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Aus Grinden der besseren Lesbarkeit wird in der vorliegenden Arbeit vorrangig das ge-
nerische Maskulinum verwendet. Mit den entsprechenden Bezeichnungen werden alle

Geschlechter gleichermal3en angesprochen.



1. Einleitung

1.1 Karzinome des Oropharynx

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Fur 2022 werden bei den Mannern 9700 und bei den Frauen 4900 Neuerkrankungen
eines Karzinoms in Mundhohle oder Rachen prognostiziert (Erdmann et al. 2021). Plat-
tenepithelkarzinome des Oropharynx (oropharyngeal squamous cell carcinoma,
OPSCC) sind mit Uber 25% der Falle die gréfite Untergruppe der Kopf-Hals-Tumore in
Deutschland (Wienecke und Kraywinkel 2019). Eine Besonderheit der OPSCC ist die
haufige Assoziation mit humanen Papillomaviren (HPV), was sowohl Konsequenzen flr
die Einteilung der Tumorstadien, als auch im Hinblick auf die Uberlebensprognose mit
sich bringt. In Deutschland sind unter den OPSCC etwa 30-50% HPV-assoziiert
(Quabius et al. 2015; Wirdemann et al. 2017). Die Gruppe der Patienten mit HPV-asso-
Ziierten OPSCC verzeichnet in den letzten Jahrzehnten einen kontinuierlichen Anstieg
der Inzidenz (Zumsteg et al. 2016; Wirdemann et al. 2017). Grinde hierfir lassen sich
bspw. in einem veranderten Sexualverhalten vermuten: Friihe erste sexuelle Kontakte,
Promiskuitat und oraler Geschlechtsverkehr gelten als Risikofaktoren fur HPV-Infektio-
nen im Bereich der Mundhdhle und des Rachens (Herrero et al. 2003; Hernandez et al.
2008). Diese wiederum kénnen zur Entstehung eines Karzinoms beitragen. Bei den Pa-
tienten mit HPV-negativen OPSCC ist ein Riickgang der Inzidenzen zu beobachten, was
moglicherweise durch einen Rickgang des Noxenabusus begriindet werden kann (Ng
et al. 2014). Die klassischen Risikofaktoren fur die Entstehung eines OPSCC sind der
regelmafige Konsum von jeglicher Art Alkohol oder Tabak. Der Abusus beider Noxen
verstarkt das Risiko fir die Entstehung eines Malignoms. Als weiterer Risikofaktor wird
ebenso eine schlechte Mundhygiene diskutiert. Aus anderen Kulturkreisen ist bspw. das
Kauen von Betelnlissen als Kanzerogen bekannt, was in Deutschland jedoch vernach-
lassigbar ist. Bei Patienten die bereits in der Vorgeschichte eine Krebserkrankung im
Kopf-Halsbereich hatten, ist das Risiko fur das Auftreten von Zweitmalignomen im HNO-

Spektrum ebenfalls erhoht.
1.1.2 Anatomie und Klassifikation

Im Folgenden wird die Anatomie des Oropharynx beschrieben, der auch als Mesopha-
rynx bezeichnet wird: Der Zungengrund (hinter der Papillae circumvallatae) sowie die
Vallecula epiglottica bilden die anatomische Abgrenzung nach ventral. Nach lateral wird
der Oropharynx durch die Gaumentonsillen in der Fossa tonsillaris und den Sulcus
Glossotonsillaris begrenzt. Nach kranial schlie3t der Oropharynx zur oralen Flache des

weichen Gaumens und der Uvula ab (vgl. Abbildung 1a). Als OPSCC, werden nach ICD


https://next.amboss.com/de/article/Sp0yKS#Zea0533e1ed25f432bb3c927709009a5d
https://next.amboss.com/de/article/KK0UhS#Zbe77408d0698dc188a420684b8fe61f2

10 maligne Neubildungen in spezifischen anatomischen Regionen definiert, die detailliert
in
Abbildung 1b) aufgezahlt sind.

a) b)

ICD 10  Anatomische Region

CO01 Dorsalflache der Zungenbasis

C024 Zungentonsille

C02.8 Zunge, mehrere Teilbereiche Uberlappend
C02.9 Zunge, nicht naher bezeichnet

C05.1 Harter Gaumen

C05.2 Weicher Gaumen

C05.9 Gaumen, nicht naher bezeichnet

C09.0 Fossa tonsillaris

C09.1 Gaumenbogen (vorderer) (hinterer)

C09.8 Tonsille, mehrere Teilbereiche tberlappend
C09.9 Tonsille, nicht naher bezeichnet

C10.0 Vallecula epiglottica

C10.1 Vorderflache der Epiglottis

C10.2 Seitenwand des Oropharynx

C10.3 Hinterwand des Qropharynx

c104 Kiemengang

C10.8 Oropharynx, mehrere Teilbereiche tiberlappend
C10.9 QOropharynx, nicht ndher bezeichnet
C14.0 Pharynx, nicht naher bezeichnet

C14.2 Lymphatischer Rachenring (Waldeyer)

Abbildung 1: a) Anatomie des Oropharynx in stark vereinfachter Darstellung in der
Sagittalebene und b) Auflistung der anatomischen Regionen, deren maligne Neubildun-
gen nach ICD 10 als OPSCC definiert sind.

Abbildung 1a) Der Bereich des Oropharynx ist blau eingefarbt. Grau eingefarbt: Tonsilla
pharyngealis, Tonsilla tubaria, Tonsilla palatina und Tonsilla lingualis.

Die Abbildung 1b) wurde erstellt auf Grundlage von Informationen des (Deutsches Insti-
tut fir Medizinische Dokumentation und Information).

