 verwendet. Sie ermdglicht
die absolute und relative Anzahl an positiven Zellen sowie eine Farbeintensitat (H-Score)
zu ermitteln. Dieser errechnet sich aus dem Produkt aus verschiedenen Prozentsatzen
von Farbeintensitatsstufen und den jeweiligen Intensitatsstufen (Fedchenko und Reifen-
rath, 2014). Hervorgerufen durch die Objektivitat des Analyseprograms, liefert QuPath
eine gute Reproduzierbarkeit und Reliabilitdt (Bankhead et al., 2017). Eine Liste mit den
Einstellungen von QuPath fir die verschiedenen immunhistochemischen Farbungen be-

findet sich im Anhang.
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Die Daten wurden in einer Excel File exportiert (Microsoft Office, 2021) und die Mittelwerte
der Infiltrationsdichte in pro mm ?/Fall wurden ausgerechnet und fur die weiteren statisti-

schen Analysen verwendet.

2.2.2.2 Statistik mittels SPSS

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Statistikprogramm IBM SPSS Statistics
Version 27 (IBM, Armonk, NY).

Die Untersuchung der Unterschiede zwischen den einzelnen Parametern wurde mithilfe
des Mann-Whitney-U-Test und dem Kruskal-Wallis-H-Test durchgeflhrt. Die ermittelten
Ergebnisse beziiglich der Uberlebenszeiten der untersuchten Patienten wurden durch
den Log-Rank-Test und die Kaplan-Meier-Schatzers dargestellt. Das Gesamtuberleben
der Patienten wurde als Zeit zwischen Erstdiagnose und Versterben definiert bzw. letzter
klinischer Nachuntersuchung. Alle statistischen Signifikanzen wurden bei p-Werten < 0,05

angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkohorte

Die analysierte Kohorte umfasst 125 Patienten mit HNSCC und einem durchschnittlichen
Diagnosealter von 66,3 Jahren (Tab. 4). Die Mehrheit der erkrankten Patienten war mann-
lich (80,5 %), wobei der Tumor am haufigsten im Pharynx lokalisiert war (59,6 %), gefolgt
vom Larynx (31,7 %). In den Fallen mit verfugbaren klinischen Daten waren 88,7 % Nicht-
raucher und 79,6 % gaben geringen oder keinen Alkoholkonsum an. Der HPV-Status war
in 25,6 % der Falle positiv. Die haufigsten Tumorstadien bei Erstdiagnose waren T2
(36,3 %) und T3 (24,8 %), zudem zeigten 61,2 % einen Lymphknotenbefall (N1-N3). Die
Mehrheit der Tumoren war mafig differenziert (G2, 61,2 %). Lokalrezidive traten bei 11,5 %

und Fernmetastasen bei nur 1,6 % der Patienten auf.

Tab. 4: klinisch-pathologische Daten der HNSCC Kohorte (TMA)

Anzahl Prozent (%)
Anzahl n=125
Alter bei Diagnose (Jahre) Mittelwert: 66.33
Geschlecht
méannlich 99 80,5
weiblich 24 19,5
ungewiss 12
Tumorlokalisation
Mundhdhle 9 8,7
Pharynx 62 59,6
Larynx 33 31,7
ungewiss 21
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Tab. 4: klinisch-pathologische Daten der HNSCC Kohorte (TMA)

Raucherhistorie

Nichtraucher 47 88,7
Raucher 6 11,3
ungewiss 72

Alkoholkonsum

nichts bis wenig 39 79,6
viel 10 20,4
ungewiss 76 76

HPV-Status/ p16

negativ 87 74,4
positiv 30 25,6
ungewiss 8

T-Stadium bei Erstdiagnose

T 23 20,4
T2 41 36,3
T3 28 24,8
T4 18 15,9
ungewiss 12

N-Stadium bei Erstdiagnose

NO 42 42,4

N1/2/3 57 61,2
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Tab. 4: klinisch-pathologische Daten der HNSCC Kohorte (TMA)

ungewiss 9

Grad

G1 5 43
G2 71 61,2
G3 40 34,5
ungewiss 9

Lokalrezidive

keine Rezidive 100 88,5
Lokalrezidiv 13 11,5
ungewiss 12

Fernmetastasen

Keine Fernmetastasen 69 97,2
Metastasen 2 1,6
ungewiss 54

Aus technischen Grinden (unterschiedliche Stanzenlange, Fragmentierung, usw.) wur-
den unterschiedlich viele Cores/Farbung ausgewertet (Tab. 5). Die Anzahl der CD8-posi-
tiven T-Zellen konnte bei 125 Patientenproben, der CD69-positiven Zellen bei 65 Patien-
ten, der CD103-positiven Lymphozyten bei 122 Patienten und der PD-1 positiven Zellen
bei 109 Patienten ausgewertet werden. Die Werte mit einem Histogramm betrachtet zei-
gen eine rechtsschiefe Verteilung.



Tab. 5: Ubersicht der Antikérper-Farbungen mit Werten
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CD8/ mm 2 CD69/mm 2 CD103/mm 2 | PD-1/mm 2
Anzahl der Falle 125 65 122 109
Mittelwert 168,37 65,41 189,69 15,00
Median 65,86 17,94 88,91 3,60
Percentile 25 21,25 5,93 30,70 1,32
Percentile 50 65,86 17,94 88,91 3,60
Percentile 75 179,4 46,55 227,69 12,09

Insgesamt besteht die untersuchte Kohorte aus 125 Patienten. Dabei wurden die Ergeb-

nisse, abhangig von den jeweiligen Immunfarbungen, weitergehend hinsichtlich unter-

schiedlicher Parameter untersucht. Dazu zahlen Geschlecht, Lokalisation des Karzinoms,

Risikofaktoren, wie z.B. Rauchen, Alkohol und HPV-Infektionen sowie das pT Stadium,

pN-Stadium, M Stadium, das Vorhandensein von lokalen Rezidiven und das Grading des

Tumors. Die Ergebnisse sind in der untenstehenden Tabelle 6 ersichtlich.

