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1  Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung

Orale Plattenepithelkarzinome (OSCC) gehdren zu den héufigsten Tumorentitdten weltweit. Trotz
Bemiihungen in der Forschung und der Therapie ist die Prognose weiterhin schlecht. Ein gesondertes
Interesse der Forschung liegt seit einigen Jahren auf dem besseren Verstindnis sogenannter ,,Jmmun
escape’ Mechanismen, durch die sich der Tumor einer addquaten Immunantwort entziehen kann. Ein
bekannter Mechanismus, der nicht nur von Tumorzellen verwendet wird, ist die vermehrte
Oberflachenexpression von Humanen Leukozytenantigen Klasse |, E (HLA-E), das uber die Bindung
des inhibitorischen Natural killer group 2A (NKG2A) Rezeptorkomplexes auf den Natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) deren Aktivitit hemmt. Die Hemmung dieser und weiterer
immunsupprimierender Achsen zur verbesserten Tumorkontrolle ist seit einigen Jahren Bestandteil der
Forschung. Die Wirksamkeit von Medikamenten wie dem Anti-NKG2A Antikorper Monalizumab oder
dem Programmed cell death protein (PD) Rezeptorblocker Pembrolizumab wird bereits in klinische
Studien untersucht. Obwohl diese Immuncheckpoint-Hemmer einen vielversprechenden Therapieansatz
in der Therapie von Krebserkrankungen darstellen, profitieren aktuell nur ca. 20 % der behandelten
Patienten von diesem Therapieansatz. Interessanterweise lassen sich auch geschlechterspezifische
Unterschiede in der Ansprechrate feststellen. In der vorliegenden Studie wurden insbesondere
geschlechterspezifische Unterschiede in der HLA-E Expression sowie in der SHLA-E Konzentration im
Blutserum von OSCC Patienten und einer gesunden Kontrollgruppe untersucht.

Hierfur wurde sich flir die immunhistochemische Farbung eines Gewebe-Mikroarrays mit einem HLA-
E Antikorper entschieden. Als etablierte Methode bietet sie die Mdglichkeit einer guten Beurteilbarkeit
der HLA-E Expression auf dem untersuchten Gewebe bei einem gleichzeitig geringen Materialaufwand.
Durch einen HLA-E spezifischen ELISA wurde die Konzentration des im Blutserum gelésten HLA-E

bestimmt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen konnten zeigen, dass eine hohe HLA-E Expression mit aggressiven

Tumoren assoziiert ist. Eine hohe HLA-E-Oberflachenexpression konnte aulerdem als ein



geschlechtsunabhangiger pradiktiver Marker fiir ein schlechteres OS und PFS fiir Patienten mit OSCC
bestéatigt werden. Im Gegensatz zur Oberflachen-HLA-E Expression zeigte sich bei der Betrachtung der
gelosten HLA-E Konzentration kein Zusammenhang zwischen selbiger und der Tumoraggressivitat.
Allerdings zeigte sich ein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied zwischen den sHLA-E
Konzentrationen von Ménnern und Frauen in der Tumorgruppe. Dies wurde als ein Hinweis darauf
gewertet, dass das Immunsystem von Mannern und Frauen unterschiedlich auf die Genese oraler
Plattenepithelkarzinome reagiert. Obwohl die SHLA-E Konzentration alleine nicht aussagekréftig genug
ist, um aus ihr eine geschlechterspezifische Adaptation der immuntherapeutischen Therapieregime
ableiten zu kénnen, sollte die geschlechterspezifische Betrachtung immunologischer Marker in weiteren
Studien starker fokussiert werden. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass das Immunsystem von
Maénnern und Frauen in seiner Grundaktivitat sowie in der Bekdmpfung von Pathologien Unterschiede
aufweist, missen Studien geschlechtsdifferenziert durchgefuhrt werden. Dies erscheint besonders dann
notwendig, wenn immunologische Marker untersucht werden. Ein besseres Verstdndnis einer
geschlechterspezifischen Immunitédt bildet die Grundlage, um Therapieregime geschlechtsadaptiert

gestalten und Patienten beider Geschlechter eine optimale Therapieoption bieten zu kdnnen.

1.2 The sex-specific significance of HLA-E and its soluble form for patients
with Oral Squamous Cell Carcinoma

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most common tumor entities worldwide. Despite
efforts in research and therapy, the prognosis remains poor. For some years now, research has been
particularly interested in gaining a better understanding of so-called "immune escape" mechanisms,
through which the tumor can evade an adequate immune response. One known mechanism, which is not
only used by tumor cells, is the increased surface expression of the Human leukocyte antigen class I, E
(HLA-E), which inhibits the activity of Natural Killer cells (NK cells) by binding to the inhibitory
Natural killer group 2A (NKG2A) receptor complex. The inhibition of this and other
immunosuppressive axes to improve tumor control has been part of research for several years. The
efficacy of drugs such as the anti-NKG2A antibody Monalizumab or the Programmed cell death protein
(PD) receptor blocker Pembrolizumab is already being investigated in clinical trials. Although these
immune checkpoint inhibitors represent a promising therapeutic approach in the treatment of cancer,

only around 20 % of treated patients currently benefit from this therapeutic approach. Interestingly, there



are also gender-specific differences in the response rate. In the present study, gender-specific differences
in HLA-E expression and sHLA-E concentration in the blood serum of OSCC patients and a healthy

control group were investigated.

For this purpose, immunohistochemical staining of a tissue microarray with an HLA-E antibody was
chosen. As an established method, it offers the possibility of a good assessment of the HLA-E expression
on the examined tissue with a low material expenditure at the same time. An HLA-E specific ELISA
was used to determine the concentration of HLA-E dissolved in the blood serum.

The results of the investigations showed that high HLA-E expression is associated with aggressive
tumors. High surface HLA-E expression was also confirmed as a gender-independent predictive marker
for poorer OS and PFS for patients with OSCC. In contrast to surface HLA-E expression, there was no
correlation between the dissolved HLA-E concentration and tumor aggressiveness. However, there was
a significant gender-specific difference between the sHLA-E concentrations of men and women in the
tumor group. This was interpreted as an indication that the immune systems of men and women react
differently to the genesis of oral squamous cell carcinomas. Although the sHLA-E concentration alone
is not meaningful enough to derive a gender-specific adaptation of the immunotherapeutic treatment
regimen, the gender-specific consideration of immunological markers should be given greater focus in
further studies. Particularly in view of the fact that the immune system of men and women differs in its
basic activity and in the fight against pathologies, studies must be conducted in a gender-differentiated
manner. This seems particularly necessary when immunological markers are investigated. A better
understanding of gender-specific immunity forms the basis for designing therapy regimes that are

gender-adapted and offering patients of both sexes an optimal therapy option.
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2 Einleitung

2.1 Das Plattenepithelkarzinom im Kopf-Halsbereich

Bosartige Neubildungen im Kopf-Halsbereich gehéren zu den hédufigsten Tumorentitdten weltweit. In
Deutschland wurden 2019 14.104 Neuerkrankungen und 5.367 Todesfalle durch das Zentrum fir
Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts (RKI) dokumentiert. Manner erkranken dabei mehr als
doppelt so oft wie Frauen an Tumoren des Kopf-Halsbereichs. Der bundesweite Vergleich zeigt, dass
im Saarland die Anzahl an Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner in der ménnlichen Bevolkerung
die hochste in ganz Deutschland ist (110).

Tumoren des Kopf-Halsbereichs umfassen Neubildungen der Mundhdhle, des Pharynx und das Larynx.
Bei den Frauen ist ann&hernd die Hélfte der Tumoren in der Mundhdhle oder den Lippen lokalisiert. Bei
den Ménnern entfallen ca. ein Drittel der Kopf-Halstumoren auf diese Region. 90% der Tumoren im
Kopf-Halsbereich sind Plattenepithelkarzinome, die von der Mukosa der Mundhohle ausgehen. Laut
RKI betragt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate fir Tumoren des Kopf-Halsbereichs bei den Frauen
62% und bei Mannern 52% (Tabelle 1). Ein mdglicher Grund hierfiir ist der Noxenabusus: Frauen
weisen einen geringeren Anteil an durch Nikotin- und Alkoholabusus beglnstigte Tumoren auf als
Manner, die mit einer schlechteren Uberlebensaussicht assoziiert sind. Dariiber hinaus werden bei
Frauen jeder 3. in einem friihen UICC-Stadium diagnostiziert, wahrend es bei den Mannern nur jeder 4.

Tumor ist.
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Tabelle 1: Epidemiologische Daten zu Kopf-Halstumoren fiir Deutschland (,, Krebs in Deutschland “
des Robert-Koch-Instituts)

2017 2018 2019

Frauen  Manner Frauen Manner Frauen Manner
Neuerkrankungen 4.560 9.800 4.490 9.820 4.470 9.634
Mittleres 66 63 66 64 66 64
Erkrankungsalter
Sterbefalle 1.402 3.963 1.442 3.970 1.479 3.888
Absolute  5-Jahres- | 55 (54- 46 (44- 62 % 52 %
Uberlebensrate 61) % 49) %

Zu den Hauptrisikofaktoren zur Entstehung von Kopf-Halstumoren zédhlen der Nikotin- und der
Alkoholabusus (51). Insbesondere die Kombination beider Noxen steigert das Erkrankungsrisiko
deutlich. Auch die humanpathogenen Papillomaviren (HPV), insbesondere der Hochrisikotypen 16,
beglnstigen die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Halsbereich, wobei oropharyngeal
lokalisierte Tumoren deutlich haufiger betroffen sind als Tumoren der Mundhéhle (81, 51). Dabei ist
ein  HPV-Nachweis ein prognostisch gunstiger Faktor: Patienten mit einem HPV-positiven
oropharyngealem Tumor weisen ein besseres Gesamtlberleben auf als Patienten mit einem HPV-
negativen oropharyngealen Tumor (91). Auch andere virale Infektionen stehen im Zusammenhang mit
der Entstehung von Kopf-Halstumoren: Eine Eppstein-Bar-Virus-Infektion (EBV) ist eine der
haufigsten Ursachen fur Tumoren des Nasopharynx (102).

Neben dem Noxenabusus und viralen Infektionen stellt auch das Alter einen zunehmend relevanten
Risikofaktor dar (76). Durch die demographische Entwicklung unsere Bevolkerung erkranken immer
mehr Menschen im fortgeschrittenen Alter an bosartigen Neubildungen des Kopf-Halsbereichs.
Waéhrend von den klassischen Risikofaktoren-assoziierten Tumoren vornehmlich Manner betroffen
sind, kommen altersassoziierte Tumoren vermehrt bei Frauen unabhéngig von den klassischen Noxen
vor (76).
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2.1.1 Therapie

Die Konzepte zur Therapie von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Halsbereich haben sich im letzten
Jahrhundert stetig weiterentwickelt. Wahrend in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts
Plattenepithelkarzinome vornehmlich durch eine primére Strahlentherapie behandelt wurden, flhrten
Weiterentwicklungen in der perioperativen Versorgung und die Wahrnehmung eines breiten
Nebenwirkungsspektrums der Strahlentherapie in den 1950er Jahren zu einem vermehrt primar
chirurgischen Therapieansatz. Auch heute kommt die Radiotherapie, meist als adjuvantes Konzept in
Kombination mit Chemotherapeutika, bei der Therapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-

Halsbereichs zum Einsatz (25).

Das Aufkommen der Chemotherapeutika ab den 1960er Jahren erganzten die Behandlungssaulen der
HNSCC-Therapie um einen weiteren Pfeiler. Das initial verwendete Methotrexat wurde von 5-FU
abgeldst. Ende der 1980er Jahre kamen Platin-basierte Chemotherapeutika auf, die auch heute noch u.a.
bei rezidivierenden und/oder metastasierten (R/M) HNSCC nach dem EXTREME-Regime zum Einsatz
kommen (91).

In den letzten zwei Jahrzehnten wurde das therapeutische Spektrum durch die Immuntherapeutika
erweitert: 2006 wurde Cetuximab, ein EGFR-Inhibitor, durch die FDA zugelassen. Studien belegen ein
besseres Uberleben bei einer Kombination von Platin-5-FU mit Cetuximab verglichen mit der alleinigen
Anwendung von Platin-5-FU (89). 2016 wurden die PD-1 Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab
fiir die Therapie von r/m HNSCC zugelassen (16). Auch hier weisen Studien auf ein verbessertes
Uberleben bei alleiniger Anwendung oder in Kombination mit den gingigen Chemotherapeutika
gegenuber einer alleinigen Anwendung von Chemotherapeutika hin (21). Allerdings sprechen nur 20 %
der mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) behandelten Patienten (dauerhaft) auf die Therapie an (103).
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Frauen schlechter auf die alleinige Therapie mit ICIs ansprechen
als Méanner (29, 107).
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2.1.2 Prognose

Die wichtigsten praoperativen Marker sind der Immunstatus und das Alter. Metaanalyse zeigen, dass

ein gehobenes Alter und Immunsuppression als prognostisch unguinstig betrachtet werden kdnnen.

Als bedeutender postoperativer Marker koénnen neben dem TNM-Stadium auch positive
Resektionsrander (R1 und R2) angesehen werden (67, 69) (Tabelle 2). Insbesondere eine zunehmende
Anzahl an positiven Lymphknoten (N) gilt als ein negativer prognostischer Marker. Auch eine
zunehmende TumorgrdRe (T), in die auch die Invasionstiefe eines Primarius mit einfliel3t, sowie das
Vorhandensein von Fernmetastasen (M) fithren zu einem schlechteren 5-Jahres-Uberleben (9). Eine
perineurale Infiltration und ein extrakapsuldres Wachstum vom Lyphknotenmetastasen werden
ebenfalls als prognostisch relevante negative Faktoren gewertet (42, 49, 67).

Allerdings reichen diese histopathologischen Faktoren zur genaueren interindividuellen Beurteilung des
Therapieerfolgs und der Prognose nicht aus. Es werden Biomarker benétigt, um individuelle
Therapiestrategien zu planen und Prognosen besser abschdtzen zu kénnen. Mit Ki67, einem
Proliferationsmarker, und p16, das den Zellzyklus beeinflusst, werden bereits zwei Marker regelmaRig
in der Diagnostik verwendet. Dabei ist eine hohe Ki67-Expression ist einer schlechteren Prognose
assoziiert (91). Der HPV-Status bei Patienten mit Oropharynxkarzinome ist ein weiterer Biomarker,
dessen positive Expression mit einem besseren Uberleben assoziiert ist. Ein HPV-positiver Status kann
folglich als positiver prognostischer Marker bei Oropharynxkarzinomen gewertet werden (64). Auch
eine hohe Expression des E-Cadherin-Gens ist als positiver prognostischer Marker fiir das Gesamt- und

progressionsfreie Uberleben zu werten (86).

Neben den Markern, die Aussagen Uber die Prognose zulassen, gibt es Marker, deren VVorhandensein
die Therapiestrategie beeinflussen kann: Bei der Expression von Immuncheckpoints wie PD-L1- oder
HLA-E auf r/m Plattenepithelkarzinomen kann der Einsatz von Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICIs)
wie Pembrolizumab oder Monalizumab diskutiert werden (16). Obwohl der Einsatz von ICls
vielversprechende Ergebnisse bezlglich der Uberlebensvorteile liefert, profitiert nur ein Bruchteil der
behandelten Patienten von ihrer Anwendung: Nur etwa 20 % der behandelten Patienten sprechen initial
auf die Therapie an. Zudem entwickeln Patienten auch im Therapieverlauf Spatresistenzen. Bisher gibt
es keine Biomarker, die das Ansprechen oder die Resistenzbildung zuverldssig vorhersagen kdnnen
(54).

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der in der modernen Medizin zunehmend Beruicksichtigung findet, ist
die individuelle und Geschlechter-angepasste Medizin. Viele Studien legen nah, dass das Immunsystem

von Ménnern und Frauen unterschiedlich auf extra- und intrakorporale Reize reagiert (58). Allerdings
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fehlt es auch hier an Biomarkern, die eine Aussage Uber geschlechtsspezifische Unterschiede in der

Ansprache auf ein angewandtes Therapiekonzept zulassen.
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Tabelle 2: Mogliche Biomarker zur Beurteilung der Prognose bei HNSCC-Patienten (46, 99)

Klassifikation Biomarker Funktion
Zellzyklus P53 Tumorsuppressor, Kontrolliert
Zellzyklus, Einleitung
Apoptose
Rb Tumorsuppression, Kontrolliert
Ubergang G1- zu S-Phase
P16 (36) Verhindert Ubergang in S-
Phase
Wachstum Ki67 Zellkernprotein, Lagert sich
wahrend der G1-, S-, G2 und M-
Phase an Chromosomen
Signaltransduktion VEGF Angiogenese,
Lymphangiogenese
Zelladhasion E-Cadherin Transmembranes Glykoprotein,
Zell-Zell-Adhésion
Immunflucht PD-1/PD-L1 Transmembranprotein,
Hemmung der T-Zellen
HLA-E Oberflachenprotein, Interaktion
mit  CD94/NKG2A-Rezeptor
der NK-Zellen
Viren HPV 16 Verstarkt ~ Expression  von
Onkogenen und inaktiviert
Tumorsuppressorgene
Invasion/Metastasierung Cortactin Intrazelluléares Protein,

vermittelt/stabilisiert  Bildung
von Lamellipodia und

Zellmigration

Anmerkung: Die Liste umfasst einige Beispiele fur mdgliche Biomarker unterschiedlicher

Klassifikationen. Es besteht kein Anspruch auf Vollstandigkeit.
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2.2 Humane Leukozytenantigene

Die humanen Leukozytenantigene (HLA) sind membranstandige Glykoproteine, denen eine bedeutende
Rolle bei der Erkennung korpereigener und —fremder Strukturen durch das Immunsystem zukommt.
Dabei binden die HLA-Molekiile intrazelluldr gespaltene Peptide und présentieren sie an der
Zelloberflache verschiedener Immunzellen. Diese konnen bei kdrperfremden oder pathologisch

verénderten Peptiden eine Immunreaktion auslésen (24).

Die HLA-Molekile lassen sich anhand ihrer Struktur, Funktion und Expression in HLA-Molekile der
Klasse I und Molekule der Klasse Il unterscheiden. HLA-KIlasse-11-Molekdle bestehen aus einer leichten
B- und einer schweren a-Kette. Beide Ketten sind, im Gegensatz zu HLA-Klasse-I-Molekdlen, in der
Zellmembran verankert. HLA-1I-Molekile werden auf antigenprésentierenden Zellen (AP-Zellen) wie
Makrophagen und dendritischen Zellen sowie auf B-Zellen exprimiert. Sie werden im glatten
endoplasmatischen Retikulum mit zuvor lysosomal gespalteten Peptiden, die von den AP-Zellen
phagozytiert wurden, beladen und an der Zelloberflaiche zusammen mit einem CD-4 Rezeptor
prasentiert. Dort interagieren sie mit den CD4" T-Lymphozyten, die durch Aktivierung der B-

Lymphozyten eine humorale Immunantwort ausldsen kénnen.