Anhand der in Tabelle 30 (im Anhang) genannten Kriterien werden die OPSCC in ein
Tumorstadium (TNM-Stadium) eingeteilt (Amin et al. 2017). Grundsatzlich beschreibt
das T-Stadium die Ausdehnung des Tumors. Das N-Stadium gibt Informationen tber
maligne befallenen Lymphknoten und das M-Stadium beschreibt das Vorhandensein
von Fernmetastasen. Auf Basis der TNM-Stadien ist die Tumoreinteilung nach UICC
(union internationale contre le cancer) definiert, die unter anderem als Grundlage fur die
Wabhl des Therapieregimes dient. Seit der HPV-Status als prognosedefinierender Faktor
bei den Patienten mit OPSCC anerkannt ist, wurde eine Uberarbeitung der UICC7-Ein-
teilung notwendig. In Folge dessen wurde die Stadieneinteilung angepasst und seit 2017

ist die neue Version der Tumoreinteilung nach UICCS8 giltig (Anhang: Tabelle 31).
1.1.3 Symptomatik und Diagnostik

In den frihen Tumorstadien der OPSCC gibt es keine charakteristischen Symptome.

Neben dem Auftreten von B-Symptomen, die allgemein hinweisend auf Malignome sind,



kénnen unspezifische Beschwerden wie ein Globusgefuhl, Schluckbeschwerden, Tris-
mus oder kloRige Sprache Hinweise auf eine Neoplasie des Oropharynx geben (Lenarz
und Boenninghaus 2012). Bei fortgeschrittenen OPSCC kann der N. glossopharyngeus
infiltriert werden. Der IX Hirnnerv innerviert das Mittelohr sensibel, bei Reizung des Nervs
kann es zu stechenden Schmerzempfindungen im Ohr kommen. Im Rahmen der frithen
lymphogenen Metastasierung kénnen bei den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC
Schwellungen im Halsbereich auftreten. Durch eine frihe &rztliche Konsultation auf-
grund dieses Warnsymptoms werden die HPV-assoziierten OPSCC héaufig in niedrigen
T-Stadien jedoch in fortgeschrittenen N-Stadien diagnostiziert.

Erste diagnostische Schritte bei Verdacht auf ein OPSCC sind neben einer ausfihrlichen
Anamnese, die HNO-arztliche Untersuchung. Weiterfihrende Informationen werden
durch bildgebende Verfahren wie Sonographie, CT oder MRT erlangt. Anschliel3end wird
im Rahmen einer Panendoskopie eine Gewebeprobe gewonnen, um den klinischen Ver-
dacht histologisch und molekularbiologisch zu bestatigen. Das Staging kann bspw. durch
ein Rontgenbild oder CT des Thorax sowie ein PET-CT vervollstandigt werden. Auf Ba-
sis aller diagnostischen Erkenntnisse wird durch ein interdisziplindres Tumorboard eine

Therapieempfehlung gegeben.
1.1.4 Therapie und Prognose

Kurative Therapieansatze werden bei lokalbegrenzten bis lokalfortgeschrittenen Tumo-
ren angewandt. Patienten mit Tumoren im fortgeschrittenen Stadium, also mit nachge-
wiesener Fernmetastasierung, erhalten meistens eine palliative Therapie. Als Therapie-
ziel sollte neben der kurativen Tumorbehandlung ein bestmdéglicher Erhalt der Lebens-
qualitat durch Schonung der Atem- und Speisewege gewahrt sein. Grundsatzlich kann
entweder eine primare Radio(chemo)therapie, meist auf Platin-Basis, oder ein chirurgi-
sches Therapieverfahren angewandt werden. Hierflr wird eine sanierende Operation mit
Entfernung der lokalen Lymphknoten sowie ggfs. weiterem Gewebe (neck dissection)
durchgefuhrt. Des Weiteren wird bei Tumoren ab Stadium T3 eine adjuvante kombinierte
Radiochemotherapie empfohlen. Ergdnzende immuntherapeutische Therapieansatze
werden aktuell im Rahmen von klinischen Studien evaluiert (Reif3 2021; Reuschenbach
et al. 2016).

Trotz deutlich besserer Uberlebensprognose der Patienten mit HPV-assoziierten Tumo-
ren, werden alle OPSCC-Patienten, unabhéngig vom HPV-Status, weitgehend nach den
gleichen Behandlungsregimen therapiert. Verschiedene Autoren haben eine Deeskala-
tion der Therapie bei HPV-assoziierten Tumoren vorgeschlagen, was aktuell im Rahmen

von Studien untersucht wird (Reuschenbach et al. 2016; Economopoulou et al. 2021).



Jedoch muss hierbei beachtet werden, dass unter den Patienten mit HPV-assoziierten
Tumoren eine Subgruppe identifiziert werden konnte, bei der durch das Auftreten von
Lokalrezidiven oder Fernmetastasen (LR/FM) eine erhéhte Mortalitat beobachtet wurde
(Faraji et al. 2017; Reder et al. 2021). Folglich kénnte diese Gruppe bei einer grundsatz-
lichen Reduktion der Therapieintensitat HPV-assoziierter OPSCC untertherapiert wer-

den.

1.2 Humane Papillomaviren

1.2.1 Grundlagen, Epidemiologie und Atiologie

HPV sind unbehllte Viren mit einer ringférmigen, doppelstréngigen DNA. Mehr als 200
verschiedene Virustypen wurden bisher identifiziert, von denen etwa 30-40 (a-Gruppe)
die basalen Keratinozyten der anogenitalen und oralen Mukosa infizieren (Brancaccio et
al. 2018; Villiers et al. 2004). Diese wiederum werden in zwei Subgruppen eingeteilt: 1.
die low-risk-Typen (LR-HPV bspw. HPV 6, 11) rufen benigne Erkrankungen wie etwa
Kondylome hervor und 2. die high-risk-Typen (HR-HPV bspw. HPV 16,18), deren kan-
zerogenes Potential gesichert ist (zur Hausen 2002). Ungefahr 5% aller Krebserkran-
kungen weltweit sind HPV-assoziiert (Tota et al. 2011; Plummer et al. 2016). HPV ruft
hauptsachlich Karzinome des Anogenitalbereich (Cervix, Penis, Vulva, Vagina, Anus)
und im Kopf-Hals-Bereich (Mundhohle, Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx, La-
rynx) hervor (Buttmann-Schweiger et al. 2017; Castellsagué et al. 2016; zur Hausen
2009). In verschiedenen Studien wurde HPV 16 in Gber 80%, teilweise sogar tiber 90%
aller HPV-assoziierten OPSCC nachgewiesen (Castellsagué et al. 2016; Herrero et al.
2003; Wagner et al. 2020).