Tab. 6: Infiltrationsdichte von CD8*, CD69*, CD103"* oder PD-1* Zellen in Korrelation mit
klinisch-pathologischen Daten in einer allgemeinen HNSCC-Kohorte

CD8 p-Wert CD69 p-Wert | CD103 p-Wert PD-1 p-Wert
(cell/mm 2) (cell/mm 2) (cell/mm 2) (cell/mm 2)
n=125
Geschlecht
Mannlich 182,19 0,212M | 49,32 0,514 V| 203,32 0,577M 19,89 0,344 M
Weiblich 199,17 79,65 330,96 8,18
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Tab. 6: Infiltrationsdichte von CD8*, CD69*, CD103* oder PD-1* Zellen in Korrelation mit
klinisch-pathologischen Daten in einer allgemeinen HNSCC-Kohorte

Lokalisation

Mundhéhle 78,26 0,645@ | 29,14 0.149 @ | 123,08 0,148 @ 14,34 0,474 @
Oropharynx 262,77 80,85 285,14 22,90

Hypopharynx | 45,93 17,62 206,36 7,52

Larynx 133,20 30,12 182,57 12,93

Rauchen

Nicht- 394,37 0,604 (™ | 75,93 0.285 (" | 464,07 0,027 ™ 15,10 0,339 ™M
Raucher

Raucher 231,97 59,21 291,02 13,96

Alkohol

Kein Alkohol/ | 246,89 0,951 | 63,17 0.578 (V| 329,00 0,577 ™M 12,45 0,760
gelegentlich

Viel Alkohol 172,07 35,86 99,22 11,00

HPV Status/

p16

negative 219,10 0,140 ™ | 58,99 0,889 (V| 223,55 0,844 17,97 0,598
positive 143,42 62,35 284,62 9,05

pT-Stadium

pT1 264,50 0,637 @ | 104,23 0,935 @ | 233,27 0,385 @ 15,41 0,917 @
pT2 225,69 58,53 305,81 14,52

pT3 78,21 25,83 118,51 18,04

pT4 148,84 30,80 180,58 34,19

pN-Stadium
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Tab. 6: Infiltrationsdichte von CD8*, CD69*, CD103* oder PD-1* Zellen in Korrelation mit
klinisch-pathologischen Daten in einer allgemeinen HNSCC-Kohorte

pNO 228,83 0,062 (" | 44,31 0,521 (M | 127,03 0,026 " | 6,03 0,112 M
pN1/2/3 225,90 97,79 369,67 18,68

M-Stadium

MO Alle MO

M1

Lokalrezidiv

Nein 200,00 0,918 ™ | 61,53 0,214 (| 244,39 0,167 17,76 0,225 M
Ja 116,30 13,55 160,56 23,20

Grading

G1 20,72 0,025@ | 10,17 0,024 @ | 79,57 0,043 @ 0,00 0,238 @
G2 146,45 56,92 174,88 18,45

G3 324,85 64,39 408,07 19,97

Fernmeta-

stasen

Nein 195.76 0.955 " | 57.26 239.05 0.937 ™M 18.42 0.014 ™
Ja 99.55 no 2717 3.77

(1) Mann-Whitney test
(2) Kruskal-Wallis test
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Abb. 6: Unterschiedlich hohe Infiltrationsdichten von CD8+, CD69+, CD103+ oder PD-1+
Zellen: (a) CD8 geringe Infiltrationsdichte, (b) CD8 hohe Infiltrationsdichte, (c) CD69 nied-
rige Infiltrationsdichte, (d) CD69 hohe Infiltrationsdichte, (e) CD103 niedrige Infiltrations-
dichte, (f) CD103 hohe Infiltrationsdichte, (g) PD-1 niedrige Infiltrationsdichte, (h) PD-1
hohe Infiltrationsdichte
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3.2 Intratumorale Infiltration der CD8-positiven Lymphozyten

Es konnte kein signifikanter Unterschied bei der Infiltrationsdichte von CD8"* Zellen hin-
sichtlich der Lokalisation des Karzinoms, des Raucherstatus, des Konsums von Alkohol,
des HPV-Status, des pT-Stadiums, des pN-Stadiums, des M-Stadiums und dem Vorhan-
densein von lokalen Rezidiven beobachtet werden. Eine schlechtere Tumordifferenzie-
rung war mit einer hoheren Infiltrationsdichte an CD8* Zellen assoziiert (p-Wert = 0,025).
Patienten (n= 125) mit einer hoheren Infiltrationsdichte an CD8" Zellen zeigten ein besse-
res Gesamtuberleben (Abb. 7, Log-Rank-Test, p-Wert= 0,04).
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+
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— CD8<955
— CD8>9.55 HR = 0.37 (0.14-1), p = 0.04
| |
0 500 1000 1500
Uberleben

0.0
|

Abb. 7: Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Abhéngigkeit von der CD8-Expression in Im-
munzellen (Log-Rank-Test, p= 0,04)

3.3 Intratumorale Infiltration von CD69-positiven Immunzellen

Die Analyse der Zellinfiltrationsdichte ergab bei mannlichen Proben einen durchschnittli-
chen Wert von 49,32 Zellen/mm? und bei weiblichen Proben 79,65 Zellen/mm?. Hinsicht-

lich der Tumorlokalisation, des Rauchverhaltens, des Alkoholkonsums, des HPV-Status,
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des pT-, pN- und M-Stadiums sowie des Auftretens lokaler Rezidive konnten keine signi-
fikanten Unterschiede festgestellt werden.