HLA-Klasse-1-Molekiile lassen sich unterscheiden in klassische (HLA-A, -B und -C) und nicht-
klassische (HLA-E, -F, -G und -H) HLA-I- Molekiile. Wahrend die klassischen HLA-Molekdile einen
hohen Polymorphismus aufweisen, sind die nicht-klassischen HLA-Molekiile eher monomorph
aufgebaut. HLA-1-Molekdile sind ubiquitér auf zellkernhaltigen Zellen exprimiert. Sie bestehen aus einer
schweren o-Kette, tiber die sie in der Zellmembran verankert sind. Die o- Kette besteht aus 3 Doméanen
(al, 02 und a3), an die p2-Mikroglobulin als 4. Doméne angelagert ist (Abbildung 1). Im Gegensatz zu
den HLA-II-Molekilen, die auch korperfremde Peptide binden, préasentieren HLA-I-Molekiile
zelleigene, 8-10 Aminosduren lange Peptide auf der al und 02 Domiéne, die zuvor in Proteasomen
prozessiert und im ER an HLA-I-Molekile gebunden wurden. An der Zelloberflache werden diese
HLA-I-gebundenen Peptide CD8* T-Lymphozyten prasentiert, die eine Immunantwort ausldsen

kénnen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines nicht-klassischen HLA-Klasse-1-Molekils. Nicht
klassische HLA-I-Molekiile besitzen eine Transmembrandomane, (ber die sie in der Zellmembran
verankert sind. Die a-Kette besteht aus 3 Doménen, al, a2 und a3. An die a-Domdne ist B2-
Mikroglobulin angelagert. Die al1- und a2-Doménen bilden die Peptid-Bindestelle.
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2.3 HLA-E

Das humane Leukozytenantigen E (HLA-E) gehdrt zu den nicht-klassischen HLA-Molekiilen. Es wird
physiologischerweise in vielen unterschiedlichen Geweben exprimiert (17). 10 Allelen auf dem langen
Arm des Chromosom 6 kodieren fur das HLA-E-Molekil (33). Der Aufbau ist identisch zu dem der
anderen HLA-1-Molekdlen. Verglichen mit den klassischen HLA-Molekilen weist HLA-E als nicht-
klassisches HLA-I-Molekiil einen geringeren Polymorphismus auf (79). Wéhrend die klassischen HLA-
I-Molekule zelleigene Peptide prasentieren, Ubernimmt HLA-E die Présentation prozessierter
Bestandteile der klassischen HLA-I-Molekile (41). HLA-E interagiert zudem nicht nur iber den T-Zell-
Rezeptor mit den CD8* T-Zellen, sondern auch tber die CD94/NKG2-Rezeptoren mit den NK-Zellen.
Somit bildet HLA-E eine Verbindung zwischen der erworbenen und angeborenen Immunantwort (84)
(Abbildung 2).

2.3.1 Funktion von HLA-E in Tumoren

Die Tumorentstehung und —progression ist durch eine verdnderte Wirt-Tumor-Interaktion
ausgezeichnet. Wéhrend in einem funktionierenden System pathologisch verénderte Zellen durch
Immunzellen beseitigt werden, kann dieser Vorgang von Tumorzellen vermieden werden. Durch
verschiedene ,,Immune escape* Mechanismen entziehen sich die Tumorzellen einer Elimination durch

das Immunsystem.

Ein bekannter Mechanismus von Tumorzellen, um der Immunantwort zu entkommen, ist eine
veranderte Expression immunmodulativer Molekile auf der Zelloberflache (92). Dazu gehoren
Vertreter des HLA-I-Systems, die exprimierte Peptide die Immunantwort beeinflussen kénnen. Um eine
Aktivierung der CD8+ T-Zellen zu vermeiden, wird die Expression der klassischen HLA-I-Molekiile
auf der Zelloberflache herunterreguliert. Eine veranderte HLA-I-Expression fuhrt jedoch zu einer
Aktivierung der NK-Zellen gegen die Tumorzellen (65). Allerdings werden nicht alle HLA-I-Molekiile
vermindert exprimiert: Das nicht- klassische HLA-I, E wird in vielen Tumorentitdten, u.a. im nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinom, kolorektalen Karzinom und auf Kopf- Halstumoren, hochreguliert (98).
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Durch die Uberexpression von HLA-E wird die Aktivitit der Immunzellen zugunsten der Tumorzellen

gehemmt. Die Tumorzelle entziehen sich auf diese Weise der Zerstdrung durch das Immunsystem.

2.3.2 HLA-E - T-Zell-Interaktion

Die Interaktion zwischen den klassischen HLA-I Molekulen auf der Zelloberflache und dem TCR auf
den CD8*T-Zellen ist bekannt und gut untersucht. Allerdings kann auch HLA-E als nicht-klassisches
MHC-1b-Molekil mit dem TCR interagieren.

Bevor eine naive T-Zelle, d.h. eine T-Zelle, die noch keinen Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen
hatte, ihre Zielzelle zerstéren kann, muss sie aktiviert werden. Die naive T-zelle zirkuliert so lange durch
das Blut und die lymphatischen Organe, bis sie von einer AP-Zelle ihr spezifisches Antigen prasentiert
bekommt (4). Es kommt zur klonalen Expansion und Differenzierung, bei der T-Effektor und —
Gedachtniszellen mit identischer Spezifitat entstehen. Die CD8* T-Effektorzellen werden auch als
zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Nach der klonalen Expansion gelangen die T-Zellen wieder in den
Blutkreislauf (78). CD8*-T-Effektorzellen sind in der Lage, alle Effektormolekile (z.B. Perforin) zu
synthetisieren, die sie fur die Abtétung ihrer Zielzelle bendtigen. Zudem ist fir ihre Aktivierung keine
Co-Stimulation erforderlich (78). Bindet die zytotoxische T-Zelle nun Gber den T-Zell-Rezeptor (TCR)
ihr spezifisches, von einem HLA-I-Molekul présentiertes Antigen, wird sie aktiviert und leitet die
Apoptose, den programmierten Zelltod, der Zielzelle ein. Es sind ein extrinsischer und ein intrinsischer
Apoptoseweg bekannt. Der extrinsische Apoptoseweg bezeichnet die Einleitung der Apoptose durch
extrazellular bindende Liganden. Der intrinsische Weg ist eine Reaktion auf schadigende Reize wie
Chemotherapeutika. Es kommt zu einer Freisetzung von Perforin, Granzymen und Granulysin aus den
Granula der T-Zelle. Perforin bildet Poren in der Membran der Tumorzelle. Dies flihrt zu einer ersten
Schédigung der Zelle und ermdglicht das Eindringen der Granzyme in das Cytoplasma der Tumorzelle.
Granzym A l6st die Apoptose durch Schadigung der Mitrochondrien aus. Granzym B aktiviert die
Caspase 3 und somit die Caspasekaskade, an deren Ende die DNA fragmentiert wird. Uber Granzym B
kann auch der intrinsische Apoptoseweg aktiviert werden. Die Zellreste werden anschlielend von

Phagozyten aufgenommen und vollstdndig abgebaut (4, 78).
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2.3.3 HLA-E — NK-Zell-Interaktion

Viele Funktionen der NK-Zellen in der anti-tumor Antwort &hneln denen der CD8*-T-Zellen. Wie auch
die T-Zellen kénnen NK-Zellen Uber die Aktivierung von Todesrezeptoren auf der Zielzelle die
Apoptose auslosen. Dabei kommt es zur Freisetzung von Perforin und Granzym B aus den Granula der
NK-Zellen, durch die die Apoptose der Zielzelle eingeleitet wird. Zudem sezernieren sie
entzundungsfordernde Zytokine (u.a. IFN y und TNF a), die Makrophagen, dendritische Zellen und T-

Zellen aktivieren und somit die Immunantwort verstarken (1).

NK-Zellen haben keine klonal geformten Rezeptoren, die ein spezifisches Antigen erkennen. Im
Gegensatz  zu T-Zellen wird die Aktivitdit wvon NK-Zellen wvon keimbahnkodierten
Oberflachenrezeptoren gesteuert. Aus der Summe der Stimulation oder der Hemmung dieser Rezeptoren
resultiert die Aktivitat der NK-Zelle (83). Zu diesen Oberflachenmolekiilen gehtéren neben dem
hemmenden Killerzell-Immunglobulin dhnlichen Rezeptors (KIR) auch die CD94/NKG2-Rezeptoren,
die durch die Interaktion von HLA-E auf der Zielzelle aktiviert werden. Der CD94/NKG2-
Rezeptorkomplex lasst sich unterscheiden in hemmende (NKG2A, -B) und aktivierende (NKG2C und
-D) Rezeptorkomplexe (34). Aus der hohen Bindungsaffinitat zwischen HLA-E und dem hemmenden
Rezeptorkomplex CD94/NKG2A (20) resultiert eine Hemmung der NK-Zell-Aktivitat. Die Apoptose

der Zielzelle wird verhindert.
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Abbildung 2: Interaktion von HLA-E mit NK- und T-Zellen. Schematische Ubersicht Gber die
Interaktion zwischen HLA-E auf der Tumorzelloberflache und den CD94/NKG2-Rezeptoren auf der
Oberflache der NK-Zellen. Die Bindung von HLA-E mit dem CD94/NKG2C-Rezeptor fihrt zu einer
Aktivierung der NK-Zelle und somit zur Einleitung der Lyse der Tumorzelle. Allerdings bindet HLA-E
mit einer wesentlich hoheren Affinitat an den CD94/NKG2A-Rezeptor, der eine Aktivierung der NK-

Zelle inhibiert. Auf diese Weise entzieht sich die Tumorzelle der durch die NK-eingeleitete Lyse. HLA-
E interagiert auch mit einer Subpopulation der T-Zellen, den CD8" T-Zellen. Uber den T-Zell-Rezeptor
kénnen sie von HLA-E préasentierte Peptide erkennen, was in einer Aktivierung und Expansion der CD8"
T-Zellen resultiert.
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2.4  Losliche HLA-Molekule

HLA-Molekille kommen nicht nur membranstandig vor. Sie lassen sich auch in verschiedenen
Korperflussigkeiten, z.B. dem Blutplasma und —serum, nachweisen und werden als geltstestes HLA
(,,soluble HLA*) bezeichnet (28). Soluble HLA (sHLA) kann durch verschiedene Vorgange gebildet
werden. Die daraus resultierenden Molekile unterscheiden sich in ihrem Molekulargewicht: Die
schwerste Molekdiilform (44 Kilodalton (kD)) stellt ein HLA-Molekdl in voller Ausstattung dar, wie es
auch auf der Zelloberflache vorkommt. Es wird angenommen, dass sie durch Exozytose ins Blut
gelangen. Die intermedidre Form weist ein Molekulargewicht von 40-41 kD auf. Sie entsteht durch
alternatives Splicen. lhr fehlt der auf dem 5. Exon kodierte transmembrane hydrophile Anker. Die
leichteste Form mit 37-39 kD kommt durch proteolytische Spaltvorgange an der Zelloberflache
zustande. Dabei wird die membrangebundene schwere Kette des HLA-Molekils durch
Metalloproteasen gespalten (11, 56). In Melanomzelllinien konnte anhand des Molekulargewichts

gezeigt werden, dass das geloste HLA-E vor allem durch proteolytische Spaltvorgénge entsteht (30).

Die Konzentration von sHLA-I Molekiilen ist bei unterschiedlichen Erkrankungen, auch bei Krebs,
verandert (5, 32, 93). Uber den prognostischen Wert einer erhohten sHLA-Konzentration im Blut
krebskranker Probanden l&sst die aktuelle Studienlage keine eindeutige Aussage zu. Allerdings bringen
mehrere Studien eine erhdhte sHLA-Konzentration mit einer héheren Tumoraggressivitat und einem
schlechteren Outcome in Zusammenhang (2, 5, 56, 57, 85).

2.4.1 Funktion von sHLA und sHLA-E

Die Funktion von geldsten HLA-Molekiilen ist noch nicht abschlieBend geklart. Allerdings kénnen
geloste HLA-Molekiile dieselben Rezeptoren binden wie ihre membranstandigen Aquivalente. Sie
scheinen daher eine immunmodulierende Wirkung zu haben (104). In vitro fiihren sHLA-I-Molekile zu
zu einer Hemmung der CD8" T-Zell- und NK-Zell-Funktion. Zudem scheint SHLA-I in diesen Zelltypen
die Apoptose ausldsen zu kénnen (11, 23). Wie auch die anderen sHLA-I-Molekiile zeigt SHLA-E eine
immunmodulatorische Funktion: SHLA-E begiinstigt die ,,Jmmune evasion® pathologisch verdnderter

oder viral infizierter Zellen (96), wodurch ein tumorbegunstigendes Milieu entsteht. Allerdings kann
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sHLA-E, im Gegensatz zu seiner membrangebundenen Variante, auch tumorferne Immunzellfunktionen

hemmen und somit einen schiitzenden Effekt vor der Lyse durch NK-Zellen bewirken (28).

2.4.2 Regulation von sHLA-E

Soluble HLA-E kann von Tumorzellen, vornehmlich durch proteolytische Spaltvorgdnge auf der
Zelloberflache, freigesetzt werden. Diverse Studien berichten tiber eine erhthte SHLA-E Konzentration
im Blut von Tumorpatienten verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe (7, 73, 75). Allerdings haben
auch andere Zelltypen Einfluss auf die sHLA-E Konzentration im Blut: sHLA-E wird auch von

aktivierten endothelialen Zellen (28) und Makrophagen (22) freigesetzt.

Wie die Funktion ist auch die Regulation von sHLA-E nicht vollstandig geklart. Obwohl ein positiver
Zusammenhang zwischen der membranstandigen HLA-Expression und der Serumkonzentration des
korrelierenden sHLA-Molekils erwartet werden konnte, ist dies nicht zwingend der Fall (56).

Ein wichtiger Regulator der SHLA-E Freisetzung und der Expression ist IFN y. IFN vy fiihrt zu einer
erhohten Oberflachenexpression und proteolytische Freisetzung von HLA-E (7, 56). Neben IFN v soll
auch TNFa die Freisetzung von sHLA-E erhohen. Neben diesen Zytokinen werden auch die an der
proteolytischen Spaltung von membranstandigem HLA beteiligten MMPs als mégliche Regulatoren der
SHLA- Konzentration in Betracht gezogen (90). Die Expression und Aktivitdt von MMPs wiederum

wird von vielen weiteren Faktoren, wie etwa den Geschlechtshormonen, beeinflusst (15, 80, 87).
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2.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Immunantwort

25.1 Ablauf Immunantwort

Das tibergeordnete Ziel des Immunsystems ist die Erkennung von Eigen und Fremd und die Elimination
von Pathologien. Es lasst sich unterteilen in eine angeborenes und eine erworbenes Immunsystem, die
allerdings eng zusammenarbeiten. Beide Immunantworten lassen sich weiter unterteilen in einen
zellularen und humoralen Abwehrmechanismus.

Das angeborene Immunsystem ist von Geburt an vorhanden und benétigt keine Pragung auf spezifische
Antigene, sondern wird direkt bei Kontakt mit einem Pathogen aktiviert. Dabei reagiert es auf alle
Pathogene gleich, weshalb es auch als ,,unspezifisches Immunsystem* bezeichnet wird (100). Zum
zellulére Bestandteil des angeborenen Immunsystems werden die NK-Zellen gezahlt. Sie kénnen bei
fehlender oder veranderter MHC-1-Expression auf einer Zelle die Apoptose der betroffenen Zelle
einleiten (13). Zu den humoralen Mechanismen der angeborenen Immunantwort gehort das
Komplementsystem, das zum einen Pathogene opsonieren und somit ihre Phagozytose erleichtern und
zum anderen die Lyse von Pathogenen einleiten kann (95). Auch proinflammatorische Zytokine wie
IFN a, IFN B, INF y und TNF a und Interleukine gehdren zum humoralen Teil des angeborenen

Immunsystems.

Im Gegensatz zur angeborenen Immunantwort missen fur das Ausldsen der erworbene Immunantwort
antigenspezifische Zellen aktiviert werden. Die Antigene werden den Immunzellen tber spezifische
Rezeptoren prasentiert. Die erworbene Immunantwort lauft daher zwar langsamer als die angeborene
Immunantwort ab, ist allerdings effektiver. Bei erneuter Présentation eines bekannten Antigens lauft die
Immunantwort schneller ab (100). Zu den zelluldren Bestandteilen des erworbenen Immunsystems
zéhlen die T- und die B-Zellen. Die T-Zellen werden unterteilt in CD4*- und CD8*-T-Zellen. Die CD8"-
T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen, werden durch Antigene, die von MHC-I-Molekiilen préasentiert
werden, aktiviert und bewirken eine direkte Lyse der Zelle, indem sie die Apoptose einleiten. Die CD4*-
T-Zellen, auch als T-Helferzellen bezeichnet, aktivieren weitere Immunzellen und Makrophagen, um
die Immunantwort zu verstdrken (100). B-Zellen werden von den T-Helferzellen aktiviert und
produzieren nach der Aktivierung Antikérper, die speziell gegen den Erreger gerichtet sind, der die
Immunreaktion ausgeldst hat (100). Die von den B-Zellen produzierten Antikorper werden auch als
humoraler Teil des erworbenen Immunsystems verstanden. Antikorper kdnnen zum einen Pathogene
bekampfen, indem sie diese binden. Zum anderen sind sie in der Lage weitere Immunzellen zu aktivieren

und somit die Immunantwort zu verstérken (100).
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2.5.2 Geschlechterspezifische Unterschiede in der angeborenen und erworbenen

Immunantwort

Die immunologische Reaktion von Frauen und Mannern weist Unterschiede bei der Erkennung von
korpereigenen und —fremden Antigenen auf. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass es
geschlechterspezifische Unterschiede sowohl in der angeborenen als auch in der erworbenen
Immunantwort gibt (58, 62). Nicht nur bei Menschen, sondern auch bei anderen Vertebraten, Végeln
und Insekten scheint das weibliche Immunsystem eine stérkere Aktivitat aufweist als das mannliche
Immunsystem (59). Bei genauerer Betrachtung der zellularen Ebene lassen sich Unterschiede sowohl in

der angeborenen als auch in der erworbenen Immunantwort zwischen Ménnern und Frauen finden.

Sowohl die Anzahl als auch die Aktivierung einiger Komponenten des angeborene Immunsystem
unterscheiden sich zwischen Mé&nnern und Frauen. Mé&nner weisen eine hdohere Anzahl an NK-Zellen
auf. Allerdings ist, unter anderem, die phagozytotische Kapazitat sowohl der Makrophagen als auch der
neutrophilen Granulozyten bei Frauen hoher. Auch die Aktivierung der Makrophagen und die IL-10
Produktion durch die Makrophagen ist bei Frauen stérker nachweisbar als bei Mannern. Daneben sind
die Antigen-prasentierenden Zellen der Frauen effektiver als die der Méanner (58).

Auch das erworbenes Immunsystem weist Unterschiede zwischen den Geschlechtern auf: Die CD4+-T-
Zell-Anzahl ist bei Frauen hoher als bei Ménnern, dafiir weisen Ménner eine hohere CD8+--T-Zell-
Anzahl auf als Frauen. Daraus resultiert, dass das CD4+/CD8+-Verhéltnis bei Frauen hoher ist als bei
Ménnern. Die T-Zell Proliferation sowie ihre zytotoxische Aktivitat ist bei Frauen starker ausgeprégt
als bei Ménnern. Auch die B-Zell Anzahl sowie die Antikdrperproduktion ist bei Frauen groRer als bei
Mannern (58).