HPV ist weltweit eine der h&ufigsten sexuell Ubertragbaren Infektionen. Als relevantester
Infektionsweg ist die direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch im Rahmen sexueller
Kontakte (vaginal, anal, oral) beschrieben (Hernandez et al. 2008). Seltener kann es
durch kontaminierte Oberflachen zu Schmierinfektionen kommen (Strauss et al. 2002).
Auch Speichelaustausch bei Kiissen kann zu einer Ubertragung von HPV fiihren (Pick-
ard et al. 2012). Ein weiterer HPV-Infektionsweg ist die vertikale Ubertragung von der
Mutter auf das Kind wahrend der Geburt (Smith et al. 2010). Insgesamt ist die Anzahl an
HPV-Infektionen im Kopf-Halsbereich deutlich geringer als im Anogenitalbereich (Beach-
ler et al. 2013; Steinau et al. 2014). Spezielle Ursachen fiir die oralen HPV-Infektionen
sind bspw. oraler Geschlechtsverkehr aber auch Speichelaustausch bei Kiissen (Pickard
et al. 2012).

Der Verlauf von HPV-Infektionen ist in den meisten Fallen asymptomatisch und wird

durch die korpereigene Immunabwehr beseitigt. Bei einer persistierenden Infektion steigt



das Risiko fur eine maligne Entartung. Jedoch entwickelt sich nur ein geringer Anteil der

Infektionen zu einem Karzinom.

Es gibt verschiedene MalRhahmen, die Schutz vor einer HPV-Infektion bzw. einer da-
rauffolgenden Tumorerkrankung bieten. Neben einer gezielten Informierung von Ju-
gendlichen ist die Impfung eine effektive Mdéglichkeit zur Priméarpravention. Aktuell sind
in Deutschland zwei Impfstoffe gegen die relevantesten HR-HPV-Typen zugelassen. Die
STIKO empfiehlt mittlerweile eine Grundimmunisierung aller M&dchen und Jungen im
Alter von 9-14 Jahren durch zwei Impfdosen im Abstand von 5 Monaten (Standige Impf-
kommission (STIKO) 2021). Fir das Cervixkarzinom konnte eine Abnahme der Inzidenz
in Folge einer HPV-Impfung bestétigt werden (zur Hausen 2002; Kjaer et al. 2021; Fal-
caro et al. 2021). Bei einer flachendeckenden Immunisierung wird langfristig auch eine
starke Reduktion der Inzidenzraten des HPV-assoziierten OPSCC erwartet.

Daruiber hinaus sind in der Gynéakologie Vorsorgeuntersuchungen im Rahmen der Se-
kundarpravention etabliert wie bspw. der PAP-Test und die HPV-Testung. Auch im HNO-
Bereich ware grundsatzlich ein vergleichbares Screening zur Identifizierung von HR-
HPV moglich. Aktuell wird dies vorrangig im Rahmen von Studien durchgefiihrt (Kreimer
et al. 2018). Bei den OPSCC gibt es im Vergleich zu den Cervixkarzinomen weniger

Prakanzerosen, was eine Einschrankung solcher Vorsorgeuntersuchungen darstellt.
1.2.2 HPV-Infektion und Karzinogenese

Uber kleinste Lasionen konnen die HP-Viren die replikationsfahigen Basalzellen des
Epithels infizieren. Die Proteine, welche fir die Virusreplikation notwendig sind, werden
von HPV nicht selbst exprimiert. Daher sind die Viren von der Zellreplikation abhangig.
Die sogenannten early proteins (E1-E8) regulieren die Replikation und Transkription der
Virus-DNA. Diese werden in den proximalen Zellschichten des Epithels exprimiert. Die
naturliche Funktion von E6 und E7 ist es die Apoptose zu unterbinden und den Zellzyklus
zu fordern. Die late proteins L1 und L2 sind als Strukturproteine fur den Aufbau des
Viruskapsid verantwortlich und werden erst in den obersten Epithelschichten bzw. zu
,Spateren Zeitpunkten® der Virusreplikation exprimiert (Sano und Oridate 2016). Dort 16-
sen sich die differenzierten Zellen nach und nach aus dem Zellverband. Mit dem Zerfall

dieser Zellen wird das Virus schlief3lich freigesetzt.

Eine Uber viele Jahre persistierende HPV-Infektion kann in eine kanzerése Entartung
ubergehen. Das E2-Protein kontrolliert im normalen Replikationszyklus von HPV die Ak-
tivitat der Onkoproteine E6 und E7. In der Karzinogenese bewirkt E6 den Abbau von p53

und fuhrt zu einem fehlgesteuerten und beschleunigten Zellzyklus (Werness et al. 1990).