Eine schlechtere Tumordifferenzierung bzw. ein hoheres Grading war mit einer erhohten
Immunzellinfiltrationsdichte von CD69* Zellen assoziiert (p-Wert= 0,024). In der monova-
riaten Uberlebensanalyse war die Infiltrationsdichte CD69* Zellen kein prognostischer
Marker (Abb. 8, Log-Rank-Test, p-Wert= 0,180).
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0.8
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|
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0.4

—— CD69 < 7.445

= CD69 > 7.445 HR = 3.81 (0.47-30.62), p = 0.18
[ | |
0 500 1000 1500

Uberleben

Abb. 8: Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Abhangigkeit von der CD69-Expression in Im-
munzellen (Log-Rank-Test p= 0,18)

3.4 Intratumorale Infiltration von CD103-positiven Immunzellen

Bei dem mannlichen Geschlecht zeigte sich hinsichtlich der Zellinfiltrationsdichte ein Wert
von 203,32 Zellen/mm?, bei den weiblichen Proben von 330,96 Zellen/mm?. Es zeigten
sich keine aussagekraftigen Zusammenhange mit der Tumorlokalisation, dem Alkohol-

konsum, dem HPV-Status, dem pT- oder M-Stadium oder dem Auftreten lokaler Rezidive.
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Nicht-Raucher zeigten eine signifikant hohere Infiltrationsdichte an CD103* Zellen als
Raucher (Nicht-Rauchern: 464,07 Zellen/mm?, Raucher: 291,02 Zellen/mm?, p-Wert be-
tragt 0,027). Patienten mit Lymphknotenmetastasen weisen zudem eine hohere Infiltrati-
onsdichte an CD103* Zellen im Primartumor auf (pNO: 127,03 Zellen/mm?, pN1/2/3:
369,67 Zellen/mm?; p-Wert von 0,026). Schlecht differenzierte Tumore (G3) gehen mit ei-
ner erhohten Immunzellinfiltrationsdichte von CD103* Zellen einher. Eine hohere Infiltrati-
onsdichte an CD103" Zellen war mit einem signifikant besseren Gesamtuberleben asso-
Ziiert (Abb. 9, Log-Rank-Test, p-Wert = 0,011).
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0 500 1000 1500

0.0
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Abb. 9: Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Abhangigkeit von der CD103-Expression in
Immunzellen (Log-Rank-Test, p= 0,011)

3.5 PD-1-Expression in intratumoralen Immunzellen

Der durchschnittliche Gesamtwert der untersuchten Proben, die gegen PD-1 gefarbt wur-
den, ergab 19,89 Zellen/mm? bei Mannern und 8,18 Zellen/mm? bei Frauen. Die Lokalisa-
tion des Karzinoms, Rauchen, der Konsum von Alkohol, der HPV-Status sowie das pT-,

pN-, M-Stadium und Grading zeigten keine signifikanten Auffalligkeiten.
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Die dargestellte Kaplan-Meier-Grafik (Abb. 10) zeigt die Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhangigkeit von der PD-1-Expression. Die Uberlebenskurve der Gruppe mit niedriger
PD-1-Expression (schwarz) verlauft leicht unterhalb der Kurve der Gruppe mit hoher PD-
1-Expression (rot). Allerdings zeigt sich keine deutliche Trennung der beiden Kurven und
die Unterschiede sind im zeitlichen Verlauf relativ gering. Der Log-Rank-Test ergibt ei-
nen p-Wert von 0,062. Der p-Wert deutet auf eine potenzielle, aber nicht eindeutig nach-
weisbare Abhangigkeit zwischen der PD-1-Expression und der Uberlebenswahrschein-
lichkeit hin.
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Abb. 10: Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Abhangigkeit von der PD-1-Expression in
Immunzellen (Log-Rank-Test, p= 0,062)
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4. Diskussion

4.1 CD8 Expression in HNSCC

CD8-positive T-Zellen kdnnen durch ihre zytotoxische Aktivitat gezielt tumorassoziierte
Antigene erkennen und eliminieren. lhre Prasenz im Tumormikromilieu gilt nicht nur als
prognostischer Marker, sondern hat auch wachsende Bedeutung fur immuntherapeuti-
sche Ansatze, insbesondere im Kontext von Checkpoint-Inhibitoren. Ziel der Arbeit war
es, die Infiltrationsdichte von CD8"-Zellen zu untersuchen und zu prufen, ob die Anzahl
der geweberesidenten T-Gedachtniszellen mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist.

In der durchgeflhrten Untersuchung zeigte sich eine mittlere CD8" Zellinfiltrationsdichte
von 168,37 Zellen/mm? in der untersuchten Patientenkohorte. Wahrend kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der CD8-Infiltration und Parametern wie Geschlecht, Tumorlo-
kalisation, Alkohol- und Nikotinkonsum, HPV-Status oder pT-/pN-Stadium festgestellt
wurde, fiel insbesondere beim Tumorgrading ein signifikanter Unterschied auf. Schlecht
differenzierte Tumoren (G3) wiesen mit 324,85 Zellen/mm? eine deutlich héhere CD8"-
Infiltration auf als gut differenzierte Tumoren (G1) mit lediglich 20,72 Zellen/mm? (p=
0,025). Dieser Befund legt nahe, dass hohergradige Tumore potenziell immunogener sind
(héhere Immunzellinfiltrationsdichte) und moglicherweise durch eine hohere Mutationslast
oder ein entzindungsforderndes Tumormikromilieu eine starkere Immunzellrekrutierung
induzieren. Diese Beobachtung wird durch weitere bereits publizierte Studien gestutzt. Es
wurde festgestellt, dass die Infiltration von CD8"* T-Zellen in verschiedenen Tumorregio-
nen, insbesondere am invasiven Rand, prognostisch relevant ist (Leddon et al., 2022).
Bezuglich der Mutationslast zeigen Daten aus der TCGA-Datenbank, dass HNSCC-Pati-
enten eine hohe Rate an somatischen Mutationen aufweisen, wobei TP53-Mutationen in
66 % der Falle auftreten. Eine hohere Mutationslast kann zu einer erhohten Neoantigen-
bildung fuhren, was wiederum die Immunogenitat des Tumors steigert und eine verstarkte
Infiltration von Immunzellen, insbesondere CD8"* T-Zellen, begunstigt (Jiang et al., 2021).
In anderen Tumorentitaten wurde ein ahnlicher Zusammenhang zwischen Tumorgrading
und CD8" T-Zell-Infiltration beobachtet. In einer Studie zu nicht-kleinzelligem Lungenkar-

zinomen (NSCLC) wurde festgestellt, dass eine hohe CD8" T-Zell-Infiltration mit einem
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verbesserten Gesamtliberleben assoziiert ist, insbesondere bei PD-L1-negativen Tumo-
ren (Schulze et al., 2020).