Ursachlich fiir diese Unterschiede sind unter anderem die Geschlechtschromosomen. Sowohl auf dem
X-Chromosom als auch auf dem Y-Chromosom sind Gene vorhanden, die die Funktion und die Aktivitat
des Immunsystems beeinflussen (z.B. TLR7 auf dem X-Chromosom) (58). Auch den MikroRNAs, die
auch von Geschlechtshormonen reguliert werden, wird eine Funktion bei Geschlechterunterschieden in
der Immunantwort zugesprochen. Geschlechtshormone beeinflussen nicht nur die MikroRNA, sondern
weitere Faktoren, die Einfluss auf die Aktivitéit der angeborenen und erworbenen Immunantwort haben
(44, 50, 58). Beispielsweise erhoht Ostrogen die CD8+-T-Zell Antwort, wahrend sie von Progesteron
vermindert wird. Androgene vermindern die Anzahl und die Aktivitat der CD8+-T-Zellen (58).

Die Geschlechtsunterschiede in der Immunantwort sind allerdings dynamisch. Sie &ndern sich im Laufe

des Lebens in Abh&ngigkeit vom Alter und vom Reproduktionsstatus (58).
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2.5.3 Unterschiede in der Wirksamkeit von ICBs zwischen Mannern und Frauen

Immuncheckpoint Inhibitoren (I1CI) stellen seit einigen Jahren eine neue Option im Kampf gegen Krebs
dar. Neben dem seit wenigen Jahren fiir metastasierende und/oder rezidivierende
Plattenepthelkarzinome zugelassenen PD-L1 Hemmer Pembrolizumab (77), soll der anti-NKG2A-
Antikorper Monalizumab, der sich aktuell noch in klinischen Studien befindet, eine weitere
Behandlungsoption bieten. Allerdings spricht nur ein kleiner Teil der mit ICBs behandelten Patienten
(dauerhaft) auf die Therapie an (101). Zudem geben geschlechterspezifische Unterschiede, sowohl in
der angeborenen als auch in der erworbenen Immunantwort, Hinweise darauf, dass auch die Wirkung

von Immuncheckpoint Inhibitoren (ICI) bei Mannern und Frauen unterschiedlich sein konnte.

Einige Studien deuten darauf hin, dass die Vorteile der ICIs hinsichtlich des Gesamtiberlebens
geschlechtsabhéngig sind (19, 26). So scheinen Ménner mehr von der alleinigen Therapie mit ICls zu
profitieren als Frauen. Frauen wiederum scheinen besser auf eine Kombination aus ICI und
Chemotherapeutika anzusprechen als Manner (107). In der Keynote-Studie konnte gezeigt werden, dass
Maénner mit fortgeschrittenem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) ein besseres OS und PFS
unter der Therapie mit dem PD-L1 Hemmer Pembrolizumab verglichen mit Chemotherapeutikum

Doxetaxel aufweisen als Frauen (47).

Allerdings gibt es auch Untersuchungen, die zwar auf ein verbessertes Uberleben bei ICI Therapie
hinweisen, aber keine geschlechterspezifischen Vorteile einer solchen Therapie feststellen konnten
(106). Als urséachlich fur die Diskrepanz dieser Ergebnisse werden die untersuchten Patientengruppen
angesehen, wobei der Anteil der mannlichen Patienten deutlich Uber dem Anteil der weiblichen
Patienten lag (106).
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2.6 Zielsetzung

Der prognostische Wert von HLA-E soll in einer OSCC Kohorte anhand einer immunhistologischen
Farbung eines Gewebe Mikroarrays (TMA) retrospektiv untersucht und mit verschiedenen Klinisch-
pathologischen Parametern korreliert werden.

In einer weiteren Kohorte soll die SHLA-E Konzentration im Blutserum von OSCC-Patienten und einer
gesunden Kontrollgruppe mittels ELISA untersucht und anschlieBend mit den klinisch pathologischen

Parametern, insbesondere dem Geschlecht, korreliert werden.

Ziel ist eine geschlechtsdifferenzierte Untersuchung der HLA-E Oberflachenexpression und seine
Bedeutung als prognostischer und therapieorientierter Marker. Da es fir OSCC keinen prognostischen
geschlechtsspezifischen Marker gibt, der auch im Blut nachweisbar ist, soll die SHLA-E Konzentration
im Serum untersucht und vor diesem Kontext diskutiert werden. Folgende Untersuchungen sollen die

Grundlage fiir die Diskussion liefern:

1. Immunhistochemischer Nachweis von HLA-E auf dem Gewebe Mikroarray und Untersuchung
eines Zusammenhangs mit den klinisch-pathologischen Parametern.

2. Retrospektive statistische Analyse des Einflusses von HLA-E auf das Uberleben von Patienten
mit oralem Plattenepithelkarzinom.

3. Untersuchung der sHLA-E Konzentration im Serum einer Kohorte aus OSCC-Patienten und
einer gesunden Kontrollgruppe durch einen ELISA. AnschlieBend soll eine Korrelation
zwischen der sHLA-E Konzentration und den Kklinisch-pathologischen Parametern,

inshesondere dem Geschlecht, erfolgen.
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3 Patienten und Methodik

3.1 Ethikantrage

3.1.1 Ethikantrag Gewebe-Mikroarray

Das Studiendesign, die Methodik und die Verwendung des zur Verfligung gestellten Probemateriales
wurden durch das Ethikvotum der medizinischen Fakultdt der Universitit Heidelberg
(Ethikantragsnummer 193/2003) genehmigt. Zur Herstellung des Gewebe-Mikroarrays (Tissue
Microarray (TMA)) wurde Gewebematerial aus der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie der Universitat
Heidelberg verwendet. Alle Teilnehmer wurden (ber das Vorgehen aufgeklart und haben ihre
Teilnahme schriftlich bestatigt.

3.1.2 Ethikantrag Enzyme linked Immunosorbent Assay

Die Studie und die Verwendung des Probandenmaterials wurden durch die Ethikkommission der
medizinischen Fakultat der Universitét des Saarlandes unter der Antragsnummer 37/20 genehmigt. Alle
Studienteilnehmer wurden (iber das VVorgehen aufgeklart und bestétigten ihre Teilnahme schriftlich. Die
Blutproben wurden von der Klinik fiir Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie der Universitét des Saarlandes

zur Verfugung gestellt.
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3.2  Versuchsaufbau

3.2.1 Aufbau und Analyse eines Gewebe-Mikroarrays

Zunéchst wurden die klinischen Daten der Probanden recherchiert, um sie in die statistische Analyse
aufnehmen zu konnen. Von besonderem Interesse hierbei waren die TNM-Klassifikation, das UICC-
Stadium, das progressionsfreie Uberleben, ein eventuelles Sterbedatum, das Geschlecht und das Alter.
Patienten, zu denen keine klinischen Daten vorhanden waren, wurden nicht in die Studie aufgenommen.
AnschlieBend wurden die TMAs mit einem Antikorper gegen HLA-E (Abcam, [MEM-E/02] (ab2216))
immunhistochemisch gefarbt. Nach Auswertung der Farbung konnten durch statische Analysemethoden
Zusammenhénge zwischen den klinischen Parameter und den Ergebnissen der Farbung untersucht

werden.

3.2.2 Vorgehen und Analyse eines Enzyme linked Immunosorbent Assay

Fir das ELISA-Kollektiv wurden die klinischen Daten der Patienten und der gesunden Kontrollgruppe
recherchiert. In der Patientengruppe wurden die klinischen Angaben zum Geschlecht, Alter, zum UICC-
Stadium und zur TNM-Klassifikation herausgesucht. In der gesunden Kontrollgruppe wurden das Alter,
das Geschlecht und die Vorerkrankungen dokumentiert. Fur die Durchfihrung des ELISAs wurde das
Blutserum der Probanden verwendet. Dabei wurden die Seren entsprechend der Herstelleranweisungen
in die Kavitaten einer mit einem Antikdrper gegen HLA-E beschichteten 96-Well-Platte (HLA-E ELISA
Kit (Catalog No. ABIN6956585), antibodies-online GmbH, Limerick, PA, United States) pipettiert. Die
unterschiedlichen Farbumschlége in den einzelnen Kavitaten konnten nach Beendigung des Versuchs
kolorimetrisch quantifiziert werden. Nach Ermittlung der sHLA-E Konzentration mittels linearer

Interpolation wurden die Ergebnisse mit den klinischen Daten korreliert.
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3.3 Gewebe-Mikroarray

3.3.1 Methode

Bei einem Gewebe-Mikroarray werden gewebehaltige Stanzen, sogenannte Cores, aus
formaldehydfixierten und paraffinierten Spenderblock in einen leeren Paraffinblock, den
Akzeptorblock, transferiert. Bei der Anordnung der Cores wird auf ein rotationsinvariantes Layout
geachtet, damit eine eindeutige Zuordnung der Cores zum Spenderblock und somit zum Patienten
mdoglich ist. Mit einer immunhistochemische Farbung der Schnitte des Akzeptorblockes mit
spezifischen Antikdrpern kénnen die entsprechenden Oberflachenproteine auf den einzelnen Cores

dargestellt werden.

Ein Vorteil dieser Technik ist seine platz- und gewebesparende Eigenschaft. Abhéngig vom gewahlten
Durchmesser der Cores und der GroRe des Akzeptorblockes lassen sich mehrere Hundert Cores auf
einem TMA-Block platzieren. Somit ist die Schédigung des Spenderblocks geringfugig. In einem TMA-
Block und den zugehdrigen Schnitten kann Material von vielen Patienten gesammelt und zeitgleich
untersucht werden. Eine Férbung der Schnitte ist kostengiinstig und zeitsparend verglichen mit dem
Aufwand, den eine Farbung der Schnitte der Donorblécke bedeutet. Durch das gleichzeitige handische
Farben vieler Patientenproben auf wenigen Objekttrdgern wird zudem eine bessere Vergleichbarkeit der
Farbungen erzielt, da die Rahmenbedingungen, wie etwa die Einwirkzeiten, fur alle Patientenproben

exakt gleich sind.

Durch den geringen Durchmesser der Cores kann allerdings nicht das gesamte zur Verfiigung stehende
Material eines Patienten dargestellt werden. Durch nicht-reprasentative Gewebeproben oder fehlerhaft
platzierte Cores kann es zu einem Informationsverlust kommen. Um dem entgegenzuwirken, werden

meist mehrere Stanzen pro Patient auf einem TMA untersucht.
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3.3.2 Auswahl von Patienten und Gewebe

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten, die zwischen 2010 bis 2016 aufgrund eines oralen
Plattenepithelkarzinoms operiert wurden. Die Patienten erhielten eine leitliniengerechte primar
chirurgische Therapie nach Entscheidung des interdisziplindren Tumorboards. Patienten in
fortgeschrittenen  Krankheitsstadien erhielten  zusétzlich eine leitliniengerechte  adjuvante
Radiochemotherapie. Nach der operativen Entfernung des Tumors und der Lymphknotenausraumung
im Halsbereich (Neck Dissection (ND)) wurde das Gewebe durch das Pathologische Institut der
Universitat Heidelberg gesichtet. Es erfolgte eine Fixierung der Proben in Formalin mit einer
anschliefenden Einbettung in Paraffin. AnschlieBend wurden von dem eingebetteten Gewebe Schnitte
angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) fiir die abschlieende
pathologische Beurteilung angefdrbt. Neben der Tumorentitdt war auch die Tumorgrofle ein
Aufnahmekriterium in die Studie: Bei intakter Basalmembran (Carcinoma in situ (Cis)) wurde der
Proband aus der Studie ausgeschlossen. Nach abgeschlossener Diagnostik durch das pathologische
Institut wurden die Bltécke der Studie zur Verfiigung gestellt.

3.3.3 Herstellung eines Gewebe-Mikroarrays

Vor dem eigentlichen Stanzvorgang missen in Frage kommende Patienten und sowie ihre klinischen
Daten recherchiert werden. Neben den klinischen Daten sind die sog. H-Nummern und Fraktionen, unter
denen Patientenblock und die zugehdrigen HE-Schnitte archiviert sind, relevant. Unter Angabe der H-
Nummer kann das archivierte Patientenmaterial im Pathologischen Institut angefordert werden.
AnschlieBend werden die relevanten Areale mikroskopisch kontrolliert und auf den HE-Schnitten
markiert. Der darauffolgende Stanzvorgang kann entweder hdndisch oder maschinell durchgefuhrt

werden.

Fur die Herstellung eines TMAs wird ein leerer Paraffinblock bendtigt, in den die TMA-Stanzen
eingesetzt werden. Es sollte auf eine gute Qualitat des Leerblocks geachtet werden: Das Paraffin sollte
die Retentionen der Einbettkassette vollstdndig ausfillen. Zwischen der Einbettkassette und dem

ausgehérteten Paraffin sollte sich kein Spalt bilden. Ein mangelhaft gefertigter Akzeptorblock birgt die
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Gefahr, dass sich beim Schneiden des Blocks das Paraffin von der Kassette 16st und der Block nicht

mehr geschnitten werden kann.

AnschlieRend werden die Cores entsprechend eines zuvor festgelegten Layouts in den Empfangerblock
gestanzt. Mit einer minimal kleineren Stanze als die, die fur das Ausstanzen aus dem Donorblock
verwendet wird, wird der Empféangerblock vorgestanzt. Anschliefend wird aus dem vormarkierten Areal
auf dem Donorblock mit einer zweiten, minimal grof3eren Stanze, das Gewebe entnommen und an die
vorgestanzte Stelle auf dem Empfangerblock transferiert. Dieser VVorgang erfolgt fur jeden Core bis das
Layout vervollstandigt ist und kann entweder von Hand oder maschinell erfolgen. Die unterschiedlichen

StanzengrofRen werden gewahlt, um den Gewebestanzen Stabilitat im Empfangerblock zu verleihen.

Fir die Herstellung des in dieser Studie untersuchten TMAs wurde ein automatisches Stanzgerét der
Firma AlphaMetrix verwendet. Es wurde ein Durchmesser der Cores von 0,6 mm gewéhlt. Zwischen
den Cores wurde ein Abstand von 0,8 mm belassen. Zu den Blockrandern wurde ein Abstand von 2,5-
3 mm eingehalten, um die Stabilitat des Empfangerblocks zu gewéhrleisten. Mit den gewéhlten Malen
konnten bis zu 200 Stanzen auf dem Empfangerblock platziert werden. Zur besseren Orientierung wurde
in der Vertikalebene nach jeder 6. Stanze ein Freiraum belassen. In der Horizontalebene wurden 8
Stanzen angeordnet (Abbildung 5). Von jeder Tumorprobe wurden mehrere Stanzen angelegt.
Negativkontrollen wurden in unregelméiigen Abstdnden in den TMA eingebracht. Abschliel}end
wurden die fertigen TMA-Blocke fur eine Stunde bei 37°C inkubiert, damit sich das Paraffin des
Empfangerblocks mit dem der Stanzen verbindet.

3.3.4 Schneiden der Gewebe-Mikroarrays

Vor dem Schneiden wurden die Blocke auf einer Kihlplatte bei -20°C gekihlt und anschlieBend in
einem Kryostat mit einem Mikrotom in Serienschnitten geschnitten. Von jedem TMA konnten ca. 150
verwertbare Schnitte mit einer Dicke von 4 um hergestellt werden. Anschlielend wurden die einzelnen
Schnitte auf ein 40°C warmes Wasserbad (bertragen und danach auf silanisierte Objekttrager
aufgezogen. Fir eine schonende Trocknung wurden die Schnitte ber Nacht in einem Warmeschrank
bei 37°C inkubiert.
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3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Methode

Die Methode dient zur Detektion von Antigenen in Gewebeschnitten. Dazu werden Antikdrper gegen
ein bestimmtes Epitop auf den entparaffinierten Gewebeschnitten gegeben. An diese Antikdper sind
Marker gebunden, anhand deren das durch den Antikdper gebundene Epitop sichtbar gemacht wird.
Man unterscheidet zwischen einer direkte und einer indirekten Methode zur Epitopdetektierung. Bei der
direkten Methode bindet ein bereits markierter Antikdrper an das Epitop und macht es sichtbar. Bei der
indirekten Methode bindet zuerst ein unmarkierter Antikorper an das Epitop. An den unmarkierten

Antikdper bindet dann ein zweiter, markierter Antikorper, der das Epitop detektiert.

Vorteil der direkten Methode ist, dass nur ein Antikdrper benétigt wird. Dadurch 1auft der Farbeprozess
schneller, ist weniger fehleranfallig und kostengtinstiger. Nachteil ist, dass die Farbeintensitat bei

Gewebe mit wenigen Antigenen gering ausfallen kann.

Die indirekte Methode hat den Vorteil, dass sie die Farbintensitét verstarken und somit auch fiir Gewebe
mir geringerer Antigenexpression verwendet werden kann. Allerdings kann es durch die erhthte Anzahl
an Bindungen zu unspezifischen Bindungen kommen, die das Hintergrundsignal verstarken (105).

Im Rahmen dieser Studie wurde sich fur indirekte Methode entschieden.

3.4.2 Durchfuhrung

Es wurden 5 unterschiedliche TMAs mit einem AntikOrper gegen das Oberfllachenprotein HLA-E
gefarbt. Hierfur wurde ein Antikorper der Firma abcam (Anti-HLA E Antikorper [MEM-E/02]
(ab2216)) verwendet.
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Zuerst wurden die TMAs auf den Férbeprozess vorbereitet. Hierflir wurden sie mit Xylol und einer
absteigenden Ethanolreihe entparaffiniert und hydriert (2x Xylol, 2x 100% Ethanol, 1x 96% Ethanol,
1x 75% Ethanol, 1x dest. H.O, jeweils fiir 5 Minuten).

Zum Demaskieren der Antigene wurden die Objekttrager in einer 10 mM Citratpufferlésung mit einem
pH-Wert von 6,0 fur 40 Minuten in einem Dampfgarer gekocht und anschlielend fur 20 Minuten auf
Raumtemperatur abgekihlt. Nachdem die Schnitte 5 Minuten in PBS gewaschen worden waren, wobei
sie die gesamte Zeit maschinell in der Losung bewegt wurden, wurden sie durch Abklopfen auf eine
saugfahige Unterlage getrocknet. AnschlieBend wurde das Gewebe auf dem Objekttrdger mit einem

Fettstift umrandet.

Zur Deaktivierung der endogenen Peroxidase wurden 3-4 Tropfen BLOXALL Endogenous Enzyme
Blocking Solution auf die Objekttrager gegeben. Nach 10-minltiger Inkubation in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur (RT) wurden die Objekttrager durch Abklopfen auf einen saugfahigen

Untergrund getrocknet und in PBS fur 5 Minuten gewaschen.

AnschlieBend wurde zur Vermeidung von Kreuzreaktionen 2,5%iges Normal Horse Serum auf die
Objekttrager appliziert und fiir weitere 30 Minuten in der feuchten Kammer bei RT inkubiert. Die
Objekttrager wurden durch das Abklopfen auf eine saugféhige Unterlage getrocknet. Nach diesem
Schritt wurde nicht gewaschen.