E7 bindet und inaktiviert das Retinoblastom-Protein und treibt so den Zellzyklus an (MUn-
ger et al. 2001). Ein Risikofaktor fur die Karzinogenese ist die Integration der HR-HPV-
DNA in das Wirtsgenom, was zu einer Bruchstelle im Gen von E2 fihren kann. Hierdurch
kann es zur verstarkten Expression der Onkoproteine E6 und E7 kommen und somit zur
Induktion der Karzinogenese. Allerdings wurde in HPV-assoziierten OPSCC teilweise
auch ein intaktes E2 Gen gefunden was gegen die Exklusivitat dieses Mechanismus der
HPV-induzierten Karzinogenese spricht (Morgan et al. 2017; Olthof et al. 2015). HPV-
DNA kann somit in das Genom der Wirtszelle integriert werden oder sie liegt rein episo-
mal vor. Zusatzlich kdnnen auch beide Formen gleichzeitig in der Wirtszelle auftreten
(Morgan et al. 2017). Durch epigenetische Modifikationen wie die Methylierung des E2
Gens kann die Expression von E6 und E7 ebenfalls beeinflusst werden (Reuschenbach
et al. 2015). Die Expression der viralen Onkogene fihrt zu chromosomaler Instabilitat,
was wiederum die Integration des viralen Genoms in das Wirtsgenom und damit die
Karzinogenese begunstigen kann (zur Hausen 2002). Eine Vielzahl weiterer Interaktio-
nen der HPV- mit zellularen Proteinen ist bekannt, welche die Karzinogenese beeinflus-
sen (Sano und Oridate 2016). Beispielsweise fuhren verschiedene Mechanismen zur
Umgehung des Immunsystems, was die korpereigene Bekdmpfung der Infektion verhin-
dert und die Entstehung eines Malignoms férdern kann (zusammengefasst in: Wagner
et al. 2018).

1.3 RIPK4
1.3.1 Grundlagen

Das Protein RIPK4 (receptor-interacting protein kinase 4) hat eine N-terminale Kinase-
Domaéne, eine Serin/Threonin reiche Intermedidrdoméane sowie eine C-terminale Region,
die sich aus 11 Ankyrin-Wiederholungen zusammensetzt (Huang et al. 2018; Meylan et
al. 2002). Durch alternatives Spleil3en entstehen zwei Isoformen mit 86kDa und 92 kDa,
die sich durch eine Deletion in der Intermedidrdoméne unterscheiden (Huang et al.
2018). Zudem kann RIPK4 in ein N-terminales 37kDa- und ein C-terminales 44 kDa-
Fragment unterteilt werden (Meylan et al. 2002). RIPK4 nimmt als Serin/Threonin Kinase
eine grundlegende Rolle bei der Differenzierung, Inflammation und Wundheilung von
Epithelien ein (Adams et al. 2007; Rountree et al. 2010). Es sind mehrere Proteinkinasen
bekannt, die Teil der sogenannten RIP-Familie sind. Darunter scheint RIPK4 den grof3-
ten Einfluss auf die Zellen des Epithels zu haben (Adams et al. 2007). Mutationen im
Genom von RIPK4 |16sen bei Menschen schwerwiegende syndromale Erkrankungsbilder
aus. Beispielsweise treten bei dem Bartsocas-Papas Syndrom Anomalien in der Ent-
wicklung der Haut, Schleimhaut und Genitalien, sowie kraniofaziale Fehlbildungen auf,

die oft zu einem pranatalen Versterben fihren (Kalay et al. 2012; Mitchell et al. 2012).
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Auch das CHAND-Syndrom wird durch Mutationen im RIPK4-Gen hervorgerufen (Busa
et al. 2017). CHAND steht als Akronym fir das klinische Krankheitsbild: krauses Haar
(curly hair), angeborene Verwachsung von Ober- und Unterlied des Auges (ankyloble-
pharon) und Fehlbildungen der Nagel (nail dysplasia). In Tierversuchen wurden die ver-
schiedenen RIP-Proteine bei Mausen deaktiviert. Bei den Tieren mit einem RIPK4-Defi-
zZit traten die schwerwiegendsten Auswirkungen auf. Bei diesen Tieren zeigten sich pha-
notypische Ahnlichkeiten zu den zuvor genannten humanen Erkrankungsbildern (Kalay
et al. 2012).

1.3.2 Bedeutung von RIPK4 in der Karzinogenese

Die genauen Signalwege und Interaktionen von RIPK4 sind an vielen Stellen noch un-
bekannt. Bei einer Dysregulation der RIPK4-Expression kann die epidermale Differen-
zierung von der Norm abweichen und sogar zur Karzinogenese fuhren (Xu et al. 2020).
Bei Mutationsanalysen von Kopf-Halstumoren wurden RIPK4-Missense-Mutationen
nachgewiesen (Stransky et al. 2011). Ebenso wurde bei Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC eine signifikante Haufung von Mutationen im RIPK4-Gen gegenuber den HPV-
negativen gefunden (Gillison et al. 2019). Auch unsere Arbeitsgruppe hat in einer Se-
quenz-Untersuchung Mutationen im RIPK4-Gen bei einem Fall eines HPV-assoziierten
OPSCC nachgewiesen (bisher noch nicht veréffentlicht). Aktuell gibt es verschiedene
Theorien Uber die Funktion von RIPK4 in der Karzinogenese. In den unterschiedlichen
Tumorentitaten scheint RIPK4 verschiedene Funktionen einzunehmen (Xu et al. 2020).
So konnte nachgewiesen werden, dass RIPK4 einerseits als Tumorsuppressor, ande-
rerseits auch als Onkogen wirken kann (Wang et al. 2014; Heim et al. 2015; Liu et al.
2015; Yi et al. 2020). Auch der Einfluss von RIPK4 auf Signalwege wie bspw. dem Pro-
teinkinase C-Signalweg, NF-kB-Signalweg oder dem Wnt/B-Catenin-Signalweg hat eine
Bedeutung in der Karzinogenese (Kwa et al. 2014; Xu et al. 2020). Auf die Zusammen-
héange von RIPK4 mit dem Wnt/B-Catenin-Signalweg wird in Kapitel 1.5.1 genauer ein-

gegangen.