Anhnliche Ergebnisse konnten auch Hu und Kollegen zeigen: In ihrer retrospektiven Ana-
lyse von Patienten mit hypopharyngealem Plattenepithelkarzinom konnte gezeigt werden,
dass eine hohe CD8" TIL-Infiltration signifikant mit einem verlangerten Gesamtuberleben
(p= 0,005) und krankheitsfreien Uberleben (p= 0,015) assoziiert war. Dariiber hinaus be-
statigten sowohl uni- als auch multivariate Analysen die starke prognostische Relevanz
der CD8" TILs in dieser Entitat (Hu et al., 2020). Besonders hervorzuheben ist zudem der
Befund von Hu et al., dass die Kombination einer hohen CD8* TIL-Infiltration mit PD-L1-
Positivitat eine zusatzliche prognostische Aussagekraft besal® (OS, p= 0,025). Diese Be-
obachtung legt nahe, dass nicht nur einzelne Marker, sondern deren Zusammenspiel im
Tumormikromilieu entscheidend fiir das Uberleben der Patienten sein kdnnte. Diese Be-
obachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Lyford-Pike et al., die bei HPV-
assoziierten HNSCC eine deutlich erhdhte CD8*-Infiltration in schlecht differenzierten Tu-
moren beobachteten und diese mit einer immunogenen Tumorbiologie in Zusammenhang
brachten (Lyford-Pike et al., 2013).

AulRerdem zeigt eine Analyse von Shimizu et al. (2019), dass eine hohe Dichte von CD8"*
T-Zellen im Tumorstroma mit einem verbesserten Gesamtiberleben bei Patienten mit

oropharyngealem Plattenepithelkarzinom assoziiert ist.

Insgesamt deuten diese Befunde darauf hin, dass schlecht differenzierte HNSCC-Tumore
durch eine hohere Mutationslast und ein entzindungsforderndes Mikromilieu charakteri-
siert sind, was zu einer verstarkten Rekrutierung von CD8" T-Zellen fuhrt. Dies unter-
streicht die Bedeutung der Immunzellinfiltration als prognostischen Marker und potenziel-

len therapeutischen Angriffspunkt bei HNSCC.
4.2 CD69 Expression in HNSCC

In der vorliegenden Arbeit wurde die Infiltrationsdichte von Zellen mit dem Aktivierungs-
marker CD69 in HNSCC immunhistochemisch untersucht. Die Ergebnisse liefern wichtige
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Hinweise zur Rolle von CD69* Zellen im Tumormikromilieu, insbesondere im Zusammen-

hang mit der Tumordifferenzierung, Immunzellinfiltration und Prognose.

Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Assoziation zwischen dem Grading des Tumors
und der CD69-positiven Zellinfiltration. Wahrend gut differenzierte Tumoren (G1) eine ge-
ringe Infiltrationsdichte von durchschnittlich 10,17 Zellen/mm? aufwiesen, war diese bei
G2- und G3-Tumoren mit 56,92 bzw. 64,39 Zellen/mm? deutlich erhoht (p= 0,024). Dieses
Ergebnis spricht fur eine starkere Immunzellrekrutierung in héhergradig malignen Tumo-
ren, moglicherweise als Folge einer erhohten immunogenen Aktivitat oder Nekrose-indu-
zierter Immunstimulation in aggressiveren Tumorformen. Eine Studie von Badoual et al.
aus 2006 hat ahnliche Beobachtungen zur Assoziation zwischen CD69-positiver Immun-
zellinfiltration und einer besseren Prognose bei HNSCC gemacht. In dieser Studie analy-
sierten die Autoren die Infiltration verschiedener CD4" T-Zell-Subpopulationen, ein-
schlieBlich aktivierter CD4*CD69* T-Zellen, in Tumorgewebe von Patienten mit HNSCC.
Dabei ergab sich, dass eine hohe Infiltration von CD4*CD69* T-Zellen signifikant mit einer
besseren lokalen Tumorkontrolle (p= 0,01) und einem langeren Gesamtuberleben (p=
0,01) assoziiert war. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CD69 als Marker fur akti-
vierte T-Zellen eine prognostische Bedeutung bei HNSCC haben konnte.

Hinsichtlich des Gesamtuberlebens ergab die Kaplan-Meier-Analyse keinen signifikanten
Unterschied im Gesamtuberleben zwischen Patientengruppen mit hoher gegenuber nied-
riger CD69-Expression (Abb. 6 HR= 3,81; Log-Rank-Test p= 0,18). Eine mdgliche Ursa-
che, dass in der untersuchten Studie das Gesamtuberleben in Abhangigkeit von der
CD69" Zellinfiltration nicht signifikant ist, kann daran begriindet sein, dass in der vorlie-
genden Dissertation keine Lymphozyten-Subtypen (wie CD4*CD69* Lymphozyten) ana-

lysiert wurden, sondern lediglich die Gesamtanzahl an CD69" Immunzellen.

Die mittlere Dichte CD69-positiver Zellen lag bei 65,41 Zellen/mm? (Median= 17,94), mit
einer breiten Spannweite (P25= 5,93; P75= 46,55). Diese starke Streuung kdnnte auf He-
terogenitat im Tumormikromilieu, unterschiedliche Aktivierungszustande oder immunolo-

gische Kompartimentierung hinweisen. Die vergleichsweise geringe Nachweisbarkeit von
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CD69 im Vergleich zu CD8*- (Median= 65,86) und CD103*-Zellen (Median= 88,91) lasst

sich durch seine Funktion als kurzzeitig exprimierter Aktivierungsmarker erklaren.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Infiltrationsdichte an CD69" Zellen in
Abhangigkeit von Geschlecht, Tumorlokalisation, HPV/p16-Status, Alkohol- oder Tabak-
konsum festgestellt werden. Auch das pT- und pN-Stadium sowie das Auftreten lokaler

Rezidive hatten keinen signifikanten Einfluss.

AbschlieRend lasst sich feststellen, dass eine erhdhte CD69-Expression und damit ein-
hergehend eine erhdhte Immunzellinfiltrationsdichte in HNSCC-Tumoren mit einem
schlechteren Differenzierungsgrad korreliert. Ein Einfluss auf das Gesamtuberleben der
Patienten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Somit scheint CD69 kein verlassli-
cher prognostischer Biomarker in dieser Entitat zu sein, konnte aber als Marker flr immu-
nologische Aktivitat in schlecht differenzierten Tumoren von Interesse sein. Weitere funk-

tionelle Studien zur Rolle von CD69 im Tumormikromilieu von HNSCC sind erforderlich.