Im Anschluss wurde der erste Anti-HLA-E-Antikdrper mit einer Verdinnungslésung im Verhaltnis
1:150 verdiinnt und auf die Objekttrager gegeben. Diese wurden tber Nacht in der feuchten Kammer
bei 4°C inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Objekttrdger durch Abklopfen gereinigt
und einmal 5 min mit PBS-T und danach zweimal 5 Minuten mit PBS gewaschen.

Die Inkubation mit 2-3 Tropfen des zweiten Antikorpers (ImMmPRESS Universal Antibody) erfolgte bei
RT in der feuchten Kammer fiir 30 Minuten. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Antikdper
durch Abklopfen der Objekttrager auf einen saugfahigen Untergrund gereinigt. Anschlieend erfolgte

ein zweimaliger Waschvorgang mit PBS fir jeweils 5 Minuten.
Zur Darstellung des zweiten Antikorpers wurden die beiden ImmPACT DAB EqV Substrate in gleichen
Anteilen gemischt und 6-7 Tropfen auf die Objekttrager gegeben. Nach genau 60 Sekunden wurde die

Ldsung wieder durch Abklopfen entfernt. Es erfolgte ein zweimaliges Waschen mit PBS fiir 5 Minuten.

Zur Gegenfarbung wurde Hamatoxylin verwendet, welches fiir 1-2 Sekunden auf die Objekttréager

gegeben und anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser fur 10 Minuten gewaschen wurde.
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Danach wurde die Farbung durch umgekehrtes Durchlaufen der Alkoholreihe fixiert (zuerst Ethanol
70%, 95%, 100%, danach zweimalig Xylol). Abschliefend wurden die Objekttrdger mit Eukitt
bestrichen und mit einem Deckglas versehen.

3.4.3 Auswertung

Nach abgeschlossener Farbung wurden die Schnitte mithilfe des Zeiss Scanners im Institut flr
experimentelle und Kklinische Pharmakologie und Toxikologie der Universitdt des Saarlandes
eingescannt. Uber die entsprechende Software (Zen 3.8 lite) konnten die Bilder am Computer dargestellt
und ausgewertet werden. Die HLA-E- Farbung wurde semiquantitativ durch mindestens 3 unabhangige
und histologisch versierte Beurteiler/innen in 3 Kategorien von 1-4 (Tabelle 3) bewertet: Kategorie A
bewertete die Anzahl der geféarbten Epithelzellen (Abbildung 3). In Kategorie B wurde die Intensitat der
Farbung bewertet (Abbildung 4). In Kategorie C wurde die Lokalisation der Farbung in der Zelle
untersucht. In die spéatere Auswertung des TMAs wurde die Kategorie C nicht miteinbezogen, da sich
die Lokalisation der Farbung zwischen den verschiedenen Tumorgewebeproben in der Regel konstant
verhielt. Als Negativkontrolle dienten gesunde Mundschleimhautstanzen, von denen bis zu 5 pro TMA

angeordnet wurden.

Nach der abgeschlossenen Beurteilung der Cores in den 3 Kategorien wurden mit Hilfe des
Statistikprogramms SPSS der Median jedes Cores in der jeweiligen Kategorie berechnet. Die
errechneten Scores reprasentieren das Expressionslevel von HLA-E auf der Zelloberflache. Durch die
Dokumentation der Scores und die Zuordnung zu einem Patienten konnte in SPSS eine Analyse des

Expressionsniveaus und der klinischen Parameter der Patienten durchgefiihrt werden.
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Tabelle 3: Semiquantitatives Schema zur Bewertung der HLA-E Farbung.

Kategorie 1 2 3 4
A keine Farbung < 33% gefarbt 34- 66% gefarbt > 67% gefarbt
B keine Farbung schwach mittel stark
C nuklear nuklear und zytoplasmatisch /
zytoplasmatisch

A: Anzahl der angefarbten Zellen, B: Intensitét der angeférbten Zellen, C: Lokalisation der angeféarbten

Zellen
5
y
A B C
D

Abbildung 3: Kategorie A: Anzahl der angefarbten Epithelzellen. A zeigt einen Core, dessen Anzahl an
angefarbten Zellen mit einer 1 bewertet wurden. B zeigt einen Core, der in dieser Kategorie mit einer 2

bewertet wurde. C wurde mit einer 3 und D mit einer 4 bewertet.
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Abbildung 4: Kategorie B: Intensitat der Farbung. A wurde mit einer Intensitét von 1 bewertet. B zeigt
eine Anfarbeintensitat von 2. C zeigt eine Farbintensitat von 3. D wurde mit einer Intensitéat von 4
bewertet.
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Abbildung 5: Ubersicht eines Gewebe-Mikroarrays.
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3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

3.5.1 Methode

Ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wird eingesetzt, um eine Antikoper- oder
Antigenmengen in einer Losung messen zu konnen. Hierfir werden Polymerplatten, meist aus
Polystyrol, eingesetzt. Es werden, je nach Methode, ein oder mehrere Antikdrper bendtigt. Der erste
Antikdrper bindet das gesuchte Antigen spezifisch. Der zweite Antikdrper interagiert mit dem ersten
und katalysiert eine Farbreaktion. Durch meist photometrische Verfahren und Kalibrierungskurven lasst
sich anschlieRend aus der Menge die Konzentration eines Antigens bestimmen. Auch bei dieser Methode

gibt es unterschiedliche Formen der Ausfiihrung (71).

3.5.2 Sandwich-ELISA

Die Kavitaten einer Mikrotiterplatte wird mit Antikorpern (Capture Antibody) gegen das gesuchte
Antigen beschichtet. AnschlieBend wird Probenmaterial in die Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettiert
und mit dem Antikdrper inkubiert. Das in der Probe geldste Antigen soll an den spezifischen Antikorper,
mit dem die Platte beschichtet ist, binden. AnschlieRend wird der Uberstand verworfen und die
Kavitéten der Platte gewaschen. Das ist nétig, um alle Antigene zu entfernen, die nicht gebunden werden
konnten und um eine falsch-positive Reaktion zu vermeiden. Im Anschluss erfolgt die Zugabe eines
ersten antigenspezifischen Antikdrpers (Detection Antibody). Die Menge des gebundenen Antigens und
des ersten antigenspezifischen Antikérpers korrelieren positiv miteinander. AnschlieBend wird ein
zweiter Antikoper, der mit einem Enzym konjugiert wurde, hinzugefugt. Durch die enzymatische
Funktion des zweiten Antikorpers kann ein zugegebener Farbstoff gespalten werden, sodass die optische
Dichte (OD) des Kavitateninhaltes photometrisch bestimmt werden kann. Mit Hilfe einer
Kalibrierungskurve kann anschlieBend von der OD auf die Konzentration des Antigens geschlossen

werden. Fur die vorliegende Studie wurde ein Sandwich-ELISA verwendet (71).
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3.5.3 Blutproben

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten, die zwischen 2020 und 2023 in der Mund-, Kiefer-,
Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums der Universitat des Saarlandes aufgrund eines oralen
Plattenepithelkarzinoms operativ behandelt wurden. Ausschlusskriterien waren friihere onkologische
Therapien und bésartige Tumorerkrankungen in der Vorgeschichte. Am Operationstag wurde den
Patienten im Rahmen einer klinisch notwenigen vendsen Blutentnahme ein zusétzliches Serumroéhrchen

(4,7 ml) abgenommen.

Die Probanden der Kontrollgruppe wurden in der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie der Universitat des
Saarlandes akquiriert. Aus der Kontrollgruppe ausgeschlossen wurden Probanden mit einer
Krebserkrankung in ihrer VVorgeschichte, einer akuten Infektion sowie einer chronischen entziindlichen
Erkrankung. Den Probanden wurde im Rahmen einer klinisch notwenigen vendsen Blutentnahme ein

zusétzliches Serumréhrchen abgenommen.

Nach Entnahme der Blutproben wurden sie fir 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) gelagert, bis das
Serum geronnen war. Anschlieend wurden die R6hrchen 15 Minuten bei 2500 g und RT zentrifugiert.
Das Serum wurde in 400 ul grof3en Portionen in beschriftete Kryordhrchen pipettiert und tber Nacht in
einem Mr. Frosty bei -80°C gleichmalRig gefroren. Am néchsten Tag wurden die Proben zur langfristigen
Lagerung in flissigen Stickstoff tiberfuhrt.

3.5.4 Durchfuhrung

Zur Durchflihrung des ELISA wurde ein Sandwich-ELISA-Kit fur HLA-E der Firma antibodies-online
GmbH (Catalog No. ABIN6956585) verwendet. Im Kit enthalten waren eine mit Anti-HLA-E-
Antikorpern beschichtete 96-Wellplatte, ein Standard-Verdiinnungsmittel (0,02% Natriumazid), zwei
pulverférmige Standards, von denen eines nach Ldsung im Standard-Verdinnungsmittel eine HLA-E
Konzentration von 800 pg/ml aufwies. Zudem war ein Nachweisreagenz A und ein Nachweisreagenz
B, ein Assay-Verdinnungsmittel A (0,01% Natriumazid) und ein Assay-Verdinnungsmittel B (0,01%
Natriumazid), ein Reagent-Verdinnungsmittel, TMB Stubstrate, eine Stop-L&ésung (Schwefelsdure
1mol/L) und eine Spullésung (TBS) enthalten. Das ELISA-Kit konnte soluble HLA-E- (SHLA-E)
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Konzentrationen zwischen 6,25 und 400 pg nachweisen. Bis zur Verarbeitung wurden die 96 Well-
Platte, das Nachweisreagenz A und B und die Standard-Verdinnungslésung bei -20°C gelagert. Die
anderen Kit-Bestandteile konnten nach den Anweisungen des Herstellers bei 4°C aufbewahrt werden.
Zundachst wurden die Serumproben, die in flissigem Stickstoff gelagert werden, sowie alle Bestandteile
des ELISA-Kits auf Raumtemperatur (RT) aufgewédrmt. Daflir wurden die Serumproben bereits am
Vortag des Versuchs aus dem fliissigen Stickstoff genommen und Gber Nacht bei 4°C gelagert. Zwei
Stunden vor Versuchsbeginn wurden sie auf RT aufgewarmt. Wahrenddessen wurden die Proben
entsprechend einer zuvor festgelegten Reihenfolge beginnend mit der VVerdiinnungsreihe, die von hoher
zu niedriger HLA-E Konzentration geplant wurde, sortiert (Abbildung 6).

Als néchstes wurde die Standardverdinnungsreihe vorbereitet. Hierfir wurde zunéchst 1 ml der
Standardlosung zum pulverférmigen Referenzstandard hinzugefugt und leicht geschittelt, bis sich das
Referenzstandard vollstandig in der Standardldsung gel6st hatte. Es wurde darauf geachtet, dass sich
keine Blasen oder Schaum auf der Referenzstandardlésung bildet. Die sHLA-E-Konzentration der
Losung der Referenzstandardlésung betrug 800 pg/ml. Anschlielend wurden 8 Eppendorfgefalie
vorbereitet und von 1 bis 8 durchnummeriert. In jedes Gefal wurden 0,5 ml Standardlésung pipettiert.
In das erste Eppendorfgefal wurden zuséatzlich 0,5 ml der Referenzstandardlésung pipettiert, sodass sich
eine sHLA-E-Konzentration von 400 pg/ml ergab. Dies war der hochste Wert der Verdlnnungsreihe.
Im né&chsten Schritt wurden 0,5 ml der 400 pg/ml-haltigen Lésung aus dem ersten GefaR in das zweiten
Eppendorfgefal? pipettiert, sodass sich fiir das zweite Gefal} eine sSHLA-E-Konzentration von 200 pg/mi
ergab. Dieses Vorgehen wurde fortgefiihrt. Im dritten Eppendorfgefal’ ergab sich folglich eine sHLA-E
Konzentration von 100 pg/ml, im 4. Eppendorfgefal waren 50 pg/ml sHLA-E enthalten. Das 5. Gefal}
enthielt 25 pg/ml, das 6. 12,5 pg/ml und das 7. Gef&R schlielich 6,25 pg/ml sHLA-E. Das 8.
Eppendorfgefal enthielt lediglich die Standardldsung und diente als negativer Referenzwert.

Im Anschluss wurde das Detection Reagent A mit dem Assay Diluent A und das Detection Diluent B
mit dem Assay Diluent B vermischt (je 1:100). Die Waschldsung wurde aus 580 ml destilliertem Wasser
und 20 ml Wash Buffer hergestellt.

Nach Abschluss der Vorbereitungen wurde mit dem eigentliche Assay fortgefahren. Hierzu wurden die
Kavitdten der 96-Well-Platte mit je 100 pl in der zuvor festgelegten Reihenfolge beginnend mit der
Verdinnungsreihe, der Negativkontrolle und anschlielfend den Serumproben befiillt (Abbildung 6). Es
erfolgte eine Inkubation der 96-Well-Platte bei 37°C fir eine Stunde.

AnschlieBend wurde die Flussigkeit durch Aufklopfen der Well-Platte auf eine saugfahige Unterlage
aus den Kavitaten entfernt. Danach wurden je 100 pl der Detection Reagent A Working Solution in jede

Kavitédt gegeben. Die 96-Well-Platte wurde erneut bei 37°C fir eine Stunde inkubiert.
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Die Ldsungen wurden im Anschluss durch sanftes Aufklopfen auf eine saugfahige Unterlage aus den
Kavitaten entfernt. Danach wurden die Wells mit jeweils 350 pl Spillésung beftllt, die nach 1-2
Minuten wieder entfernt wurde. Dieser Vorgang wurde insgesamt drei Mal durchgefiihrt. Nach dem
letzten Waschvorgang wurde die Well-Platte umgedreht und leicht auf eine saugfahige Unterlage
geklopft.

AnschlieBend wurden 100 pl Detection Reagent B Working Solution in jedes Well pipettiert. Danach
erfolgte eine Inkubation der Platte bei 37°C fir 30 Minuten. Im nachsten Schritt wurden die Kavitéten
5 Mal, wie bereits beschrieben, gewaschen. Nun wurden 90 pl Substrate Solution zu jeder Kavitat
hinzugegeben, wodurch sich der zuvor farblose Inhalt der Wells blau féarbte. Es erfolgte eine Inkubation
fiir 10-20 Minuten bei 37°C, wobei die Platte keinem Licht ausgesetzt werden durfte. Abschlieend
wurde in jede Kavitat eine 50 ul Stop Solution pipettiert, wodurch ein Farbumschlag der Losungen von
blau zu gelb verursacht wurde. Mit Hilfe eines Kolorimeters wurde die Lichtabsorption der einzelnen

Kavitéten bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen (Abbildung 7).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
400 200 100 50 pg/ml | 25 pg/ml | 12,5 6,25 Blank Tumor 8 | Tumor Tumor Tumor
pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml 0 pg/ml 10 12 13
Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor Tumor Kontrolle | Kontrolle
15 16 17 19 24 25 26 28 29 31 32 33
Tumor Kontrolle | Tumor Tumor Kontrolle | Tumor TAM TAM TAM TAM TAM CONTR
34 35 36 37 39 41 Tumor 1 Tumor 2 Tumor 3 Tumor 4 Tumor 5 1
TAM CONTR CONTR | TAM Blank TAM CONTR | CONTR CONTR | TAM TAM TAM
Tumor 6 2 3 Tumor 8 | Opg/ml Tumor 4 5 6 Tumor Tumor Tumor

10 11 13 14
CONTR | TAM CONTR | TAM CONTR CONTR | TAM CONTR CONTR | TAM CONTR | TAM
8 Tumor 9 Tumor 10 11 Tumor 12 13 Tumor 14 Tumor
15 16 17 18 19
CONTR CONTR | TAM CONTR | CONTR CONTR CONTR | CONTR CONTR CONTR CONTR | CONTR
16 17 Tumor 18 19 20 21 22 23 24 25 26
20
CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR CONTR
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
CONTR CONTR TAM 400 200 100 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 6,25 Blank Blank
39 40 Tumor pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml
21

Abbildung 6: Anordnung der Patientenproben auf der 96-Well-Platte. Auf den Positionen Al bis A7

und H4 und H10 ist jeweils eine Standardverdiinnungsreihe angelegt. Die Positionen A8, D5, H11 und

H12 enthalten die Referenz-Leerwerte.
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3.5.5 Auswertung

Die optische Dichte (,,Optical Density” OD) der Proben wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm
kolorimetrisch bestimmt (IMarkTM Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA) (Abbildung 7). Um aus der OD die sHLA-E Konzentration in pg errechnen zu kdnnen, wurde
zunéchst von den OD-Werten der einzelnen Kavitdten der OD-Messwert des Mittelwerts der

Negativkontrolle subtrahiert.

Relativer OD = (OD der einzelnen Kavitat) — (OD Mittelwert der Negativkontrolle)

Anhand der relativen OD-Werte der Standardverdinnungsreihe (Positionen Al bis A7) konnte in Excel
2016 eine Kalibrierungskurve dargestellt werden (Abbildung 8). Die Umrechnung der optischen Dichte
in die Konzentration (pg/ml) erfolgte unter Zuhilfenahme der Kalibrierungskurve mittels linearer

Interpolation nach der folgenden Formel:

_ 02—y
3’—3’1+m (x —xq)

Durch die zuvor festgelegte Reihenfolge konnten die sHLA-E Konzentrationen den entsprechenden
Probanden zugeordnet werden. Durch Dokumentation und Analyse der Werte im Statistikprogramm
SPSS waren Zusammenhange zwischen der sHLA-E Konzentration und den ausgewahlten klinisch-

pathologischen Parametern erkennbar.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Infinity 2,08 1,146 0,71 0,394 0,192 0,168 0,163 0,206 0,104 0,608 0,25
0,708 0,193 0,696 0,098 0,209 0,169 0,516 0,259 0,171 0,295 0,126 0,059
0,446 0,215 0,175 0,083 0,475 0,151 0,106 0,174 0,124 0,09 0,501 0,059
0,244 0,393 0,376 0,172 0,145 0,19 0,499 0,347 0,368 0,104 0,142 0,574

0,16 0,33 0,426 0,105 0,174 0,424 0,231 0,195 0,498 0,169 0,101 0,119
0,149 0,39 0,103 0,061 0,47 0,357 0,41 0,264 0,148 0,291 0,548 0,238
0,568 0,826 0,554 0,37 0,417 0,7 0,554 0,211 0,497 0,164 0,197 0,328
0,826 0,172 0,194 2,863 2,096 1,214 0,702 0,368 0,183 0,164 0,16 0,155

Abbildung 7: Tabellarische Darstellung des Ausgabeblatts des Programms Microplate Manager
Software 6. Zu sehen sind die optische Dichte (OD) der einzelnen Proben bei einer Wellenlange von
450 nm. Al bis A7 bilden die Verdiinnungsreihe, wobei Al der Konzentration von 400 pg/ml, A2 200
pg/ml, A3 100 pg/ml, A4 50 pg/ml, A5 25 pg/ml, A6 12,5 pg/ml und A7 6,25 pg/ml zugeordnet werden.
Die Position A8 dient als Referenzleerwert. Die Patientenproben bekleiden die Positionen A9 bis F.
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Abbildung 8: Kalibrierungskurve. Auf der x-Achse wird die optische Extinktion abgetragen. Die y-

Achse zeigt die HLA-E-Konzentration in pg/ml.