14 p63
1.4.1 Grundlagen

Der Transkriptionsfaktor p63 bildet mit p53 und p73 eine Proteinfamilie mit hoher struk-
tureller Ahnlichkeit. Das p63-Gen besitzt 2 Promotoren und 16 Exons. Ein Promotor be-
wirkt die Transkription der sogenannten TAp63-Isoformen mit Beginn in Exon 1. Der
zweite Promotor initiiert die Transkription der ANp63-Isoformen mit Beginn am dritten

Exon (Mangiulli et al. 2009). Die TA-Isoformen haben eine N-terminale Transaktivie-



rungs-Domaéane (TAD), die den ANp63-Isoformen fehlt (Yang et al. 1998). Durch alterna-
tives SpleiRen des Primartranskripts kdnnen 12 verschiedene Isoformen entstehen
(Uniprot). Alle Isoformen haben eine gemeinsame DNA-Bindungsdomane und Oligome-
risationsdomane in der Mitte. Die a- und -Isoformen haben eine zuséatzliche Transakti-
vierungs-Domane (TAD2). Die p63a-Isoform besitzt zudem eine sterile alpha motif
(SAM) und die C-terminale trans-inhibitory domain (TID), die an Interaktionen von Pro-
teinen beteiligt sind (Mangiulli et al. 2009; Yang et al. 1998).

Grundsatzlich wirken die TAp63-Isoformen eher als Aktivatoren und ANp63-Isoformen
eher als Inhibitoren (Yang et al. 1998). Bspw. kdnnen die TA-Isoformen Gene aktivieren,
die unter anderem den Zellzyklus blockieren und die Apoptose induzieren. Auf der an-
deren Seite bewirken die ANp63-Isoformen eine Inhibition der Transkription dieser Gene
und fuhren zu einer verstarkten Zellproliferation (Chen et al. 2018). Des Weiteren kdnnen
die ANp63a-Isoformen eine Aktivierung der RIPK4-Transkription bewirken (Mitchell et
al. 2012).

In den meisten Geweben mit epithelialem Ursprung werden die ANp63-Isoformen expri-
miert, wie bspw. der Haut, oraler Schleimhaut, Brustdriise aber auch in Plattenepithel-
karzinomen (Sethi et al. 2015). Die ANp63-Isoformen werden in den Zellkernen mehr-
schichtiger Epithelien exprimiert, wo sie die Differenzierung inhibieren und so die Prolife-
ration der basalen Stammzellen bewirken (Nekulova et al. 2011). Mit fortschreitender
Differenzierung der Keratinozyten wird ANp63 weniger exprimiert (Reis-Filho et al.
2002). Die TAp63-Isoformen werden kaum in gesunden Geweben exprimiert, daflir

bspw. vermehrt in Zellen von B-Zelllymphomen (Sethi et al. 2015).

Die Abbildung 2 zeigt exemplarisch die p63-Expression in Plattenepithel auf einem Pra-
parat aus der OPSCC-Kohorte, welche in dieser Arbeit untersucht wurde. Der genutzte
Antikdrper von Santa Cruz bindet in der Immunhistochemie an alle p63-Isoformen (vgl.
Kapitel 3.5.2). Die Zellen des Stratum basale weisen eine starke Expression der p63-
Isoformen auf. Mit fortschreiten der Differenzierung der Keratinozyten in den weiter dis-

talen Zellschichten zeigt sich eine abnehmende und zunehmend diffusere Expression.



Abbildung 2: Immunhistoche-
mische Expression von p63
(Santa Cruz) in mehrschichti-
gem Plattenepithel des
Oropharynx.

Das p63-Gen ubernimmt eine wesentliche Rolle bei der epithelialen Entwicklung, der
Ausbildung der Extremitéten, kraniofaszialen Strukturen, sowie vieler weiterer Gewebe
wie bspw. Zahne, Haare, Brustdriisen, Prostata, Schweil3drisen und Tranendriisen
(Tsujita-Kyutoku et al. 2003; Moll et al. 2001). Beim Menschen bewirkt ein Defekt in p63
(meistens missense-Mutationen in der DNA-Bindungsdomane) das EEC-Syndrom
(ectrodactyly, ectodermal dysplasia, cleft lip/palate syndrome). Zum Krankheitshild ge-
horen die Ektrodaktylie (Fehlbildungen des Hand- und FuRskeletts), die ektodermale
Dysplasie (Fehlbildungen von Strukturen, die sich aus dem Ektoderm entwickeln bspw.
Haaren, Nageln, Zahnen und Haut) sowie die Lippen-Kiefer-Gaumenspalte (Celli et al.
1999).

1.4.2 Bedeutung von p63in der Karzinogenese sowie Interaktionen mit HPV

Das p63-Protein Gbernimmt diverse Funktionen in der Karzinogenese. So kann p63 auf-
grund seiner vielfaltigen Isoformen sowohl als Tumorsuppressor als auch als Onkogen
fungieren. Die Isoform TAp63 wirkt vorwiegend als Tumorsuppressor durch die Hem-
mung der Zellproliferation, Férderung der Apoptose und die Blockade des Zellzyklus
(Chen et al. 2018; Yang et al. 1998). AuRerdem kdnnen die TAp63-Isoformen Uber ver-
schiedenen Mechanismen die Ausbildung von Metastasen inhibieren (Su et al. 2010).
Dahingegen agieren die ANp63-Isoformen wahrscheinlich eher als Onkogen und fordern
die Karzinogenese. Die ANp63-Isoformen kdnnen sowohl die Transkription von Genen
als auch die Proteine TAp63, TAp73, und p53 inhibieren (Chen et al. 2018; Yang et al.

1998). Die Inhibition von p53 wirkt beglinstigend auf die Karzinogenese.