4.3 Die Rolle positiver CD103 Zellen in HNSCC

Die vorliegende Untersuchung belegt eine signifikant erhdhte CD103* Zellinfiltration bei
Patienten mit HNSCC in bestimmten klinischen Subgruppen. CD103 spielt eine zentrale
Rolle in der lokalen Immunantwort gegen solide Tumoren, indem dieser T-Zellen im
epithelialen Tumorgewebe verankert und so eine kontinuierliche Immunuberwachung er-
moglicht (Mami-Chouaib et al., 2018). Signifikante Unterschiede zeigten sich im Grading,
pN-Stadium und Rauchverhalten. G3-Tumoren wiesen mit 408,07 Zellen/mm? eine signi-
fikant hohere CD103" Zellinfiltration auf als G2- (174,88 Zellen/mm?) und G1-Tumoren
(79,57 Zellen/mm?; p= 0,043). Dies konnte auf eine reaktive Immunantwort bei aggressi-

veren Tumorformen oder ein spezifisches entzundliches Tumormikromilieu hinweisen.

Ebenfalls signifikant war der Unterschied zwischen der Zellinfiltrationsdichte bei Rauchern
und Nichtrauchern (291,02 vs. 464,07 Zellen/mm?; p= 0,027). Dies kdnnte ein Hinweis auf
eine durch Rauchen vermittelte Immunsuppression sein. Eine Studie von Ngamphaiboon
et al. (2019) untersuchte 203 HNSCC-Patienten und fand heraus, dass eine hohe Dichte

von CD8* TILs signifikant mit dem Nichtraucherstatus assoziiert war (p= 0,020). Patienten
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mit hdherer CD8" TIL-Dichte zeigten zudem eine verbesserte Gesamtlberlebensrate (p=
0,032). Auch bei HPV-positiven oropharyngealen PEC wird beschrieben, dass diese eine
hdhere Anzahl an CD103*CD8* TRM-Zellen aufweisen als HPV-negative Tumore (He-
wavisenti et al., 2020). Somit besteht ein Zusammenhang zwischen der gesteigerten Pra-
senz und einem verbesserten Gesamtuberleben sowie einem reduzierten Risiko fur loko-
regionare Rezidive. Obwohl die Studie den Raucherstatus nicht direkt analysierte, ist be-
kannt, dass HPV-negative OPSCC haufiger bei Rauchern auftreten, was auf eine magli-
che indirekte Assoziation zwischen Rauchen und einer geringeren CD103* TRM-Zellinfilt-

ration hinweist.

Nodalpositive HNSCC Primartumore wiesen zudem eine signifikant hohere Infiltrations-
dichte von CD103" Zellen (369,67 Zellen/mm?) auf als Patienten ohne Lymphknotenme-
tastasen (127,03 Zellen/mm?; p= 0,026), was moglicherweise als Folge einer gesteigerten
Immunzellrekrutierung im metastatischen Kontext zurickzufihren ist. In einer retrospek-
tiven Kohorten-Studie analysierten Smith et al. (2022) die Korrelation zwischen TIL-Sub-
typen und dem PD-L1 CPS bei persistierenden oder rezidivierenden Larynxkarzinomen
und stellten fest, dass Patienten mit pathologisch nodal-negativen Tumoren (pNO) und

hoher CD103* TIL-Dichte die glinstigsten Uberlebensraten aufwiesen.

Ali et al. (2020) fanden heraus, dass eine hohere Anzahl von CD103" tumorresidenten
CD8* T-Zellen mit einem verbesserten Uberleben bei Patienten mit oropharyngealem
PEC assoziiert ist. Ahnliche Ergebnisse wurden von Xiao et al. berichtet, die zeigten, dass
eine erhohte Dichte von CD103*CD8* TILs mit einem giinstigen Uberleben bei Patienten
mit oralen PEC assoziiert ist (Xiao et al., 2019). In der univariaten Analyse war eine hohe
Infiltrationsdichte an CD103* Zellen mit einem besseren Gesamtuberleben assoziiert (Abb.
7, Log-Rank-Test p= 0,011). Eine systematische Ubersichtsarbeit und Meta-Analyse von
Kim et al. (2019) evaluierte die prognostische Bedeutung von CD103" Immunzellen in
verschiedenen soliden Tumoren, einschliel3lich HNSCC. Die Analyse von zehn Studien
mit insgesamt 2.824 Patienten zeigte, dass eine hohe CD103" Zellinfiltration mit einem
verbesserten Gesamtiiberleben, krankheitsfreiem Uberleben und krankheitsspezifischem
Uberleben assoziiert ist. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Verwendung von CD103 als
prognostischen Biomarker.
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Diese Beobachtung wird gestitzt durch mehrere Studien, die CD103* TRM-Zellen als po-
sitiven prognostischen Marker identifiziert haben. Duhen et al. (2018) beschrieben, dass
CD103*CD8" TRM-Zellen eine hohe Tumorreaktivitat und Zytotoxizitat aufweisen und mit
verlangertem Uberleben in soliden Tumoren assoziiert sind (HR< 1). Dariiber hinaus zeig-
ten sich in HNSCC erhohte Frequenzen von CD103*CD39* CD8* TILs mit einem verbes-
serten Gesamtuberleben. Diese Zellen charakterisiert eine tumorreaktive Signatur sowie
eine effektive zytotoxische Aktivitat gegenuber autologen Tumorzellen (Duhen et al, 2018).
Auch |da et al. (2021) beschreiben einen Zusammenhang zwischen TRM-Zellen
(CD103*CD8*), einem entziindlichen Tumormikromilieu und einem verlangerten Gesamt-
uberleben von Patienten mit HNSCC. In anderen Tumorentitaten wie dem Magenkarzi-
nom wurde gezeigt, dass die Prasenz von CXCL13*CD103*CD8* TRM-Zellen in Tumor-
geweben mit einer besseren Reaktion auf Anti-PD-1-Therapie korreliert, da diese die An-
titumorimmunitat durch die Sekretion von CXCL13 und Granzyme B fordern (Hu et al.,
2024).