47



3.6  Statistische Analyse

Die statistischen Analysen der TMA- und ELISA-Auswertungen wurde mit dem Statistikprogramm
SPSS Statistics 28.0.1 (SPSS, Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p <
0,05 festgelegt. In der deskriptiven Statistik der TMA-Kohorte wurden sowohl die absoluten Zahlen als
auch die prozentualen Werte mit der einfachen Standardabweichung fur die untersuchten Parameter
angegeben. Mit dem Rangkorrelationstest nach Spearman wurden Zusammenhénge zwischen zwei
verschiedenen Variablen untersucht. Uberlebensanalysen wurden mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven
durchgefuhrt und durch einen Log-Rank-Test auf ihre Signifikanz gepruft. Variablen mit einem
potenziell prognostischen Wert wurden mittels multivariater Cox-Regression auf ihre unabhéangige
Aussagekraft tberprift.

Aufgrund der geringeren Probandenanzahl wurde die ELISA-Kohorte zunédchst durch den Kolmogorov-
Smirnov- und den Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung geprift. Die deskriptive Statistik und die
Korrelationsanalysen wurden analog zu denen der TMA-Kohorte durchgefiihrt. Da die SHLA-E- Werte
der ELISA-Kohorte nicht normalverteilt waren, wurde fir Analysen von unabhéangigen
Stichprobenpaare der Mann-Whitney-U Tests durchgeftihrt.

3.7 Material

Verwendete Materialen wurden im tabellarischen Anhang (Kapitel 7) systematisch geordnet und
aufgelistet.
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4 Ergebnisse

4.1 Gewebe-Mikroarray

4.1.1 Klinische und histopathologische Parameter der Patientenkohorte

Es wurde eine Kohorte von insgesamt 222 Patienten mit einem primaren Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle (Oral squamous cell carcinoma, OSCC), die primér chirurgisch therapiert wurden,
retrospektiv analysiert. Neben einer deskriptiven Beschreibung des Patientenkollektivs sollte der
prognostische Wert der HLA-E-Expression auf das progressionsfreie Uberleben und das

Gesamtiiberleben untersucht werden.

Es wurden folgende klinisch-pathologische Parameter analysiert: Geschlecht, Alter, Lokalisation,
Histologie, TN-Klassifikation, UICC-Stadium, Grading und das Auftreten von Rezidiven (Tabelle 5).

Die Kohorte bestand aus 137 méannlichen (61,7 %) und 85 weiblichen (38,3 %) Patienten. Das Alter
reichte von 27 bis 88 Jahre. Das Durchschnittsalter betrug 64 Jahre (Tabelle 4). 109 (49,1 %) Patienten
waren junger und 113 (50,9 %) Patienten élter als 64 Jahre. Alle Tumore wurden nach dem klinischem
Staging und der histopathologischen Untersuchung als orale Plattenepithelkarzinome (OSCC)
klassifiziert und waren in der Mundhohle lokalisiert. Die T-Klassifikation war wie folgt verteilt: 82 (37
%) Patienten wiesen das Stadium T1 und 72 (32,4 %) Patienten das Stadium T2 auf. Das Stadium T3
war durch 8 (3,6 %) Patienten vertreten. Bei 60 (27 %) Patienten wurde das Stadium T4 diagnostiziert.
Wéhrend 147 (66,2%) Patienten frei von Lymphknotenmetastasen waren, zeigten 75 (33,8%) Patienten
positive Lymphknoten. Abgeleitet von der TN-Klassifikation wurde das UICC-Stadium | bei 69
Probanden (31,1%) diagnostiziert. 44 Probanden zeigten das Stadium 11 (19,8%) und 23 das Stadium 111
(10,4%). Das Stadium IV wurde durch 86 Probanden (38,7%) vertreten. Tabelle 5 zeigt einen Uberblick

uber die Verteilung der klinischen-pathologischen Parameter.
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Tabelle 4: Deskriptive Statistik Gber die Altersverteilung der TMA-Kohorte.

N Minimum Maximum Mittelwert SD

Alter 222 27 88 64 11,101

Tabelle 5: Uberblick tber die klinisch-pathologischen Parameter der untersuchten TMA-Kohorte.

Charakteristika Gruppe Anzahl (Prozent)
Geschlecht Manner 137 (61,7)
Frauen 85 (38,3)
Alter < 64 Jahre 109 (49,1)
> 64 Jahre 113 (50,9)
Lokalisation Mundhdhle 222 (100)
Histologie Plattenepithelkarzinom 222 (100)
T-Klassifikation 1 82 (37)
2 72 (32,4)
3 8(3,6)
4 60 (27)
N-Klassifikation Negativ 147 (66,2)
Positiv 75 (33,8)
UICC-Stadium I 69 (31,1)
Il 44 (19,8)
I 23 (10,4)
v 86 (38,7)
Grading 1 17 (7,7)
2 153 (68,9)
3 46 (20,7)
Fehlend 6 (2,7)
Rezidiv Ja 39 (17,6)
Nein 183 (82,4)

Abkurzungen: UICC= Union Internationale Contre le Cancer
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4.1.2 Variable ,HLA-E hoch*

Die Gewebe-Mikroarrays des retrospektiv betrachteten Patientenkollektivs wurden mit einem HLA-E-
Antikorper angeféarbt. Fur jeden Patienten wurden zwei Tumorstanzen angefarbt. Anschlielend wurde
die Anzahl der gefarbten Zellen (Kategorie A) sowie die Intensitat der Férbung (Kategorie B)
ausgewertet (Siehe Material und Methodik, Kapitel 3.4.3 ,,Auswertung der Immunhistochemie*). Durch
das Anfarben beider Tumorstanzen pro Patient erhielt jeder Patient sowohl fiir die Kategorie A als auch
fir die Kategorie B zwei Bewertungen, die nicht identisch sein mussten. Um aus diesem doppelten
Datensatz einen einfachen Datensatz zu erhalten, wurden die Daten im Statistikprogramm SPSS
aggregiert. Dadurch liel sich das Spektrum der ganzen Zahlen, das von 1 bis 4 reichte, das fur die
Auswertung der Anzahl und der Intensitat der gefarbten Zellen verwendet wurde, um

dazwischenliegende Dezimalzahlen erweitert.

AnschlieBend wurde das Ergebnis, das bei der Auswertung der Anzahl der gefarbten Zellen erzielt
wurde, mit dem Ergebnis der Intensitatsauswertung multipliziert, um einen Informationsverlust, der bei
isolierter Betrachtung von nur einer der beiden Variablen entstehen wiirde, zu vermeiden. Das Produkt
wurde als ,,HLA-E Expression® bezeichnet. Durch das Multiplizieren von Dezimal- und ganzen Zahlen
wurden 19 Auspragungen der Variable ,,HLA-E Expression® erzielt, die von 1 bis 16 reichten (Tabelle
6). Um eine bessere Ubersicht zu gewéhren und um ausreichend Beobachtungen fiir eine aussagekraftige
statistische Analyse vorweisen zu konnen, wurden die Auspragungen der Variable ,,HLA-E Expression®
in einem Rangverfahren in 20%-Schnitten zu 5 Réngen zusammengefasst. Da in dieser Studie ein
moglicher Zusammenhang zwischen einer sehr hohen HLA-E Expression und den Kklinisch-
pathologischen Parametern sowie dem Uberleben untersucht werden sollte, wurden die HLA-E Range
1 bis 4 als ,,HLA-E niedrig® und der HLA-E Rang 5 als ,,HLA-E hoch* zusammengefasst.

AnschlieBend erfolgte eine Korrelation nach Spearman der Gruppen ,,HLA-E hoch* und ,,HLA-E
niedrig® mit den klinisch-pathologischen Parametern des TMA-Kaollektivs (Tabelle 7).
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Tabelle 6: Ableitung der Variable ,, HLA-E hoch‘ aus der HLA-E Expression und dem HLA-E Rang

HLA-E Expression (HLA-E HLA-E Rang HLA-E niedrig & hoch
Anzahl x Intensitat) (Prozent)
Anzahl x Haufigkeit Haufigkeit Haufigkeit
Intensitéat (%) (%) (%)
1 10 (5,3) 38(20,2) HLA-E 152 (80,9)
2,25 4(2,1) niedrig
3 3(1,6)
3,75 5(2,7)
4 16 (8,5)
5 12 (6,4) 37(19,7)
6 12 (6,4)
6,25 1(0,5)
7 6(3,2)
7,5 6(3,2)
8 9 (4,8) 31 (16,5)
8,75 6 (3,2)
9 11 (5,9)
10 5(2,7)
10,5 22 (11,7) 46 (24,5)
12 18 (9,6)
12,25 6(3,2)
14 17 (9) 36 (19,1) HLA-E hoch 36 (19,1)
16 19 (10,1)
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4.1.3 Kaorrelation zwischen der HLA-E Expression und den klinischen Parametern

Nach der immunhistochemischen Farbung der Gewebe-Mirkoarrays mit einem HLA-E Antikorper und
der Auswertung der Farbung, erfolgte die Korrelation der klinisch-pathologischen Parametern mit der
HLA-E Expression. Da es sich bei der HLA-E Expression um eine ordinal ausgepragte Variable handelt,
wurde eine Korrelationsanalyse nach Spearman durchgefuhrt.

Die Auswertung eines Zusammenhangs zwischen der Expression und dem Alter zeigte, dass éaltere
Patienten (>64 Jahre) eine signifikant hohere HLA-E-Expression aufwiesen als jlingere Patienten (<64)
(Spearman's Rank Korrelation (SRC); p=0,007; r=0,198). Auch ein fortgeschrittenes T-Stadium (SRC;
p=0,003; r=0,217), ein hohes UICC-Stadium (SCR, p=0,002, r=0,22) und das Auftreten von Rezidiven
(SRC; p=0,041; r=0,149) war signifikant mit einer héheren HLA-E-Expression assoziiert. Tumoren des
weichen Gaumens und der Wangenebene zeigten ebenfalls eine signifikant hohere HLA-E-Expression
verglichen mit anderen Lokalisationen (SRC; p=0,007; r=0,196). Fur alle untersuchten signifikanten
Korrelationen lie sich anhand des Rangkorrelationskoeffizienten ein mittlerer Zusammenhang

zwischen dem jeweiligen klinisch-pathologischen Parameter und der HLA-E Expression feststellen.

Die Spearman’sche Korrelation der HLA-E-Expression mit dem Geschlecht ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mannlichen und weiblichen Tumorpatienten (SRC; p=0,994). Auch
zwischen den Kklinisch-pathologischen Parametern N-Klassifikation (SCR; p=0,119) und Grading (SRC;
p=0,647) und der HLA-E Expression konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.
Tabelle 7 zeigt die absolute und prozentuale Verteilung der klinisch-pathologischen Parameter getrennt
nach  der HLA-E-Expressionsstufe und  wird durch den p-Wert sowie dem

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman ergénzt.
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Tabelle 7: Spearman-Korrelation der HLA-E-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern von

Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom.

Charakteristika HLA-E niedrig HLA-E hoch p-Wert (Rho)
Geschlecht Maénner 93 (80,9) 22 (19,1) 0,994 (0,001)
Frauen 59 (80,8) 14 (19,2)

Alter < 64 Jahre 76 (89,4) 9 (10,6) 0,007* (0,198)
> 64 Jahre 76 (73,8) 27 (26,2)
Lokalisation Mundboden 47 (90,4) 5(9,6) 0,007* (0,196)
Zunge 38 (86,4) 6 (13,6)
Unterkiefer 43 (71,7) 17 (28,3)
Oberkiefer 3 (75) 1 (25)
Unterlippe 0(0) 1 (100)
Planum buccale 7 (63,6) 4 (36,4)
Weicher Gaumen 10 (83,3) 2 (16,7)
T-Klassifikation 1 58 (90,6) 6 (9,4) 0,003* (0,217)
2 52 (82,5) 11 (17,5)
3 4 (57,1) 3(42,9)
4 38 (70,4) 16 (29,6)
N-Klassifikation Negativ 109 (83,8) 21 (16,2) 0,119 (0,114)
Positiv 43 (74,1) 15 (25,9)
UICC-Stadium I 49 (89,1) 6 (10,9) 0,002* (0,22)
I 38 (88,4) 5(11,6)
" 16 (84,2) 3(15,8)
v 49 (69) 22 (31)
Grading 1 12 (75) 4 (25) 0,647 (-0,034)
2 102 (81) 24 (19)
3 33 (82,5) 7 (17,5)
Rezidiv Ja 24 (68,6) 11 (31,4) 0,041* (0,149)
Nein 128 (83,7) 25 (16,3)

Abklrzungen: UICC= Union Internationale Contre le Cancer, Signifikante Ergebnisse sind mit *

markiert, das Signifikanzniveau liegt bei einem p-Wert < 0,05
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4.1.4 Einfluss der HLA-E Expression auf das progressionsfreie- und Gesamtiberleben

Im Anschluss wurde der Einfluss der HLA-E Expression auf das progressionsfreie (PFS) und
Gesamtiberleben (OS) untersucht. Fiir beide Uberlebensanalysen wurden jeweils eine Gruppe mit einer
niedrigen und einer hohen HLA-E Expression in einer Kaplan-Meier-Kurve einander gegenubergestellt.
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Log-Rank Test (Abbildung 9).

Fiir Patienten, deren Tumoren eine hohe HLA-E Expression aufwiesen, konnte in der Uberlebensanalyse
ein signifikant verkiirztes progressionsfreies Uberleben (Log-Rank Test; p=0,003) verglichen mit
Patienten, deren Tumoren eine hohe HLA-E Expression zeigten, gezeigt werden (Abbildung 9 A). Auch
das Gesamtiiberleben war bei Tumoren mit einer hdheren HLA-E Expression signifikant kirzer als bei
Patienten, die eine niedrigere HLA-E Expression aufwiesen (Log-Rank Test; p=0,01) (Abbildung 9 B).
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Abbildung 9:

A) In der Kaplan-Meier-Kurve ist das Gesamtiiberleben (OS) von OSCC-Patienten abhangig von der
HLA-E-Expression graphisch dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels Log-Rank Test.
Patienten, die eine hohe HLA-E-Expression auf dem Primartumor aufwiesen, zeigten ein signifikant
schlechteres Gesamtiiberleben als Patienten mit einer niedrigeren HLA-E Expression (Log-Rank Test;
p=0,01).

B) Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt das progressionsfreie Uberleben (PFS) von OSCC-Patienten
abhangig von der HLA-E-Expression. Die statistische Analyse erfolgte mittels Log Rank-Test. Patienten
mit einer hohen HLA-E-Expression zeigten ein signifikant schlechteres progressionsfreies Uberleben

als Patienten mit einer niedrigeren HLA-E Expression (Log-Rank Test; p=0,003).
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4.1.5 Multivariate Analyse des progressionsfreien- und Gesamtuberlebens

Die Kaplan-Meier-Kurve als deskriptive und univariate Methode zur Durchfuhrung einer
Uberlebensanalyse zeigte ein signifikant verkiirztes Gesamtiiberleben (OS) und progressionsfreies
Uberleben (PFS) fir Patienten mit hoher HLA-E-Oberflachenexpression. Weitere Faktoren, die auch
Einfluss auf das Uberleben haben kénnten, blieben in der Kaplan-Meier-Analyse unberticksichtigt.
Daher wurde der prognostische Wert der HLA-E Expression mit weiteren prognostisch bedeutsamen
klinisch-pathologischen Parametern in einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse auf seine

Unabhéngigkeit untersucht.

Die multivariate Cox-Regression wurde mit den relevanten klinischen Parametern Geschlecht, Alter, N-
Klassifikation, UICC-Stadium und HLA-E-Expression durchgefiihrt (Tabelle 8). Die Analyse bestétigte
die HLA-E Expression als unabhangigen prognostischen Marker in Bezug auf das PFS (HR 3,129; Kl
1,443-6,787; p=0,004) und das OS (HR 2,328; Kl 1,071-5,06; p=0,033). Auch die multivariate Analyse
der N-Klassifikation ergab fiir die Patienten mit einer Lymphknotenmetastase ein signifikant
schlechteres PFS und OS als fur Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (PFS: HR 4,764; KI 1,607-
14,120; p=0,005; OS: HR 2,663; Kl 1,086-6,526; p=0,032). Die Untersuchung der weiteren klinischen-
pathologischen Parametern zeigten in dieser Kohorte keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf das
PFS und OS.
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Tabelle 8: Multivariate Cox-Regression mit Geschlecht, Alter, N-Klassifikation, UICC-Stadium und
HLA-E Expression.

Charakteristika

Progressionsfreies Uberleben

Gesamtiiberleben

p-Wert HR (95% KI) p-Wert HR (95% CI)

Geschlecht Manner vs. 0,677 0,862 0,83 0,925
Frauen (0,427-1,738) (0,457-1,874)

Alter < 64 Jahre vs. 0,350 0,712 0,46 0,988
> 64 Jahre (0,350-1,452) (0,956-1,021)

N- Positiv vs. 0,005* 4,764 0,032* 2,663
Klassifikation negativ (1,607- (1,086-6,526)

14,120)

UICC- 0,257 0,775 0,686 1,082
Stadium (0,498-1,205) (0,738-1,586)

HLA-E Hoch vs. Rest 0,004* 3,129 0,033* 2,328
Expression (1,443-6,787) (1,071-5,060)

Abkurzungen: UICC=Union Internationale Contre le Cancer, HR= Hazard ratio, kl=

Konfidenzintervall, Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, das Signifikanzniveau liegt bei einem

p-Wert < 0,05
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4.2 ELISA

4.2.1 Klinische Parameter der prospektiven Patientenkohorte

Es wurden eine Kohorte bestehend aus 32 Patienten mit OSCC, die primdr chirurgisch behandelt
wurden, und 42 gesunden Probanden als Kontrollgruppe prospektiv untersucht. Es sollte der
prognostische  Wert der gelosten HLA-E Konzentration (soluble HLA-E, SsHLA-E)
geschlechterdifferenziert untersucht und das Patientenkollektiv deskriptiv beschrieben werden. Dabei
wurden die Kklinisch-pathologischen Parameter Geschlecht, Alter, TN-Klassifikation und das UICC-
Stadium betrachtet.

Die Patientengruppe setzte sich aus 18 mannlichen (56,3%) und 14 (43,8%) weiblichen Teilnehmern
zusammen. 13 Probanden (40,6%) waren zum Untersuchungszeitpunkt &lter als 63 Jahre. 16 Patienten
(50%) waren junger als 65 Jahre. Bei einem Patienten fehlte die Altersangabe. Das Durchschnittsalter
lag bei 63 Jahren, wobei die Altersspanne von 48 bis 93 Jahren reichte. Die Kontrollgruppe bestand aus
22 mannlichen (52,4%) und 20 weiblichen (47,6 %) Teilnehmern. Zum Untersuchungszeitpunkt waren
13 Mitglieder (31 %) éalter als 63 Jahre und 28 Mitglied (66,7 %) jlnger als 63 Jahre. Fir einen
Probanden fehlte die Altersangabe.

In der Tumorkohorte wiesen 22 (68,8%) Patienten positive HLA-E Werte im untersuchten Blutserum
auf. Bei 10 (31,3%) Tumorpatienten konnte kein HLA-E im Serum nachgewiesen werden. In der
Kontrollgruppe war HLA-E bei 35 (83,3%) Probanden nachweisbar. Bei 7 (16,7%) Probanden der
Kontrollgruppe konnte kein HLA-E nachgewiesen werden. Das mittlere Alter betrug 59 Jahre. Die
Altersspanne erstreckte sich von 20 bis 86 Jahre.