Trotz der wichtigen Rolle die p63 in Karzinomen einnimmt, ist das Gen im Vergleich zu
p53 relativ selten mutiert (Chen et al. 2018; Mangiulli et al. 2009). In Kopf-Halstumoren
wurden in nur 7% der untersuchten Proben p63-Mutationen, jedoch in 62% eine Mutation
im p53-Gen nachgewiesen (Stransky et al. 2011). Neben einem Funktionsverlust von
p63 werden in Plattenepithelkarzinomen haufig Amplifikationen des Gens gefunden

(Mangiulli et al. 2009; Chen et al. 2018; Kaufmann et al. 2001). Das Vorkommen dieser
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Amplifikationen von p63 wurde in verschiedenen Studien auch bei HNSCC bestitigt (Ya-
maguchi et al. 2000; Perdomo et al. 2018). Ebenso wurden Amplifikationen und eine
Uberexpression von ANp63-Isoformen bspw. in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen
(non-small cell lung cancer; NSCLC) nachgewiesen (Massion et al. 2003). In beiden Tu-
morentitaten war dies mit einer guten Uberlebensprognose assoziiert. Auch in Plat-
tenepithelkarzinomen der Brust und des Osophagus wurde eine vermehrte Expression
von ANp63-Isoformen nachgewiesen (Matos et al. 2005; Hu et al. 2002). Ein Funktions-
verlust von p63 wurde besonders bei Karzinomen der Harnblase beschrieben und mit
einer schlechten Uberlebensprognose in Verbindung gebracht (Koga et al. 2003; Urist
et al. 2002). Verschiedene Autoren haben nachgewiesen, dass p63 in Plattenepithelkar-
zinomen des Kopf-Halsbereichs nach immunhistochemischer Anfarbung mehrheitlich
exprimiert wird. Dabei ist die ANp63a-Isoform oft vorherrschend (Sniezek et al. 2004;
Hibi et al. 2000; Nylander et al. 2000; Thurfjell et al. 2004). Des Weiteren zeigen Daten,
dass HNSCC-Patienten mit starker Expression von ANp63a in den Tumorproben, ein
besseres Ansprechen auf die Therapie mit Cisplatin hatten, was auf eine prognostisch
Relevanz von p63 hindeutet (Zangen et al. 2005).

Einige Studien haben nachgewiesen, dass HPV die Expression zellularer microRNAs
steigern kann (Wang et al. 2008; Reshmi und Pillai 2008). Diese microRNAs sind kurze
nicht codierende RNAs, die an der Regulation der Genexpression beteiligt sind. HR-HPV
kann wahrend der Differenzierung von Keratinozyten die Expression von miR-203 her-
abregulieren, was mit einer erhéhten Expression von ANp63 einher geht (Melar-New
und Laimins 2010). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die Expression der E6 und
E7 Gene von HPV zu einer gesteigerten Expression von p63 flihrt (Srivastava et al.
2017). Als gesichert gilt, dass die Onkoproteine E6 und E7 die Expression von p63 re-

gulieren kdnnen und so die Entstehung von Tumoren beeinflussen kénnen.
1.5 Der Wnt/B-Catenin-Signalweg

Der aktivierte Wnt/B-Catenin-Signalweg tbernimmt bei verschiedenen Tumorentitaten
unter anderem auch bei den OPSCC wichtige Funktionen in der Karzinogenese (Ram-
pias et al. 2010; Clevers und Nusse 2012; Lin et al. 2013; Rodriguez-Sastre et al. 2005;
Krausova und Korinek 2014). Im kanonischen Wnt/B3-Catenin-Signalweg reguliert (3-
Catenin als Transkriptions-Cofaktor die Aktivierung von Genen der Zellproliferation und
Differenzierung (Abbildung 27b). Ohne Aktivierung des kanonischen Wnt/B3-Catenin-Sig-
nalwegs wird freies, zytoplasmatisches [-Catenin im Proteasom abgebaut und kann
seine Funktion im Nukleus als Transkriptionscofaktor nicht einnehmen (Anhang: Abbil-
dung 27a).
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Bei Aktivierung des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalwegs wird B-Catenin stabilisiert
und wirkt im Nukleus als Transkriptionscofaktor (Kim et al. 2013; Clevers und Nusse
2012). So wird die Transkription von Genen aktiviert, die unter anderem zu einem fehl-
regulierten Zellzyklus und einer beschleunigten Zellproliferation fiihren (Gao et al. 2014;
Huang et al. 2013; Kaelin 1999; Jung et al. 2001). Wie bereits zuvor erwéhnt, ist der
Wnt/B-Catenin-Signalweg unter anderem in vielen Malignomen aktiv und bewirkt eine
Dysregulation von molekularen Prozessen, welche Einflisse auf die Proliferation und

Differenzierung von Zellen haben (Mufioz-Bello et al. 2018).

Des Weiteren kann eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs begiinstigend auf
die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) wirken (Howard et al. 2011). Die EMT
ist ein Prozess bei dem epitheliale Zellen Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen
gewinnen und epitheliale Eigenschaften verlieren. Beispiele hierfir sind eine erhohte
Fahigkeit zur Zellmigration, Invasion und Resistenz gegentiber der Apoptose. In der Kar-
zinogenese fiihrt die EMT unteranderem zu einer erhéhten Tumorprogression und Me-
tastasierung (Kiemer et al. 2001).

In unserem Kollektiv wurde die Subgruppe mit HPV-assoziierten OPSCC mit einem Auf-
treten von Lokalrezidiven bzw. Fernmetastasen (LR/FM) identifiziert. Diese Falle zeich-
nen sich durch aggressive Eigenschaften der Tumoren aus, die mit einer schlechten
Uberlebensprognose einhergehen. Speziell bei HPV-assoziierten Malignomen wird der
Wnt/B-Catenin-Signalweg auch durch den besonderen viralen Einfluss hochreguliert
(Bonilla-Delgado et al. 2012). Diese Aktivierung (vgl. hierzu Kapitel 1.5.1) kénnte bei den
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC in der Ausbildung eines LR/FM resultieren. Bei-
spielsweise kdnnte die gesteigerte Zellinvasion und Metastasierungstendenz (vgl. EMT)

zum Auftreten von Lokalrezidiven bzw. Fernmetastasen fihren.
1.5.1 Modulation des Wnt/B-Catenin-Sighalwegs durch RIPK4, p63 und HPV