Die CD103*-Expression zeigt nicht nur eine Korrelation mit klinisch-pathologischen Para-
metern wie Grading und pN-Stadium, sondern erweist sich in der Uberlebensanalyse auch
als prognostischer Marker. Dies starkt die Hypothese, dass CD103* TRM-Zellen eine es-
senzielle Rolle in der Tumorabwehr bei HNSCC spielen und als potenzielle Zielstruktur

fur immunmodulatorische Therapien in Frage kommen.
4.4 PD-1 Expression auf den Immunzellen in HNSCC

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von PD-1 auf tumorinfiltrie-
rende Immunzellen bei Patienten mit HNSCC untersucht. Es konnten keine signifikanten
Assoziationen der PD-1-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern wie Tumor-
lokalisation, Tabak- oder Alkoholkonsum, HPV-Status, pT-, pN- und M-Stadium sowie
dem histologischen Grading festgestellt werden.

Bei anderen Tumorentitaten, z.B. dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen wurde in ei-
ner Studie mit 474 Patienten festgestellt, dass eine hohe PD-1-Expression (210 %) auf

TILs signifikant mit einem hoheren Tumorgrading (G3) assoziiert ist. Zudem war eine
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hohe PD-1-Expression ein unabhangiger negativer Prognosefaktor fur das 10-Jahres-
Uberleben (Hazard Ratio: 1,328; p= 0,009) (Dan et al., 2024).

In der univariaten Uberlebensanalyse war die Infiltrationsdichte der PD-1 Zellen in der
HNSCC-Kohorte kein prognostischer Marker, allerdings konnte eine Tendenz beobachtet
werden, dass eine hohere Infiltrationsdichte von PD-1 Zellen eher bei Patienten mit bes-
serem Gesamtuberleben auftritt (Hazard Ratio 0,43; Log-Rank-Test p-Wert von 0,062).
Die hier beschriebenen Ergebnisse stehen im Einklang mit mehreren Studien, die eine
positive Assoziation zwischen PD-1-Expression auf TILs und einem verbesserten Uberle-
ben bei HNSCC Patienten nahelegen. Schneider et al. (2018) untersuchten PD-1-positive
TILs in Primartumoren und Lymphknotenmetastasen und konnten eine signifikant verlan-
gerte Gesamt- und krankheitsfreie Uberlebenszeit bei hoher PD-1-Expression insbeson-
dere bei Oropharynx- und Hypopharynxkarzinomen nachweisen (jeweils p= 0,001). Auch
in der HPV-negativen Subgruppe zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (p= 0,005
bzw. p= 0,001). In der multivariaten Analyse wurde PD-1 als unabhangiger prognostischer

Marker identifiziert.

Daruber hinaus gibt es viele Untersuchungen zu dem Bindungskomplex zwischen PD-1
und PD-L1 bei HNSCC. De Vincente et al. (2019) untersuchten die PD-1 und PD-L1 Ex-
pression hinsichtlich des Gesamtuberlebens in oralen Plattenepithelkarzinomen. Eine PD-
L1-Expression in mehr als 10 % der Tumorzellen war mit einem schlechteren Uberleben
assoziiert und wurde als klinisch relevanter Schwellenwert etabliert. Diese relevante PD-
L1-Expression konnte — abhangig vom verwendeten Anti-PD-L1-Antikorper —in 10 % bis
15 % der oralen Plattenepithelkarzinomproben nachgewiesen werden und zeigte eine in-
verse Korrelation mit Tabak- und Alkoholkonsum. In Ubereinstimmung mit diesen Ergeb-
nissen ergab sich ein Zusammenhang zwischen PD-L1-Expression, Tumorrezidiven und
einer geringeren krankheitsspezifischen Uberlebensrate. In der multivariaten Analyse
wurden sowohl zervikale Lymphknotenmetastasen (Hazard Ratio 2,304; p=0,009) als
auch die Tumor-PD-L1-Expression (Hazard Ratio 2,571; p=0,01) als signifikante, unab-
hangige Prognosefaktoren fur ein ungunstiges Outcome identifiziert. Auch hinsichtlich des
Nodalstatus zeigt eine Studie, dass die PD-L1-Expression signifikant mit Lymphknoten-
metastasen korreliert. Chen et al. (2019b) berichteten Uber eine positive Korrelation zwi-
schen der PD-1-/PD-L1-Expression und dem Gesamtuberleben. In ihrer Kohorte zeigte
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sich insbesondere bei Patienten mit HPV-positiven Tumoren und hoher PD-L1-Expres-
sion ein signifikant verbessertes Uberleben (p= 0,001). Hier wurde PD-L1 in der multiva-
riaten Analyse als unabhangiger prognostischer Faktor bestatigt. Eine aktuelle Meta-Ana-
lyse von Huang et al. (2021) fasste mehrere Studien zur PD-L1-Expression unter anti-PD-
1/PD-L1-Therapie zusammen und konnte zeigen, dass Patienten mit hoher PD-L1-Ex-
pression signifikant hohere Uberlebensraten nach 6 und 12 Monaten aufwiesen (RR=
1,30; p= 0,03 bzw. RR= 1,31; p= 0,01). Zudem war die objektive Ansprechrate in dieser
Gruppe deutlich erhoht.

Auch zeigte sich bei der Untersuchung der immunhistochemisch angefarbten Patienten-
proben, dass die PD-1-Expression bei HNSCC Patienten signifikant hoher ist, wenn keine
Fernmetastasen vorliegen, im Vergleich zu Patienten mit Fernmetastasen (18,42 vs. 3,77;
p= 0,014). Dies deutet darauf hin, dass eine ausgepragte PD 1 Expression mit einer akti-
veren, tumorgerichteten Immunantwort assoziiert sein konnte, die sich hemmend auf Me-
tastasen auswirkt. Eine Untersuchung von Qiao et al. (2020) zeigt, dass die Rolle von PD-
1/PD-L1 in Bezug auf Fernmetastasen bei HNSCC komplex ist. Wahrend einige Studien
eine Assoziation mit Tumorprogression und Metastasierung zeigen, deuten andere, ins-
besondere bei HPV-positiven Tumoren, auf protektive Effekte und bessere Therapiean-
sprechen hin.