Samtliche Tumoren wurden histopathologisch als Plattenepithelkarzinome klassifiziert und waren in der
Mundhdhle lokalisiert. Die T-Klassifikation war wie folgt verteilt: T1 wurde bei 6 (18,8%), T2 und T3
wurde bei 7 Patienten diagnostiziert (T2: 21,9% und T3: 21,9%). 12 Patienten wiesen das Stadium T4
(37,4%) auf. 22 Probanden der Patientengruppe hatten negative Lymphknoten (68,8%). Bei 9 Probanden
wurden Lymphknotenmetastasen (28,1%) diagnostiziert. Bei einem Patienten fehlten die Angaben zum
Lymphknotenstatus (3,1%) Das UICC-Stadium | war bei 6 Patienten (18,8%) vertreten. 5 Probanden
zeigten Stadium 11 und bei 7 Probanden wurde das Stadium 111 (UICC I1I: 15,6%; UICC IlI: 21,9%)

klassifiziert. Das Stadium IV wurde bei 13 Patienten (40,6%) diagnostiziert. Bei einem Patienten fehlten
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die Angaben zum UICC-Stadium. Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht (iber die Verteilung der klinisch-

pathologischen Parameter.

Da sowohl das Patienten- als auch das Kontrollkollektiv klein war, wurden die Daten zun&chst mit dem
Shapiro-Wilk (SW)- und Kolmogorov-Smirnov (KS)-Test auf Normalverteilung untersucht (Tabelle
10). Die Testergebnisse zeigten, dass keine Normalverteilung der Daten fir die SHLA-E-Konzentration
vorlag (KS p<0,001; SW p<0,001). Daher wurden zur Datenanalyse nur Tests fur nicht-normalverteilte

Daten verwendet.
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Tabelle 9: Ubersicht tber die klinisch-pathologischen Parameter der Patienten- und der

Kontrollgruppe der Enzyme Linked Immunosorbent Assay Kohorte.

Charakteristika Tumorgruppe Kontrollgruppe
Geschlecht Manner 18 (56,3) 22 (52,4)
Frauen 14 (43,8) 20 (47,6)
Alter > 65 13 (40,6) 13 (31)
<65 16 (50) 28 (66,7)
Fehlend 3(9,9) 1(2,4)
HLA-E Positiv 22 (68,8) 35 (83,3)
Negativ 10 (31,3) 7(16,7)
Histologie Plattenepithelkarzinom 32 (100)
T-Stadium 1 6 (18,8)
2 7(21,9)
3 7 (21,9
4 12 (37,4)
N-Stadium Positiv 9(28,1)
Negativ 22 (68,8)
Fehlend 1(3,1)
uUICC I 6 (18,8)
I 5 (15,6)
i 7(21,9)
v 13 (40,6)
Fehlend 13,1

Abkurzungen: UICC= Union Internationale Contre le Cancer

Tabelle 10: Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk-Test zur Uberprifung der Variablen sHLA-E-

Konzentration auf Normalverteilung.

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistik Df Signifikanz  Statistik Df Signifikanz
sHLA-E OD 0,12 74 0,020 0,923 74 <0,001
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4.2.2 Geschlechterspezifische Untersuchung der HLA-E Konzentration in der Tumor-

und Kontrollgruppe

Um einen moglichen Einfluss des Geschlechts auf die HLA-E Konzentration im Blut der Tumor- und
Kontrollgruppe zu untersuchen, wurden die Werte der sHLA-E Konzentration in ein Rangsystem
Uberfuhrt. Dabei wurden die Werte der sHLA-E Konzentration 5 unterschiedlichen Réngen zugeordnet
(Rang 0 bis 4): Rang 0 beinhaltet alle negativen HLA-E Werte. Die positiven sHLA-Werte wurden in
25%-Schritten in 4 Range gegliedert: Dem 1. Rang wurden die SHLA-E Konzentrationen > 0 pg/ml und
< 15 pg/ml zugeordnet. Zum 2. Rang wurden die SHLA-E Konzentrationen >15 pg/ml und < 30 pg/ml
zusammengefasst. Rang 3 umfasst sHLA-E Werte > 30 pg/ml und < 45 pg/ml. Die lbrigen Werte

wurden Rang 4 zugewiesen (Tabelle 11).

AnschlieBend wurde anhand der Rénge eine Kreuztabelle erstellt, die die Verteilung der
Tumorpatientenkohorte und der gesunden Kontrollgruppe geschlechtsspezifisch darstellen sollte
(Tabelle 12). Innerhalb der Tumorgruppe zeigte sich, dass Manner in 77,8% der untersuchten Falle keine
oder eine niedrige HLA-E Konzentration (Rang 0 und 1) aufwiesen. Nur ein Proband (4,76%) wies eine
hohe HLA-E Konzentration (Rang 3 und 4) bei der Untersuchung auf.

Die Verteilung bei den weiblichen Tumorpatienten zeigte ein anderes Bild: 41,8% der weiblichen
Tumorpatienten wiesen keine oder eine niedrige SHLA-E Konzentration bei der Untersuchung auf. 5
Probanden (35,7%) zeigten eine hohe sHLA-E-Konzentration im Blutserum.

Innerhalb der Kontrollgruppe wiesen 27,2 % der Manner keine oder eine niedrige sHLA-E
Konzentration auf. 6 Probanden (27,2%) zeigten eine hohe sHLA-E Konzentration bei der
Untersuchung. Das Verteilungsmuster innerhalb der weiblichen Kontrollgruppe zeigte, dass 45% der
Kontrollgruppenprobandinnen keine oder eine niedrige SHLA-E-Konzentration aufwiesen. Bei 30% der

Teilnehmerinnen konnte eine hohe sHLA-E Konzentration nachgewiesen werden.
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Tabelle 11: Einordnung der sHLA-E Konzentration in Range von 0 bis 4.

SHLA-E Rang
Konzentration
0
2,872
5,574
7,361
7,361
7,917
8,194
8,75
8,75
9,028
12,661
12,855
12,92
12,984
13,114
13,695
13,889
14,018
14,276
15,31

NRPRRPRRPRRPRRRPRPRRPRPRRERRPRRRERLO

Tabelle 12: Kreuztabelle.

(Patientengruppe und Kontrollgruppe) aufgetragen.

SHLA-E Rang SHLA-E Rang
Konzentration Konzentration
15,762 2 30 3
16,15 2 31,846 3
16,537 2 32,231 3
17,119 2 33,923 3
17,442 2 34 3
19,186 2 34,077 3
19,444 2 34,231 3
21,576 2 35,385 3
21,705 2 37,846 3
22,804 2 38,308 3
23,45 2 38,308 3
24,16 2 39,385 3
24,289 2 39,846 3
24,677 2 42,462 3
25,692 2 49,231 4
25,923 2 49,538 4
27,231 2 50,211 4
27,769 2 62,658 4
28,308 2 62,658 4
28,462 2
Die HLA-E-Range wurden gegen die untersuchten Kohorten

Geschlecht sHLA-E-Rang Kohorte
Manner Tumorpatienten Kontrollgruppe
(Prozent) (Prozent)

0 7(38,9) 3(13,6)
1 7 (38,9) 3 (13,6)
2 3(16,7) 10 (45,5)
3 0 (0) 5(22,7)
4 1(5,6) 1(4,5)

Frauen 0 3(21,4) 4 (20)
1 3(21,4) 5 (25)
2 3(21,4) 5 (25)
3 4 (28,6) 4 (20)
4 1(7,1) 2 (10)
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4.2.3 Geschlechterspezifische Untersuchung der sHLA-E Konzentrationen in der
Tumorgruppe

Um die Beobachtungen aus Tabelle 12 genauer zu untersuchen, wurde ein Mann-Whitney-U Test
durchgefuhrt. Es wurde die sHLA-E-Konzentration im Blutserum geschlechtsdifferenziert in der
Tumorkohorte untersucht. Ein Vergleich der sHLA-E Konzentration zwischen Mannern und Frauen
dieser Gruppe zeigte, dass Frauen der Tumorgruppe einen signifikant htheren mittleren Rang (20,18)
aufwiesen als Manner (13,64) (Mann-Whitney-U Test: N: 32; U= 177,5; W=282,5; p=0,049)
(Abbildung 10 B).

In einem weiteren Schritt wurde die geschlechtspezifischen Unterschiede der sHLA-E Konzentrationen
zwischen Mannern und Frauen der Kontrollgruppe analysiert. Dabei konnte kein signifikanter
geschlechtsspezifischer Unterschied der sHLA-E-Konzentrationen (Mittlerer Rang Ménner: 22,48;
Mittlerer Rang Frauen: 20,43) in der Kontrollgruppe festgestellt werden (Mann-Whitney-U Test: N=
42; U=198,5; W=408,5; p=0,587) (Abbildung 10 C).

4.2.4 Korrelation zwischen der sHLA-E Konzentration und den klinischen Parametern

in der Tumor- und Kontrollgruppe

AnschlieBend wurden die klinischen Parameter Geschlecht, Alter, N-Klassifikation, T-Klassifikation
und UICC-Stadium im Zusammenhang mit den léslichen HLA-E-Werten mit einer bivariaten
Korrelationsanalyse nach Spearman untersucht (Tabelle 13). Lediglich fur das Geschlecht konnte ein
positiv signifikanter Zusammenhang mit der sHLA-E Konzentration festgestellt werden. Alle anderen
klinisch-pathologischen Parameter zeigten keinen Zusammenhang mit der sHLA-E Konzentration.
Auch in der geschlechterspezifischen Betrachtung konnten in der Spearman”schen Korrelation keine
signifikanten Korrelationen zwischen der sHLA-E Konzentration und den klinisch-pathologischen

Parametern aufweisen (Tabelle 14).
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Tabelle 13: Spearman'sche Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter Geschlecht, Alter, N-

Klassifikation und UICC-Stadium mit den sHLA-E-Werten des Patientenkollektivs

Charakteristika Spearman’s Rho p-Wert
Geschlecht 0,357 0,045*
Alter (>65, <65) 0,202 0,294
T-Hoch/Niedrig 0,068 0,711
N positive/negativ -0,115 0,546
uiCcC 0,031 0,869

Signifikante Ergebnisse sind mit * markiert, das Signifikanzniveau liegt bei einem p-Wert < 0,05

Tabelle 14: Spearman'sche Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter Alter, N-Klassifikation

und UICC-Stadium mit den sHLA-E-Werten des Patientenkollektivs geschlechtsdifferenziert

Charakteristika Spearman’s Rho p-Wert

Frauen uicC 0,16 0,584
Alter (>65, <65) 0,134 0,662

T-Hoch/niedrig 0,146 0,618

N positive/negativ 0,061 0,842

Manner uUiCcC -0,118 0,651
Alter (>65, <65) -0,064 0,813

T-Hoch/Niedrig -0,43 0,865

N positive/negativ -0,227 0,381
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4.25 Vergleich der sHLA-E Konzentration zwischen der Tumor- und der

Kontrollgruppe

In einem weiteren Schritt wurde die sHLA-E Konzentration der Tumorgruppe mit der sHLA-E
Konzentration der Kontrollgruppe verglichen, wofir ein Mann-Whitney-U Test verwendet wurde. Der
Test zeigte, dass die SHLA-E Konzentration in der Kontrollgruppe signifikant héher war als die SHLA-
E Konzentrationen der Tumorgruppe (N=74; U=461; W=989; p=0,021) (Abbildung 10 A). Bei
genauerer Betrachtung zeigte sich, dass es einen geschlechtlichen Unterschied in der sHLA-E
Konzentration zwischen Méannern und Frauen gab: Wahrend bei Ménner eine signifikant niedrigere
SHLA-E Konzentration im Serum der Tumorgruppe nachweisbar war als in der Kontrollgruppe (Mann-
Whitney-U Test: N=40; U=312,5; W=565,5; p=0,001) (Abbildung 10 E), konnte bei Frauen kein
Unterschied in der sHLA-E Konzentration zwischen Tumor- und Kontrollgruppe festgestellt werden
(Mann-Whitney-U Test: N=34; U=134; W=353; p=0,916) (Abbildung 10 D). In der Kontrollgruppe
konnte kein signifikanter Unterschied in der sHLA-E-Konzentration zwischen den mannlichen und
weiblichen Probanden festgestellt werden (Mann-Whitney-U Test: N: 42; U= 198,5; W=408,5;
p=0,587) (Abbildung 10 C).
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Abbildung 10: Vergleich der sHLA-E-Konzentrationen zwischen verschiedenen Gruppen. Der
statistische Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt. Der
Median ist durch einen fetten horizontalen Balken dargestellt. Der Interquartilsbereich ist durch die
Whisker gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind durch Sternchen

markiert. * kennzeichnet einen p-Wert < 0,05. *** kennzeichnet einen p-Wert < 0,001.
A) Streudiagramm, das die Unterschiede in den sHLA-E-Werten zwischen der Tumor- und der

Kontrollgruppe zeigt. Der Mann-Whitney-U Test ergab eine signifikant héhere sHLA-E-Konzentration
in der Kontrollgruppe als in der Tumorgruppe (p=0,021).
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(B) Tumorgruppe
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B) Das Streudiagramm zeigt die SHLA-E-Konzentrationen von Frauen und Mannern in der
Tumorgruppe. Der Mann-Whitney-U Test ergab eine signifikant hohere sHLA-E-Konzentration bei
Frauen als bei Mannern (p=0,049).
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C) Das Streudiagramm zeigt die sHLA-E-Konzentrationen von Frauen und Mannern in der
Kontrollgruppe. Der Mann-Whitney-U Test ergab keinen Unterschied in der sHLA-E-Konzentration

zwischen Frauen und Ménnern der Kontrollgruppe (p=0,587).
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(D) Frauen
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D) Streudiagramm, das die Unterschiede in den sHLA-E-Konzentrationen zwischen den weiblichen
Probanden in der Tumorgruppe und den weiblichen Probanden in der Kontrollgruppe zeigt. Der Mann-
Whitney-U Test zeigte keine Unterschiede in der sHLA-E-Konzentration bei den Frauen der

Tumorgruppe im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe (p=0,916).
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E) Streudiagramm, das die Unterschiede in den sHLA-E-Werten zwischen den ménnlichen Probanden
der Tumorgruppe und den ménnlichen Probanden der Kontrollgruppe zeigt. Der Mann-Whitney-U Test
ergab eine signifikant niedrigere SHLA-E-Konzentration bei den mannlichen Probanden der

Tumorgruppe im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe (p=0,001).
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5 Diskussion

Plattenepithelkarzinome (OSCC) der Mundhohle gehéren nach wie vor zu den hdaufigsten
Tumorentitaten weltweit. Die Prognose ist mit einer 5-Jahres Uberlebensrate von 62% bei Frauen und
52% bei Mannern eher schlecht, was an dem h&ufigen Auftreten von Rezidiven und dem Auftreten von
Zweittumoren liegt (108).

Orale Plattenepithelkarzinome treten insbesondere bei Mé&nnern ab einem Alter von 55 Jahre mit einem
chronischen Nikotin- und/oder Alkoholabusus in der Krankengeschichte auf. Neben dem Noxenabusus
als klassischen Risikofaktor fir die Entwicklung von oralen Plattenepithelkarzinomen spielt,
insbesondere bei den Frauen, auch das Alter eine relevante Rolle (76): Durch den demographischen
Wandel unserer Gesellschaft erkranken immer h&ufiger &ltere Menschen ohne das Zuwirken der
klassischen Risikofaktoren an dieser Tumorentitat. Im Gegensatz zu den Noxen-begtinstigten Tumoren,

die vermehrt bei Ménnern auftreten, sind von den altersassoziierten Tumoren eher Frauen betroffen.

Nach wie vor bildet die operative Entfernung der Tumormasse, oft begleitet durch eine (neo-)adjuvante
Radio(-chemo) -Therapie, den Goldstandard des therapeutischen Vorgehens. In den letzten Jahren
kamen mit den Immuncheckpoint-Inhibitoren eine neue Séule zu diesem Therapiekonzept hinzu: Der
PD-L1 Hemmer Pembrolizumab ist seit wenigen Jahren fiir die Therapie metastasierter und/oder
rezidivierender oraler Plattenepithelkarzinome zugelassen (77). Mit Monalizumab, einem Antikdrper,
der auf die Blockade der hemmenden HLA-E — NKG2A-Achse der Immunzellen abzielt, befindet sich
ein neuer Immuncheckpoint-Inhibitor in klinischen Studien. Allerdings wirken Immuncheckpoint-
Inhibitoren nur bei einem kleinen Teil der behandelten Patienten (dauerhaft). Auch zwischen Ménnern
und Frauen bestehen Unterschiede in der Ansprache auf eine Therapie mit Immuncheckpoint-
Inhibitoren: Ménner sprechen besser auf eine alleinige Therapie mit ICIs an, wéhrend Frauen mehr von

einer Kombination aus ICIs und der klassischen Chemotherapie profitieren.

Sowohl das gehéufte risikofaktorenunabhangige Auftreten von OSCC bei Frauen im fortgeschrittenen
Alter als auch das unterschiedliche Ansprechen von Mannern und Frauen auf die Therapie mit ICls l&sst

Unterschiede in der antitumoralen Immunantwort von Mannern und Frauen vermuten.

Die Immunhistochemie eines Gewebe-Mikroarrays bietet eine gute Mdglichkeit zur

geschlechterspezifischen Untersuchung der Expression von Immuncheckpoints auf Tumorzellen.
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Allerdings darf der Tumor nicht isoliert betrachtet werden: Eine Krebserkrankung wird zunehmend als
eine systemische Erkrankung verstanden, sodass den Interaktionen zwischen dem Tumor, dem
peritumoralen Gewebe und den Immunzellen immer mehr wissenschaftliches Interesse zugeschrieben
wird. Folglich ist es von groRer Bedeutung sowohl die Immunescape-Mechanismen der Tumorzellen
regional als auch mogliche globale Einflisse auf die Immunantwort geschlechterspezifisch zu

untersuchen.

5.1 Methodenauswahl und Grenzen

Seit ihrer ersten dokumentierten Anwendung im Jahr 1942 (27) hat sich die Immunhistochemie als eine
der géngigsten Methoden in der Diagnostik und der Wissenschaft etabliert. Durch die Bindung von
Antikorpern an spezifische Antigene ermdglicht sie die visuelle Darstellung der Verteilung und der

Lokalisation zelluldrer Bestandteile.

Die Immunhistochemie bietet den Vorteil, dass in Formalin fixierte und paraffinierte Proben verwendet
werden kdnnen. Somit besteht die Mdglichkeit, Proben einzulagern und zu einem spateren Zeitpunkt zu
farben (68). So steht eine ausreichende Probandenzahl fiir eine aussagekraftige statistische Analyse,
auch bei der Untersuchung seltener Gewebeanomalien, zur Verfugung. Darlber hinaus ist die Methode
relativ kostengiinstig und zeitsparend. Allerdings steht nicht fur jedes Antigen ein passender Antikérper
zur Verfiligung. Insbesondere weisen neu verfligbare Antikorper im Verlauf haufig eine schlechtere
Spezifitat auf als anfanglich vermutet. Weithin verlieren paraffinierte Gewebeschnitte nach einiger Zeit
ihre Antigenitat. Antigene lassen sich durch ihre spezifischen Antikérper schlechter nachweisen (45),
was insbesondere bei direkten Vergleichen der Farbung verschieden alter Schnittpraparate

problematisch ist.