Wie bereits in Kapitel 1.3.2 beschrieben, spielt RIPK4 in verschiedenen Signalwegen
eine wichtige Rolle. Im Folgenden wird die Funktion von RIPK4 speziell im Wnt/B-
Catenin-Signalweg erlautert (vgl. Anhang: Abbildung 28). In verschiedenen Zelllinien
wurde nachgewiesen, dass durch eine Ausschaltung von RIPK4 die Wnt-abhangige An-
reicherung von B-Catenin im Nukleus und auch die Transkription Wnt-abhangiger Gene
reduziert wird. Ebenso wurde herausgefunden, dass RIPK4 Dvl phosphoryliert, was die
Anlagerung des destruction-Komplex beglnstigt und so zu einer Stabilisierung von [3-
Catenin fuhrt (Huang et al. 2013). Folglich werden auch die Wnt-abhangigen Gene ver-

starkt transkribiert. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass RIPK4 durch die
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Phosphorylierung von Dvl zu einer Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fuhrt und

so die Karzinogenese beglnstigt (Huang et al. 2013).

Die Transkription von RIPK4 kann durch die ANp63a-Isoformen begtinstigt werden (Mit-
chell et al. 2012). Dadurch wirken diese einerseits indirekt auf den Wnt/3-Catenin-Sig-
nalweg ein, andererseits Gbernehmen sie auch eine direkte modulierende Funktion. In
einer Studie wurde nachgewiesen, dass die ANp63-Isotypen die Wirkung des Wnt/3-
Catenin-Signalwegs verstarken konnen (Patturajan et al. 2002). Jedoch wurde in einer
anderen Veroffentlichung postuliert, dass sich diese Aussage primar auf die Uberexpri-
miert vorliegenden ANp63a-Isoformen bezieht (Drewelus et al. 2010). Ebenso wurde
gezeigt, dass p63 den Wnt/B-Catenin-Signalweg je nach Expressionslevel sowohl ver-
starken als auch inhibieren kann. Bei einer endogenen, physiologischen Expression von
p63 wird der Wnt/B-Catenin-Signalweg herabreguliert und die Transkription von Genen
ist vermindert. Dies kdnnte durch eine Anreicherung von Faktoren vermittelt werden,
welche die Transkription inhibieren (Anhang: Abbildung 29 a). Wenn p63 dagegen Uber-
exprimiert vorliegt, kann der Wnt/B-Catenin-Signalweg durch eine Hemmung der Tran-
skriptionsinhibitoren verstarkt werden (Anhang: Abbildung 29 b).

Im Verlauf des Tumorwachstums variiert das Expressionslevel von p63. In frihen Tu-
morstadien bewirkt eine p63-Expression die Erneuerung und Proliferation von Tumor-
zellen (Wnt/B-Catenin-Signalwegs aktiv). In den spateren Tumorstadien wird p63 haufig
herabreguliert, da die Tumorzellen einen undifferenzierten und invasiveren Phénotyp
einnehmen. Dennoch kann der Verlust von p63 zu einer Aktivierung der Wnt-abhangigen
Transkription fihren, wodurch ein invasives Wachstum sowie die Metastasierung be-
gunstigt werden kann (Drewelus et al. 2010). Dies wurde auch durch eine weitere Studie
bestatigt. In dieser konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von p63 in epithelialen Zellen
zu einer Steigerung der Expression von Genen fiihren kann, die eine Invasion und Me-

tastasierung begtnstigen (Barbieri et al. 2006).

Eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs wurde bei vielen unterschiedlichen Tu-
morentitaten allgemein, aber speziell auch bei HPV-assoziierten Tumoren nachgewie-
sen (Bonilla-Delgado et al. 2012). In einer Veroffentlichung konnte bestatigt werden,
dass der Wnt/B-Catenin-Signalweg in HPV-assoziierten OPSCC-Zelllinien aktiviert ist
(Rampias et al. 2010). Hierbei hatten die viralen Onkogene E6 und E7 einen direkten
Einfluss auf die Anreicherung von B-Catenin im Nukleus und damit auf die Gen-Tran-
skription. Auch in einer anderen Untersuchung HPV-assoziierter OPSCC-Zelllinien
wurde eine erhéhte Konzentration von 3-Catenin im Zytoplasma und im Nukleus im Ver-
gleich zu HPV-negativen OPSCC-Zelllinien gezeigt (Weinberger et al. 2009). Daraus

wurde geschlussfolgert, dass der Wnt/B-Catenin-Signalweg in der Karzinogenese der
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HPV-assoziierten OPSCC eine Rolle spielen kénnte. Eine weitere Studie hat gezeigt,
dass bei HPV-assoziierten im Vergleich zu HPV-negativen OPSCC B-Catenin in der
Membran reduziert und im Nukleus vermehrt exprimiert wurde (Hu et al. 2015). Zusatz-
lich wurde in dieser Studie nachgewiesen, dass eine Verminderung von -Catenin in der

Membran mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen assoziiert ist.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Aktivierung des Signalwegs,
durch verschiedene Faktoren (bspw. RIPK4, p63 oder HPV), zur Zellproliferation und
Invasion fuhren kann. Auch die Begunstigung der EMT kann eine Folge dieser Aktivie-
rung sein. Durch diese Erkenntnisse ist ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung
des Wnt/B-Catenin-Signalwegs und der Entwicklung von Lokalrezidiven oder Fernmeta-

stasen im Verlauf einer Tumorerkrankung denkbar.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde in dem Gesamtkollektiv der GieRener OPSCC-Patien-
ten eine Subgruppe der HPV-assoziierten OPSCC-Patienten identifiziert, welche einen
besonders schlechten Krankheitsverlauf aufwies. Trotz kurativem Therapieansatz traten
bei diesen Patienten Lokalrezidive oder Fernmetastasen auf, was mit einer dramatisch
verklrzten 5-Jahresiberlebensrate einhergeht. Auf Basis dieser Subgruppe wurde
durch gezielte Auswahl eine Untersuchungskohorte gebildet. Diese besteht aus insge-
samt 56 Patienten in 4 Untergruppen, die sich aus jeweils 14 Fallen mit HPV-assoziierten
bzw. HPV-negativen OPSCC mit oder ohne LR/FM zusammensetzt.