Diese Befunde legen nahe, dass eine erhohte PD-1- oder PD-L1-Expression mit einer
aktiven anti-tumoralen Immunantwort assoziiert ist. Die Expression von PD-1 kann als
Marker einer praexistenten, jedoch maoglicherweise erschopften T-Zell-Antwort interpre-
tiert werden. Dies erklart moglicherweise auch das bessere Ansprechen dieser Patienten
auf Immuncheckpoint-Inhibitoren. Insgesamt deuten die vorliegenden Ergebnisse auf eine
tendenziell bessere Prognose bei HNSCC Patienten mit erhdhter PD-1-Expression hin.
Trotz fehlender statistischer Signifikanz in der eigenen Kohorte liefern die Resultate wich-
tige Hinweise auf eine mogliche immunologische Relevanz und prasentieren konsistente
Ergebnisse mit aktuellen Studien, welche PD-1 als prognostischen und moglichen pradik-
tiven Biomarker identifizieren. Dennoch unterstreichen die Befunde die Notwendigkeit
weiterfUhrender Untersuchungen mit groReren Patientenkollektiven sowie funktionellen
Analysen, um die Rolle von PD-1 in der Tumorimmunologie bei HNSCC praziser einord-

nen zu konnen.
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5. Zusammenfassung

Tumorassoziierte Lymphozyten sind ein wichtiger Faktor im Tumormikroenvironment in
verschiedenen Tumorentitaten. In dieser Arbeit wurde die Infiltrationsdichte an CD8",
CD69*, CD103* und PD-1* Zellen in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsberei-
ches untersucht.

Nodalpositive Plattenepithelkarzinome wiesen eine signifikant hohere Infiltrationsdichte
mit CD103* Zellen auf. Die Infiltration mit CD8*, CD69* und CD103* Zellen war in hdher-
gradigen Tumoren (G3) signifikant erhoht. Nichtraucher zeigten eine signifikant hohere
CD103* Zellzahl als Raucher. Bei der PD-1-Expression wiesen Manner eine héhere Ex-
pression auf als Frauen. Signifikante Unterschiede der Infiltrationsdichte liel3en sich bei
Tumorstadium, Humanen Papillomviren oder Alkoholkonsum nicht beobachten.

Eine hohere Infiltrationsdichte mit CD8* oder CD103* Zellen war mit einem besseren Ge-
samtuberleben assoziiert, eine ahnliche Tendenz liel} sich auch fur CD69* Zellen be-
obachten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass insbesondere CD103* und
PD-1" Immunzellen potenziell prognostische Relevanz bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopf- und Halsbereiches besitzen konnten. Die erhobenen Daten legen nahe, dass die
Immunzellinfiltration in Abhangigkeit von Tumorgrad, metastasiertem Lymphknoten-Sta-
dium und Raucherstatus variiert und wichtige Ruckschlisse auf das Tumormikromilieu
und die Immunantwort erlaubt. Wahrend CD69* Zellen eher die immunologische Aktivitat
widerspiegeln, konnte PD-1 als Hinweis auf ein funktionell erschopftes, aber therapeutisch
adressierbares Immunsystem interpretiert werden. Diese Erkenntnisse betonen die Be-
deutung des Tumormikromilieus fur die Prognose und maogliche therapeutische Ansatze

bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches.
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9. Anhang

Im Anhang sind die fur QuPath verwendeten technischen Einstellungen dargestellt, die
fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen der Tissue-Microarray-Proben
relevant sind und die Transparenz sowie Nachvollziehbarkeit der Analyse gewahrleisten.
Die digitalisierten Gewebeschnitte wurden mit QuPath hinsichtlich der Farbeintensitat ein-

zelner Zellen untersucht.

Zunachst erfolgte eine Trennung der Farbungen in ihre beiden Bestandteile: Hamatoxylin,
das die Zellkerne blau einfarbt, und DAB, das braune Signale fur immunreaktive Zellen
liefert. Diese Farbentmischung ermoglicht eine klare Unterscheidung zwischen gefarbten
und ungefarbten Zellstrukturen. Im nachsten Schritt erkannte QuPath jede einzelne Zelle
automatisch und bestimmte deren Grof3e und Form. Anschlielend wurde die Intensitat
der DAB-Farbung analysiert, sodass die Zellen fur alle vier untersuchten immunhistoche-
mischen Marker objektiv in ,negativ“ oder ,positiv* klassifiziert werden konnten.

Anhang 1: CD8 immunhistochemische Farbung

setimageType('BRIGHTFIELD_H_DAB'); setColorDeconvolutionStains('{"Name":"H-DAB
default”, "Stain 1" : "Hematoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" :
"DAB", "Values 2" : "0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}'); run-
Plugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection','{"detectionlmageBright-
field":"HematoxylinOD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadiusMi-
crons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigma-
Microns":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBack-
ground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMi-
crons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasurements":true,
"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD mean","thresholdPositive1":0.2,"thresh-
oldPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Threshold":true}')
saveAnnotationMeasurements('/Users/Dahlia/Desktop/Prof. Toma/HNO Kohorte/Ko-
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horte/BTMAG5/') setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-DAB default", "Stain 1" : "He-
matoxylin”, "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" : "DAB", "Values 2" :
"0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"});

Anhang 2: CD69 immunhistochemische Farbung

setimageType('BRIGHTFIELD_H_DAB'); setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-
DAB default", "Stain 1" : "Hematoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain
2" : "DAB", "Values 2" : "0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}');
runPlugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection','{"detectionlmageBright-
field":"HematoxylinOD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadiusMi-
crons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigma-
Microns":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBack-
ground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMi-
crons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasurements":
true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD mean","thresholdPositive1":0.2,"thresh-
oldPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Threshold":true}')
saveAnnotationMeasurements('/Users/Dahlia/Desktop/Prof. Toma/HNO Kohorte/Ko-
horte/BTMAG5/') setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-DAB default", "Stain 1" : "He-
matoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" : "DAB", "Values 2" :
"0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"});