Ein Vorteil IHC gegeniiber weiteren, proteinquantifizierenden Untersuchungen (z.B. Western Blot) liegt
darin, dass die IHC eine genaue Lokalisation des Zielproteins in oder auf der Zelle erlaubt. Die
Lokalisation ist wiederum bei der Interpretation der Ergebnisse im klinischen Kontext eine wichtige

Information.

Wird fur die Durchfiihrung einer IHC ein Gewebe-Mikroarray verwendet, lassen sich die bereits

genannten Vorteile noch durch weitere ergénzen: Bei einem TMA werden viele kleine Patientenproben
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simultan untersucht. Dies resultiert in einer besseren Vergleichbarkeit der Farbungen, da die dufl3eren
Faktoren (Einwirkzeiten, etc.) fir alle Proben auf dem Objekttrager exakt gleich sind (53). Durch das
Aufbringen vieler Proben auf wenige Objekttrager wird auBerdem Zeit und Geld gespart, da nur ein
Bruchteil der Materialien und Reagenzien benétigt wird. Zudem wird aus dem Donorblock nur eine
geringe Materialmenge entnommen, sodass der Block fiir weitere Untersuchungen verwendet werden
kann (53).

Allerdings weist ein TMA auch Grenzen auf, die bedacht werden mussen: Ein Nachteil eines TMAs ist
die mangelnde Reprasentativitét der einzelnen Stanzen (53). Die einzelnen Stanzen weisen einen kleinen
Durchmesser auf und représentieren folglich nicht das komplette, oft heterogen gestaltete Gewebe.
Durch die Betrachtung nur kleiner Gewebeanteile kann es somit zu einem Informationsverlust oder zu
fehlerhaften Rickschliissen kommen. Dieser Problematik kann entgegengewirkt werden, wenn mehr als
nur eine Gewebestanze eines Patienten untersucht wird. Ein weiterer Nachteil ist der hohe Zeitaufwand,
der die Herstellung eines TMAs bedeutet. Neben dem Recherchieren geeigneter Probanden, das auch
fir das konventionelle Farben von Schnitten unerlasslich ist, miissen HE-Schnitte relevanter
Gewebeproben mikroskopiert und, bei handischen Stanzverfahren, die zu stanzenden Areale markiert
werden. Auch der eigentliche (handische) Stanzvorgang ist zeitintensiv, da jede Stanze einzeln vom
Donorblock in den Akzeptorblock transferiert wird. Bei einer entsprechenden Gestaltung des TMA
bietet diese Methode, insbesondere in Kombination mit der IHC, eine gute Madglichkeit

Proteinexpressionen eines groRen Patientenkollektivs schnell und kostengtinstig zu untersuchen.

Eine IHC bietet allerdings nicht die Mdglichkeit, Antigene in Koérperfluiden quantifizieren zu kénnen.
Hierfir eignen sich Methoden wie ein ELISA. Verglichen mit einem Western Blot, der auch zur
Quantifizierung von in Korperfliissigkeiten vorliegenden Substrate verwendet werden kann, ist die
Durchfiihrung eines ELISAs schnell und kostengunstig (6). Der Antigengehalt kann in vielen Proben
gleichzeitig untersucht werden. Allerdings lasst sich in einem ELISA nur ein Antigen untersuchen. Ein
Western Blot bietet die Mdglichkeit der simultanen Untersuchung mehrerer Antigene (48). Da in dieser
Studie die sHLA-E Konzentration im Serum vieler Probanden untersucht werden sollte, wurde sich

aufgrund der genannten Vorteile fiir die Durchfiihrung eines ELISAs entschieden.
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5.2  HLA-E Expression als geschlechtsunabhéngiger prognostischer Marker

Im ersten Teil der Studie wurde die HLA-E Expression anhand eines grofien Kollektivs aus Patienten
mit oralem Plattenepithelkarzinom untersucht. Anschliefend erfolgte eine Analyse der Klinisch-
pathologischen Parameter des Patientenkollektivs zusammen mit den durch die immunhistochemisch
gewonnenen Daten der HLA-E Expression. Es konnte gezeigt werden, dass eine erhéhte HLA-E-
Expression mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium assoziiert ist (T-Stadium (SRC; p=0,003),
UICC-Stadium (SCR; p=0,002) und Rezidive (SRC; p=0,041)). In Ubereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen berichten Babay et al., dass eine erhéhte HLA-E Expression bei Patientinnen
mit Eierstockkrebs mit einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium assoziiert ist (10). Es gibt
allerdings auch widersprichliche Studien, die keinen Zusammenhang zwischen der HLA-E Expression
und den untersuchten klinisch-pathologischen Parametern feststellen konnten (40, 43). Ein mdglicher
Grund fir einen fehlenden Zusammenhang zwischen der HLA-E Expression und den von Gooden et al.
untersuchten Zervixkarzinome konnte das frihe T-Stadium darstellen. Mdglicherweise ist eine
Korrelation zwischen der HLA-E-Expression und T-Stadium bei kleineren Tumoren weniger deutlich
nachweisbar als bei Tumoren mit einem fortgeschrittenen T-Stadium. Zudem wurden in allen
aufgelisteten Studien andere Tumorentititen untersucht, sodass Vergleiche mit der vorliegenden Studie

nur bedingt méglich sind.

In der folgenden Uberlebensanalyse konnte gezeigt werden, dass das progressionsfreie und das
Gesamtiiberleben von Patienten mit einer hohen HLA-E Expression signifikant schlechter ist als das
Uberleben der Patienten mit niedrigerer HLA-E Expression (PFS: Log-Rank-Test: p=0,003, OS: Log-
Rank-Test: p=0,01). In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen konnten Bossard et al. eine
erhdhte HLA-E Expression bei Patienten mit kolorektalem Karzinom mit einer schlechteren Prognose
assoziieren (18). Analoge Ergebnisse konnten auch in weiteren Studien gezeigt werden (52, 111).
Allerdings gibt es auch Studien mit widerspriichlichen Ergebnissen: Benevolo et al. konnten eine
erhohte HLA-E Expression mit einer besseren Prognose bei Patienten mit kolorektalen Karzinom
assoziieren (14). In der Metastudie von Baysal et al. konnte eine erhohte HLA-E Expression bei HNSCC
Patienten mit einer besseren Prognose assoziiert werden (12). Auch fiur Plattenepithelkarzinome des
Osophagus wurde eine hohe HLA-E Expression als unabhingiger Marker fiir ein besseres Outcome
bestatigt (109). Einen mdglichen Grund fir diese divergierenden Ergebnisse stellt die komplexe
Funktion von HLA-E bei der Immunantwort dar: HLA-E kann sowohl hemmende als auch aktivierende
Wirkungen auf natirliche Killerzellen (NK) haben. Xu et al. leiteten die abweichende prognostische
Bedeutung einer hohen HLA-E-Expression aus einer moglichen unterschiedlichen Wirkung von HLA-

E in verschiedenen Tumoren ab (109).
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Die durchgefiihrte Multivariatanalyse bestétigte die HLA-E Expression als prognostisch unabhéngigen
Marker sowohl fiir das progressionsfreie Uberleben (HR 3,129; K1 1,443-6,787; p=0,004) als auch fiir
das Gesamtiiberleben (HR 2,328; Kl 1,071-5,06; p=0,033). Die klinischen Parameter T-Stadium und
UICC-Stadium, anhand derer Therapieentscheidungen getroffen werden, konnten in der multivariaten
Analyse nicht als unabhéngige prognostische Marker bestatigt werden. Neben der HLA-E Expression
konnte einzig der Lymphknotenstatus als unabhé&ngiger prognostischer Marker fir ein schlechteres PFS
und OS bestatigt werden (PFS: HR 4,764; KI 1,607- 14,120; p=0,005; OS: HR 2,663; KI 1,086-6,526;
p=0,032). Diese Erkenntnis unterstreicht die Wichtigkeit von HLA-E als Biomarker, um Patienten
hinsichtlich ihrer Prognose zu klassifizieren. Hinzu kommt, dass sich mit Monalizumab ein Antikérper
in der klinischen Studienphase befindet, der die Immunzell-inhibierende NKG2A — HLA-E-Achse
blockiert. Eine hohe HLA-E Oberflachenexpression konnte bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
im Kopf-Halsbereich mit einer héheren Wirksamkeit von Monalizumab in Verbindung gebracht werden
(60). So kommt der Bestimmung der Oberflaichen-HLA-E Expression nicht nur eine prognostische
Bedeutung zu, sondern kénnte in Zukunft sowohl fur die Therapieentscheidung als auch fir das

Abschatzen der Wirksamkeit einer Monalizumab-Therapie bei OSCC-Patienten bedeutend sein.

5.3  Soluble HLA-E ist in der Kontrollgruppe signifikant héher nachweisbar als in der
Tumorgruppe

Im zweiten Teil der Studie sollte die I6sliche Form von HLA-E (sHLA-E) im Blut eines kleineren
Kollektivs aus Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom mittels ELISA untersucht und mit der
SHLA-E Konzentration einer gesunden Kontrollgruppe verglichen werden. Ziel war es, potentielle
SHLA-E Konzentrationsunterschiede zwischen der Tumor- und der gesunden Kontrollgruppe,
insbesondere vor einem geschlechterdifferenzierten Hintergrund, zu untersuchen. Innerhalb der
Tumorgruppe sollten die sHLA-E Konzentration mit den klinisch-pathologischen Parametern

Geschlecht, Alter, T- und N-Klassifikation sowie dem UICC-Stadium korreliert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die SHLA-E Konzentration der Kontrollgruppe signifikant hoher war als
die sHLA-E Konzentration der Tumorgruppe (Mann-Whitney-U Test: N=74; U=461; W=989;
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p=0,021). Bei genauerer Betrachtung zeigte sich ein geschlechterspezifischer Unterschied in der sHLA-
E Konzentration zwischen Mannern und Frauen: Wahrend in der mannlichen Tumorkohorte eine
signifikant niedrigere SHLA-E Konzentration im Serum nachweisbar war verglichen mit der gesunden
Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U Test: N=40; U=312,5; W=565,5; p=0,001), konnte bei Frauen kein
statistisch  signifikanter Unterschied in der sHLA-E Konzentration zwischen Tumor- und
Kontrollgruppe festgestellt werden (Mann-Whitney-U Test: N=34; U=134; W=353; p=0,916).

Bislang gibt es nur wenige Studien, in denen die SHLA-E Konzentration im Blut von Probanden mit
einer Tumorerkrankung mit der sSHLA-E Konzentration im Blut wvon gesunden
Kontrollgruppenprobanden vergleichen wird (7, 73, 75). Wie die vorliegende Studie untersuchen auch
diese Studien den Zusammenhang zwischen der sHLA-E Konzentration im Blut und dem
Vorhandensein eines Tumors. Allerdings weisen diese Studien bedeutende Unterschiede auf verglichen
mit der vorliegenden Studie: Es wurden andere Tumorentitaten und andere Korperfluide untersucht (73).
Auch in der statistischen Auswertung gibt es Unterschiede: Die sSHLA-Konzentrationen wurden weder
in der Tumor- noch in der Kontrollgruppe geschlechterspezifisch betrachtet. Aufgrund dieser
Unterschiede sollte ein direkter Vergleich der Ergebnisse der oben angefuhrten Studien mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie unterbleiben. Allerdings kénnen die Studien Hinweis und Ideen

flir Interpretationsansatze liefern.

Die Ergebnisse dieser Studie erweitern somit das Spektrum der bisherigen Forschungsergebnisse: In der
Studie von Allard et al. weisen Melanompatienten eine signifikant hthere SHLA-E Konzentration im
Serum auf als die Probanden der gesunden Kontrollgruppe (7). Auch in weiteren Studien ist die SHLA-
E Konzentration in der Tumorgruppe héher als die der Kontrollgruppe (73, 75). Allerdings wurde in der
Studie von Morandi et al. die SHLA-E Konzentration im Blutplasma und nicht im —serum untersucht
(73). Es wird jedoch nicht immer eine erhohte sHLA-E Konzentration in der Tumorgruppe
nachgewiesen: In einer anderen Studie zeigten Morandi et al., dass es keinen Unterschied zwischen der
SHLA-E Konzentration im Serum von Neuroblastompatienten gibt verglichen mit einer gesunden
Kontrollgruppe. Sie folgern daraus, dass Neuroblastomzellen eher nicht an der Freisetzung von sHLA-
E beteiligt sind (74). Ahnliches konnte auch in der weiblichen Kohorte der vorliegenden Studie
beobachtet werden: Zwischen der sHLA-E Konzentration der weiblichen Tumorpatienten und den
weiblichen Teilnehmern der Kontrollgruppe konnte kein Unterschied in der sHLA-E Konzentration

festgestellt werden.

Ein mdglicher Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der vorliegenden Studie verglichen mit der
aktuellen Literatur stellt die dort fehlende geschlechterspezifische Betrachtung der sHLA-E
Konzentrationen in Tumor- und Kotrollgruppe dar. In der vorliegenden Studie konnten durch die

geschlechterspezifische Aufschlisselung signifikante Unterschiede in der sHLA-E Konzentration
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zwischen Tumor- und Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Eine geschlechterundifferenzierte
Betrachtung der klinischen Parameter verschleiert moglicherweise SHLA-E Unterschiede. Ein weiterer
Grund fr die divergierenden Ergebnisse der vorliegenden Studie verglichen mit weiteren Studien stellt
die Tumorentitat dar.

54  HLA-E Expression und sHLA-E Konzentration sind unabhéngig voneinander

Ein positiv korrelierender Zusammenhang zwischen der membranstdndigen HLA-E Expression und der
im Blut geldsten sHLA-E Konzentration scheint zunéchst obligat. In der vorliegenden Studie konnte ein
solcher Zusammenhang nicht festgestellt werden. Auch in der aktuellen Literatur lassen sich Beispiele
fur einen fehlenden Zusammenhang zwischen der Oberflachen-HLA Expression und der sHLA
Konzentration im Blut finden: Bei einer Kohorte bestehend aus Patienten mit Magenkrebs konnten
Farjandian et al. keinen Zusammenhang zwischen der HLA-G Expression und seiner gelosten Form
feststellen (35). Auch zwischen der Oberflachenexpression von HLA-E und sHLA-E muss laut Kessler
et al. (55) nicht unbedingt ein Zusammenhang bestehen.

Mdgliche Griunde fir diesen fehlenden Zusammenhang lassen sich in der Literatur finden. Dabei werden
die Tumorumgebung und weitere, SHLA freisetzende, Zellen als Erklarungsansatz herangezogen. Des
Weiteren sind auch Unterschiede in der Hochregulation von membranstandigen HLA und der
Freisetzung seiner gelosten Form denkbar. Farjandian et al. fiihren als Erklarungsansatz fur einen
fehlenden Zusammenhang zwischen der Oberflachen HLA-G Expression auf Magenkrebszellen und der
im Blut geldsten Konzentration von sHLA-G eine Isoform von sHLA-G an, die von anderen Zellen
freigesetzt wird (35). SHLA-G wird nicht nur von Tumorzellen freigesetzt. Auch CD 4* T-Zellen kénnen
SHLA-G sekretieren (63). Fir sHLA-E waére ein ahnlicher Mechanismus denkbar: Coupel et al. konnten
zeigen, dass in vitro die Freisetzung von sHLA-E auch durch endotheliale Zellen, die durch
proinflammatorische Zytokine aktiviert wurden, erfolgen kann. Einen weiteren Erklarungsansatz fir den
fehlenden Zusammenhang des membranstandigen und geldsten HLA suchen Kessler et al. in der
Tumorumgebung (55). Sie nehmen an, dass die SHLA Freisetzung solider Tumoren verglichen mit der
SHLA Freisetzung hamatoonkologischer Tumoren, die sHLA effektiver direkt in das Blut freisetzen,

durch das tumorumgebende stromale Gewebe eingeschrankt sein konnte. Da orale
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Plattenepithelkarzinome zu den soliden Tumoren gezahlt werden, kann dieser Erklarungsansatz fur den

fehlenden Zusammenhang des membranstandigen und der geldsten HLA-E beriicksichtigt werden.

Zusétzlich zu den bereits genannten Punkten sollte die Regulation der HLA-E Expression und der
SHLA-E Freisetzung ber(cksichtigt werden: Sowohl die Expression von HLA-E als auch die
Freisetzung von sHLA-E werden von proinflammatorischen Zytokinen positiv beeinflusst (8).
Allerdings muss beachtet werden, dass HLA-E vornehmlich durch proteolytische Spaltvorgange, die
durch Metalloproteasen wie MMP-9 (31, 97) und ADAM 17 (75) katalysiert werden, von der
Zelloberflache freigesetzt wird (Siehe Kapitel 2.2.2 ,,L.osliche HLA-E Molekiile®). Die Aktivitit der
MMPs ldsst sich auf unterschiedlichen Ebenen regulieren: Uber die Genexpression mit
posttranskiptioneller Modifikation, tiber die Kompartimentierung und tber aktivierende und hemmende
Liganden. Solche Liganden, wie etwa die inhibitorischen Molekiile TIMS und a2 Makroglobulin,
mussen keinen Einfluss auf die HLA- Expression haben. Sie scheinen aber Einfluss auf die Freisetzung
von sHLA zu haben (66). Je nachdem, ob im Tumormilieu mehr aktivierende oder hemmende Faktoren
vorhanden sind, kann dies ein Erklarungsansatz fir den fehlenden Zusammenhang zwischen der

Expression und der Freisetzung von HLA sein.

Diese Erklarungsansatze liefern mogliche Griinde, weshalb keine Korrelation zwischen der HLA-E
Expression und der sHLA-E Konzentration bestehen muss. In der Literatur lassen sich zusétzlich
Hinweise auf einen geschlechterabhéngigen Einfluss auf die Aktivitat der MMPs finden: Nilsson et al.
konnten zeigen, dass das Sexualhormon Ostrogen Einfluss auf die Regulation der MMP 9-Aktivitat bei
Brustkrebspatientinnen hat, wobei Ostrogen mit einem verminderten Proteinlevel assoziiert wurde (39,
82).

5.5  sHLA-E als prognostischer Marker ftir Patienten mit OSCC

Unter einem prognostischen Marker wird eine Messgrof3e verstanden, die der Risikoabschdtzung fur das
Auftreten zukinftiger Ereignisse, z.B. Rezidiven, oder dem Uberleben dient (88). In ihrer Studie ziehen
Morinaga et al. SHLA-E als prognostischen Marker bei Patienten mit Magenkarzinom in Betracht (75).
Sie konnten zeigen, dass Patienten in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium eine signifikant héhere
SHLA-E Konzentration aufweisen als Patienten in einem friiheren Krankheitsstadium. Auch bei

Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom ist sSHLA-E im Blut nachweisbar. Es stellt sich daher die
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Frage, ob sHLA-E auch als prognostischer Marker fiir Patienten mit OSCC in Betracht gezogen werden

kann.

In der vorliegenden Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der sHLA-E
Konzentration im Blut und den klinisch-pathologischen Parametern, die mit der Tumoraggressivitat
assoziiert sind (T-Stadium, N-Stadium, UICC-Stadium), gefunden werden (Kapitel 4.3.4, Tabelle 13).
Aufgrund des kurzen Nachbeobachtungszeitraums kann zudem keine Aussage (ber einen
Zusammenhang zwischen der sHLA-E Konzentration und dem progressionsfreien Uberleben sowie dem
Gesamtiiberleben getroffen werden. Somit erfullt SHLA-E die Funktion eines prognostischen Markers,
wie sie von Riley et al. formuliert wurde (88), nicht. sHLA-E scheint daher als prognostischer Marker

fiir Patienten mit OSCC ungeeignet zu sein.

Obwohl sHLA-E keinen prognostischen Wert fir Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen zu
haben scheint, sollte berlegt werden, ob er sich als potentieller Tumormarker fur orale
Plattenepithelkarzinome anbieten kénnte. Unter einem Tumormarker wird ein Molekul verstanden, das
bei neoplastischen Erkrankungen in verénderter Menge vorliegt. Ein Tumormarker sollte hoch
spezifisch und sensitiv sein und das Ergebnis reliabel. Zudem sollte er organspezifisch sein und einen
hohen prognostischen Wert aufweisen sowie mit dem Tumorstadium zusammenhangen. Allerdings
erfullt kein bisher bekannter Tumormarker alle Punkte (70). In der vorliegenden Studie ist die SHLA- E
Konzentration der Tumorgruppe signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe. Diese Dynamik ist fur
einen Tumormarker eher untypisch, da hé&ufig ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Tumorprogress und der Konzentration an Tumormarker festgestellt wird (37, 61, 94). Dartiber hinaus
sollte dem Fakt Beachtung geschenkt werden, dass dieser Unterschied vor allem durch die mannlichen
Probanden der Tumor- und Kontrollgruppe zustande kommt. Bei den weiblichen Teilnehmern der
beiden Gruppen konnte kein Unterschied in der SHLA-E Konzentration festgestellt werden (Kapitel
3.2.5 Abbildung 10). sHLA-E wirde als Tumormarker somit nur eine Teilmenge der mdglichen
Tumorpatienten mit einer ungewdhnlichen Dynamik représentieren. Wie bereits beschrieben hat die
SHLA-E Konzentration bei Patienten mit OSCC keinen prognostischen Wert und weist keinen
Zusammenhang mit dem Tumorstadium auf. Die sSHLA-E Konzentration ist zudem nicht
organspezifisch: Auch bei anderen Tumorentitdten wurde eine erhdhte sHLA-E Konzentration im
Blutserum nachgewiesen (75, 98). Auch bei entziindlichen Erkrankungen wie den ANCA-assoziierten
systemischen Vaskulitiden (28) oder der Takayatsu Arteriitis (38) ist die SHLA-E Konzentration im Blut
erhoht. Beziglich der Spezifitat, Sensitivitdt und Reliabilitdt missen weitere Experimente in einem
vergleichbaren Kollektiv durchgefiihrt werden. Folglich sind alle Punkte, die den Anspruch an einen

Tumormarker definieren (88), nicht erfullt. SHLA-E eignet sich folglich nicht als Tumormarker.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sHLA-E sowohl als prognostischer Marker als auch als
Tumormarker fir Patienten mit OSCC ungeeignet zu sein scheint. Allerdings fehlt in der vorliegenden
eine im zeitlichen Verlauf longitudinale Bewertung der sSHLA-E Konzentration. Weitere
Untersuchungen, die die SHLA-E Konzentration tber einen langeren Zeitraum im Zusammenhang mit

dem Uberleben untersuchen, wiirden eine sinnvolle Erganzung dieser Arbeit darstellen.

56  Auswirkungen der sHLA-E Konzentrationen auf die Tumorgenese und den

Gesamtorganismus geschlechterspezifisch betrachtet

Die genaue Funktion und Wirkung von sHLA-E ist noch nicht vollstdndig geklart. SHLA-E scheint eine
dhnliche Funktion zu haben wie sein membrangebundenes Aquivalent: Uber eine Bindung der
CD94/NKG2-Rezeptoren auf den NK- und CD8* T-Zellen nimmt auch sHLA-E eine
immunmodulierende Wirkung ein (104). Entsprechend der hohen Affinitat von membranstdndigem
HLA-E zum hemmenden CD94/NKG2A Rezeptorkomplex wirkt auch sHLA-E inhibierend auf die NK-
Zell-Funktion.

Diese Wirkung von sHLA-E wird in der Literatur in Bezug auf den Tumor und auf den Organismus
diskutiert: Morinaga et al. berichten in ihrer Studie von einem Zusammenhang zwischen sHLA-E und
der Immunflucht. sHLAE scheint die NK-Zellfunktion einzuschranken und somit die immunologische
Tumorabwehr zu hemmen. Coupel et al. (28) beleuchten in ihrer Studie jedoch einen weiteren Aspekt:
Durch seine geldste Form kann sHLA-E auch tumorfern wirken und somit Zellen vor einer

UberschieRenden Immunreaktion bewahren.

Lokal am Tumor betrachtet scheint sHLA-E Uber den entsprechenden Immunflucht- Mechanismus eine
tumorbegunstigende Wirkung zu haben. Bei Betrachtung des gesamten Organismus, insbesondere
tumorferner Regionen, kann sHLA-E ein protektiver Effekt auf das gesunde Gewebe zugesprochen

werden, der durch die Dynamik und Ortsungebundenheit von SHLA-E bedingt wird.

Vor diesem Hintergrund lassen die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterschiedliche
Interpretationsansatze zu, die sich auf mdgliche Freisetzungsorte von sHLA-E beziehen: Wird
angenommen, dass SHLA-E von den Tumorzellen freigesetzt wird, dann scheint die Tumorgenese in

der weiblichen Kohorte keinen Einfluss auf die SHLA-E Freisetzung zu haben. Mdoglicherweise sind die
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Zellen oraler Plattenepithelkarzinome, zumindest bei den weiblichen Tumorpatienten, eher nicht an der
Freisetzung von sHLA-E beteiligt, wie es auch bei Morandi et al. fur die SHLA-E Kozentration bei
Neuroblastompatienten beschrieben wurde (74). Allerdings liefert dieser Interpretationsansatz keine
Erklarung, weshalb die sHLA-E Konzentration der ménnlichen Tumorkohorte niedriger ist als die der
Kontrollgruppe.

Wird angenommen, dass sHLA-E nicht nur von den Tumorzellen, sondern auch durch aktivierte
Endothelzellen (28) oder Makrophagen (22) (Siehe Einleitung (73)) freigesetzt wird, kann die erhdhte
SHLA-E Konzentration der (mannlichen) Kontrollgruppe verglichen mit der Tumorgruppe als ein
regulérer Schutz des Organismus vor einer tiberméaRigen peripheren Immunreaktion verstanden werden.
Eine niedrigere SHLA-E Konzentration in der mannlichen Tumorkohorte verglichen mit der weiblichen
Tumorgruppe (Mann Whitney U-Test: N: 32; U= 177,5; W=282,5; p=0,049) (Abbildung 10 B) gibt
einen Hinweis auf eine tumornahe geringere Immunzell-Supprimierung der mannlichen Probanden

verglichen mit den weiblichen Patienten.

Nicht nur die sHLA-E Konzentrationsunterschiede zwischen Mannern und Frauen der Tumorgruppe
zeigen signifikante Unterschiede. Auch die Dynamik der sHLA-E Konzentration zwischen den
mannlichen und weiblichen Probanden der Tumor- und der Kontrollgruppe weist Unterschiede auf:
Waéhrend es bei Frauen keinen signifikanten Unterschied zwischen der sHLA-E Konzentration von
Frauen der Tumor- und der Kontrollgruppe gibt (Mann-Whitney-U Test: N=34; U=134; W=353;
p=0,916) (Abbildung 10 D), ist die sHLA-E Konzentration bei den ménnlichen Tumorpatienten
signifikant niedriger als bei den ménnlichen Probanden der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-U Test:
N=40; U=312,5; W=565,5; p=0,001) (Abbildung 10 E).

Bei Betrachtung von sHLA-E als immunmodulativer Marker (7) weist diese geschlechterabhangige
Dynamik der sHLA-E Konzentration darauf hin, dass der méannliche und der weibliche Organismus
unterschiedlich auf die Genese von oralen Plattenepithelkarzinomen reagieren. Fur orale
Plattenepithelkarzinome lassen sich diesbezuglich aktuell keine weiteren wissenschaftlichen Nachweise
zitieren. Allerdings konnen Nachweise fir geschlechterspezifische Unterschiede bei anderen
Tumorentitdten gezeigt werden: Ahmed et al. konnten, sowohl in der systemischen, als auch in der
lokalen immunologischen Antitumorantwort Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen
Patienten mit Pankreaskarzinom feststellen (3). Im Mausmodell konnten May et al. (72)
geschlechterspezifische Unterschiede sowohl des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems
bei M&usen mit Lungenkarzinom zeigen. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie liefern Hinweise
darauf, dass es auch bei OSCC einen geschlechterspezifischen Unterschied in der Reaktion des

Organismus auf den Tumor geben kdnnte.
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5.7 Madogliche Konsequenzen geschlechterspezifischer Immununterschiede auf die
Therapie von OSCC

Einige Studien geben bereits Hinweise darauf, dass Manner und Frauen nicht gleich gut auf die Therapie
mit Immuncheckpoint Inhibitoren ansprechen. So scheinen diese, wenn sie als Monotherapie
angewendet werden, bei M&nnern besser zu wirken als bei Frauen. Frauen weisen generell ein aktiveres
Immunsystem auf als Manner (107). Dadurch scheinen Therapieansatze, die die Immunantwort lediglich

verstarken sollen, bei Frauen weniger effektiv zu sein als bei Mannern.

In der vorliegenden Studie liegt bei den ménnlichen Probanden der Tumorgruppe eine signifikant
niedrigere SHLA-E Konzentration vor als bei den weiblichen Probanden. Verglichen mit der
Kontrollgruppe weisen die weiblichen Probanden der Tumorgruppe keine signifikante Anderung der
SHLA-E Konzentration auf (Mann-Whitney-U Test: N=34; U=134; W=353; p=0,916). Bei den
mannlichen Studienteilnehmern wurde ein signifikanter Unterschied in der sHLA-E Konzentration
zwischen Tumor- und Kontrollgruppe festgestellt (Mann-Whitney-U Test: N=40; U=312,5; W=565,5;
p=0,001).

Der ausbleibende Unterschied in der sHLA-E Konzentration zwischen der weiblichen Tumor- und
Kontrollgruppe gibt einen Hinweis darauf, dass in dieser Kohorte kein Zusammenhang zwischen der
SHLA-E Konzentration im Blutserum und der Entstehung oraler Plattenepithelkarzinome besteht.
Mdglicherweise sind die Tumorzellen nicht primar an der Freisetzung von sHLA-E beteiligt. Der
fehlende Zusammenhang deutet darauf hin, dass die alleinige Betrachtung der sHLA-E Konzentration
in der weiblichen Kohorte keine Ruckschlisse fir mogliche immuntherapiebetreffende

Therapiekonzepte zulésst.

Bei den ménnlichen Probanden zeigt sich ein anderes Bild: Die sHLA-E Konzentration der
Tumorgruppe ist signifikant niedriger als die SHLA-E Konzentration der Kontrollgruppe. Innerhalb der
méannlichen  Kohorte scheint ein  Zusammenhang zwischen der Entstehung oraler
Plattenepithelkarzinome und der SHLA-E Konzentration zu bestehen. Dem Interpretationsansatz aus
Kapitel 4.3 folgend wiirde eine niedrigere SHLA-E Konzentration auf eine starkere Aktivierung der
gegen den Tumor gerichteten Immunzellfunktion sprechen. Allerdings muss darauf verwiesen werden,
dass die Wirkung von sHLA-E nicht abschlieRend geklart ist. In dieser Kohorte scheint folglich das
Immunsystem der ménnlichen Tumorpatienten stirker aktiviert zu sein als das der weiblichen
Probanden. Mdglicherweise waren in diesem Fall immuntherapeutische Konzepte, die die Wirkung von

sHLA-E reduzieren, bei weiblichen Patienten eher indiziert als bei ménnlichen Patienten.
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In der untersuchten Kohorte scheinen die mannlichen Probanden zu einer dynamischeren
immunologischen Anpassung an den Tumor féhig zu sein als weibliche Probanden. Allerdings wird mit
SHLA-E nur ein Faktor betrachtet, was der komplexen Wirkung des Immunsystems nicht gerecht wird
und alleine stehend nicht aussagekréftig genug scheint.

Zudem muss bedacht werden, dass die sHLA-E Konzentration im Blutserum sich im pg-Bereich
befindet. Inwiefern diese Konzentrationen fir eine signifikante Hemmung der Immunzellen ausreichend
sind, muss in weiteren Experimenten, evtl. in Zellkulturen, Gberprift werden. Zudem muss auf einen
konzeptionellen Schwachpunkt der Studie verwiesen werden: Die Serumproben von ca. 20
Kontrollgruppenpatienten wurden 3 bis 4 Wochen vor der Durchfiihrung des ELISAs gesammelt. Alle
anderen Proben wurden in einem Zeitraum von ca. 2 Jahren gesammelt. Trotz sachgeméaRer Lagerung
muss ein mdglicher Einfluss des Lagerzeitraums auf die SHLA-E Konzentration in den Proben bedacht

werden.

Zusammenfassend scheint die alleinige Betrachtung der sHLA-E Konzentration alleine ungeniigend,
um Empfehlungen beziglich des Immuntherapieregimes treffen zu kénnen. Sie gibt allerdings einen
Hinweis darauf, dass sich die Immunantwort von Mannern und Frauen bei der Genese von OSCC
unterscheidet. Dieser Fakt sollte in weiteren Forschungsprojekten berticksichtigt werden. Bei einer

verbesserten Datenlage sollte eine entsprechende Anpassung der Therapieregime erfolgen.
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7 Tabellarischer Anhang

Tabelle 15: Verbrauchsmaterial

Artikel

Firma

Deckglaser

Engelbrecht, Edermiinde

Obijekttrager, Art.-Nr. 1110022A

Engelbrecht, Edermiinde

Mikrotom-Klinge

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

Supa Mega Cassette-White

Engelbrecht, Edermiinde

RL-Pen

R. Langenbring, Emmendingen

Laborpapier

Kimberly-Clark Europe Limited/Professional
Sector, Reigate, UK

Einbettkasetten universal

Engelbrecht, Edermiinde

Eppendorfgefalie

Eppendorf SE, Hamburg Germany

MultiGuard Barrier Tips, Pipettenspitzen 1000

ul

Sorenson™, BioScience Inc., Salt Lake City,
UT, USA

Greiner bio-one filter tips

Greiner Group AG, Kremsmdinster, Austria

Einwegtransferpipetten

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Vernichtungsbeutel

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Liquid Blocker

Daido Sangyo Co., Ltd., Japan

Handschuhe

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Spritzflasche 250 ml

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Germany

Kryoréhrchen 1,6 ml

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Octenisept 250 ml

Schille & Mayr, Norderstedt, Germany

Butterflies

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Monovetten 4,7 ml (Serum)

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Tabelle 16: Chemikalien

Name Firma

Entellan© new (Schnelleindeckmittel) Merck KGaA, Darmstadt

Héamatoxylin Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster

Paraffin Engelbrecht, Edermiinde

Histogel Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Xylol VWR International, Radnor, PA, USA
Ethanol VWR International, Radnor, PA, USA

Eukitt Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Citrat Buffer

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Phosphate-Buffered Saline

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Large Volume Tween 20

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

92



Tabelle 17: Geréate

Name Firma

Stanzgerat AlphaMetrixBiotech GmbH, Rodgau
Warmeschrank U 10 Memmert, Schwabach

Khlplatte Weinkauf Medizintechnik, Hallerndorf

Tissue-Tek® TEC™ 6 Embedding Module

Sakura, Nagano, Japan

Tissue-Tek® TEC™ 6 Cryo Module

Sakura, Nagano, Japan

Tissue-Tek® VIP®

Sakura, Nagano, Japan

Paraffinstreckbad

Medax,

Mikroskop Eclipse TE2000-U

Nikon, Tokyo, Japan

Linear Stainer COT 20

Medite Medical GmbH, Burgdorf

Leica CVV5030 automatischer
Glaseindeckautomat

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Mini Shaker 3D

BioSan, Riga, Lettland

Dampfgarer

Philipps

Kihlplatte Blue Cooler

Weinkauf Medizintechnik, Hallerndorf

Mikrotom Rotary 3004 M

pfm medical GmbH, Kéln, Germany

Wasserbad Medamex Nagel GmbH, Kiel, Germany
Warmeschrank 60 °C Memmert, Schwabach, Germany
Pipetten Eppendorf SE, Hamburg Germany

Transferpipette-12 202-200 pl

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Germany

Stain Tray Objekttrager Farbesystem

Simport Scientific Inc., Quebec, Canada

Vortex Genie 2

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Titramax 100 ELISA-Riittler

Heidolph Instruments, Schwabach, Germany

IMark™ Microplate Reader

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Mr. Frosty

Nalgene, Rochester, NY, USA

Sterilbank

Heraeus Instruments, Hanau, Germany

Zentrifuge Z 383 K

Berthold Hermle AG, Gosheim, Germany

Kihlschrank

Liebherr-International  Deutschland  GmbH,
Biberach an der Ri3, Germany

Gefrierschrank -20°C

Liebherr-International  Deutschland  GmbH,
Biberach an der Ri3, Germany

HeraFreeze Basic Gefrierschrank -80°C

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tabelle 18: Antikdrper

Name Spezies

Clone/Firma

Anti-HLA E Antikorper Maus

[MEM-E/02] (ab2216), Abcam,
Cambridge, UK

ImMmPRESS Universal Antibody | Horse Anti-Mouse/Rabbit

1gG

Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA
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Tabelle 19: Kits

Kit

Firma

HLA-E ELISA Kit (Catalog No. ABIN6956585)

antibodies-online GmbH, Limerick, PA,United
States

BLOXALL Endogenous Enzyme Blocking

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

2,5%iges Normal Horse Serum

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

ImmPACT DAB EqV Substrate

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Tabelle 20: IHC-Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

10 x Citratpufferlésung, pH 6

10-fach mit destillierten Wasser verdiinnen

10 x Phosphate-Buffered Saline

950 mg/L NasHPO,, 8120 mg/L NaCl, 201 mg/L
KCI; pH 7,45

PBS-T

100 ml PBS x 10, 900 ml destilliertes Wasser, 1
ml Tween 20

Tabelle 21: Software

Name

Firma

Citavi 6

Swiss Academic Software, Schweiz

IBM SPSS Statistics 27

IBM, Armonk NY, USA

Microsoft Office 2016

Microsoft Corporation, Albuquerque, US

Zen 3.8 lite

Carl Zeiss GmbH, Jena

GraphPad Prism Version 9.1.5

GraphPad Software, Inc., Boston, Ma, USA

Microplate Manager® 6, Version 6.3

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Acrobat Reader Basisversion 23.2048

Adobe Inc., San José, CA, USA
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https://www.bio-rad.com/de-de/sku/1689520-microplate-manager-6-version-6-3?ID=1689520
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