Anhang 3: CD103 immunhistochemische Farbung

setimageType('BRIGHTFIELD_H_DAB');setColorDeconvolutionStains('{"Name": "H-DAB
default", "Stain 1" : "Hematoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" :
"DAB", "Values 2" : "0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}'); run-
Plugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection','{"detectionlmageBright-
field":"HematoxylinOD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadiusMi-
crons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigma-
Microns":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBack-
ground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMi-
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crons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus:DABODmean","thresholdPositive1":0.2,
"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Thresh-
old":true}) runPlugin(‘qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection’, '{"detectionim-
ageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadius-
Microns":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigma-
Microns":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBack-
ground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMi-
crons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus:DAB oD mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"sin-
gleThreshold":true}')

runPlugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection’, {"detectionlmageBright-
field":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadiusMi-
crons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigma-
Microns":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBack-
ground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMi-
crons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"sin-
gleThreshold":true}') setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-DAB default", "Stain 1" :
"Hematoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" : "DAB", "Values 2" :
"0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}"); runPlugin(‘qupath.im-
agej.detect.cells.PositiveCellDetection’, '{"detectionlmageBrightfield":"Hematoxylin
OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadiusMicrons":8.0,"back-
groundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigmaMicrons":1.5,"minA-
reaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBackground":2.0,"water-
shedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMicrons":5.0,"includeNu-
clei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasurements":true,"thresholdCompart-
ment":"Nucleus: DAB OD mean","thresholdPositive1":0.2,"thresholdPosi-
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tive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Threshold":true}') saveAnno-
tationMeasurements(‘/Users/Dahlia/Desktop/Prof. Toma/HNO Kohorte/Ko-
horte/BTMAG5/') setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-DAB default", "Stain 1" : "He-
matoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" : "DAB", "Values 2" :
"0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}');

Anhang 4: PD-1 immunhistochemische Farbung

setimageType('BRIGHTFIELD_H_DAB'); setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-
DAB default", "Stain 1" : "Hematoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain
2" : "DAB", "Values 2" : "0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}");

runPlugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection’, {"detectionlmageBright-
field":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRadiusMi-
crons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sigma-
Microns":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"maxBack-
ground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansionMi-
crons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"sin-
gleThreshold":true}') runPlugin(‘qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection', '{"de-
tectionimageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"back-
groundRadiusMicrons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMi-
crons":0.0,"sigmaMicrons":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"thresh-
old":0.1,"maxBackground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cel-
IExpansionMicrons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"sin-
gleThreshold":true}') runPlugin(‘qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection’', '{"de-
tectionimageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"back-
groundRadiusMicrons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMi-
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crons":0.0,"sigmaMicrons":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"thresh-
old":0.1,"maxBackground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cel-
IExpansionMicrons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"sin-
gleThreshold":true}') runPlugin(‘qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection’', '{"de-
tectionimageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"back-
groundRadiusMicrons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMi-
crons":0.0,"sigmaMicrons":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"thresh-
old":0.1,"maxBackground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cel-
IExpansionMicrons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"sin-
gleThreshold":true}') runPlugin(‘qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection', '{"de-
tectionimageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"back-
groundRadiusMicrons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMi-
crons":0.0,"sigmaMicrons":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"thresh-
old":0.1,"maxBackground":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cel-
IExpansionMicrons":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Th-
reshold":true}') runPlugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection', '{"detectio-
nimageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRa-
diusMicrons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sig-
maMicrons":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"max-
Background":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansion-
Microns":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Th-
reshold":true}') runPlugin('qupath.imagej.detect.cells.PositiveCellDetection', '{"detectio-
nimageBrightfield":"Hematoxylin OD","requestedPixelSizeMicrons":0.5,"backgroundRa-
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diusMicrons":8.0,"backgroundByReconstruction":true,"medianRadiusMicrons":0.0,"sig-
maMicrons":1.5,"minAreaMicrons":10.0,"maxAreaMicrons":400.0,"threshold":0.1,"max-
Background":2.0,"watershedPostProcess":true,"excludeDAB":false,"cellExpansion-
Microns":5.0,"includeNuclei":true,"smoothBoundaries":true,"makeMeasure-
ments":true,"thresholdCompartment":"Nucleus: DAB OD  mean","thresholdPosi-
tive1":0.2,"thresholdPositive2":0.4,"thresholdPositive3":0.6000000000000001,"single Th-
reshold":true}') saveAnnotationMeasurements(‘/Users/Dahlia/Desktop/Prof. Toma/HNO
Kohorte/Kohorte/BTMAG5/') setColorDeconvolutionStains('{"Name" : "H-DAB default",
"Stain 1" : "Hematoxylin", "Values 1" : "0.65111 0.70119 0.29049", "Stain 2" : "DAB", "Va-
lues 2" : "0.26917 0.56824 0.77759", "Background" : " 255 255 255"}");
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10. Erklarung zum Eigenanteil

Die Arbeit wurde in dem Institut der Pathologie unter Betreuung von Frau Professor Toma
durchgefuhrt.

Die Konzeption der Arbeit erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Sanders als Betreuerin
und Ratgeberin in allen Fragen. Samtliche Versuche wurden nach Einarbeitung durch
Frau Dr. Sanders von mir eigenstandig und in dem Farbeprozess mit Unterstitzung durch
Frau Steiner aus dem immunhistochemischen Labor durchgefuhrt. Das zur Auswertung
verwendete Datenmaterial wurde in Zusammenarbeit mit Frau Professor Dr. Toma
zusammengestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte nach Anleitung durch mich.

Bei der Erstellung dieser Arbeit verwendete ich ChatGPT (OpenAl, 2025), um bei der
Recherche von Studien unterstutzende Hilfe zu empfangen sowie um die Sprache des
Manuskripts zu verbessern. Nach der Verwendung dieses Tools habe ich die
entsprechenden Passagen Uberpruft, bearbeitet und Ubernehme die volle Verantwortung
fur den Inhalt der verdffentlichten Dissertationsschrift. Ich  versichere, die
Dissertationsschrift selbstandig verfasst zu haben und keine weiteren als die von mir
angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.
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