Ein Ziel der Arbeit war es diese spezielle Patientengruppe besser zu definieren. Einer-
seits wurden klinische Daten analysiert, um Patienteneigenschaften, Risikofaktoren und
Tumorcharakteristika zu ergriinden. Andererseits wurden Untersuchungen auf moleku-
larbiologischer Ebene durchgefiihrt, um mogliche Ursachen des schlechten Krankheits-
verlaufs besser zu verstehen. Die Proteine RIPK4 und p63 kdnnen modulierend auf die
Karzinogenese einwirken bspw. durch Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs. Hier-
durch kann ein Fortschreiten des Tumors verstarkt werden, was folglich zu einem ver-
kirzten Gesamtuberleben fuhren kann. Durch die immunhistochemische Anfarbung die-
ser Proteine im Tumorgewebe sollen Auffélligkeiten der Expression detailliert beschrie-
ben und in Bezug zu den klinischen Daten gesetzt werden. Potenzielle Einflussfaktoren
auf die Expression von RIPK4 und p63 wurden durch die gezielte Auswahl der Patien-
tenfalle weitgehend ausgeschaltet. Dadurch kénnen mdgliche Interaktionen zwischen

der Expression und der Uberlebensprognose beschrieben werden.

Folgende Forschungsfragen finden in der vorliegenden Promotionsarbeit eine Beantwor-

tung:

* Welche Eigenschaften sind bei Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC mit der

Entwicklung eines schlechten Verlaufs assoziiert?

* Welche Faktoren korrelieren mit einer Expression von RIPK4 und p63 auf den

Tumorschnitten der OPSCC-Untersuchungskohorte?

* Welche Zusammenhénge oder Unterschiede bestehen hinsichtlich der Expres-

sion von RIPK4 und p63 bei den untersuchten Patienten?
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2. Material

2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung

Adhasions-Objekttrager Super Frost plus

Deckglaser, 18x18 mm
Deckglaser, 24x40 mm
Deckglaser, 21x26 mm

1,5 ml tube

1,5 ml Safe Lock tube

2 ml Safe Lock tube

1,5 ml protein low bind tube
1,5 ml DNA low bind tube
Farbekammern

Farbekasten Hellendahl
Farbekasten Schiefferdecker
Folienabschnitte zum Abdecken

600*780mm)

PAP-Pen for immunostaining
Microtom Klinge R35
Einmal-Pipetten

5ml

10ml

25ml

50ml

Pipettenspitzen

10l

200 pl

1000 pl

Polypropylen Réhrchen CELLSTAR®
15ml

50ml

slide staining jars easy dip
slide staining rack easy dip

2.2 Chemikalien
Tabelle 2: Chemikalien

der
Schnitte Uber Nacht (Vernichtungsbeutel

Hersteller, Bestellnummer

R. Langenbrinck GmbH Labor- und Medi-
zintechnik (R. Langenbrinck), 03-0060

R. Langenbrinck, 01-1818/1

R. Langenbrinck, 01-2440/1

R. Langenbrinck, 01-2126/1

Eppendorf

Carl Roth, HL98.1
Carl Roth, H550.1
Carl Roth, H551.1

Sarstedt

SigmaAldrich, Z672548-1EA
Pfm medical, 207500005
Greiner Bio-One,

606180

607180

760180

768160

Nerbe plus

Sarstedt

Nerbe plus

Greiner Bio-One,
188271

210270

Simport, M900-12
Simport, M905-12 DGY

Bezeichnung Hersteller, Bestellnummer
Xylol Carl Roth, CN80.1

Ethanol Otto Fischar

Target Retrieval Solution (TRS) 10x, DAKO Agilent, S1699

pH6

Tris Base Applichem, A2264

Tween 20 Applichem, A4974
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Wasserstoffperoxid 30%

Applichem, A1134, 0250

NaCl

Applichem, A2942

HPLC-H,0

Sigma Aldrich, 34877-2,5I

BSA, powder, 298%, essentially fatty acid
free, essentially globulin free, fir Immun-
histochemie

Sigma-Aldrich, A7030-10G

HCI 37% AppliChem
Hamalaunlésung sauer nach Mayer Carl Roth, T865.1
ROTI®Histokitt Il Einschlussmittel Roth, T160.2

Eosin G Losung 1%

Carl Roth, 3137.1

2.3 Losungen und Puffer
Tabelle 3: Lésungen und Puffer

Losung/ Puffer Menge Bezeichnung
. 1g Albumin Fraction V

2% BSAIn TBS ad 50 ml TBS 1x

1 Teil TRS (pH 6, 10x)
TRS (pH 6) 1x 9 Teile ddH,0

12,1¢g Tris-Base

40 g NacCl
10x TBS-Puffer in 400 ml l6sen VE H,O

pH 7,4 mit HCI (10%) titrieren

ad 500ml VE H,0

50 mi TBS (10x)
TBST-Puffer 500 pl Tween

ad 500 ml VE H,0O

1 Teil TRS (pH 6, 10x)
TRS/TBST (pH 6) 1:1 4 Teile ddH,0

5 Teile TBST

2.4 Antikorper

Tabelle 4: Prim&rantikdrper
Bezeichnung
p63
RIPK4

Tabelle 5: Sekundarantikdrper
Bezeichnung
Anti-mouse
Anti-rabbit

2.5 Reagenziensatze (Kits)

Tabelle 6: Kits
Bezeichnung
VECTOR® NovaRED®
(HRP) Substrate Kit
VECTASTAIN® ABC HRP Kit (Peroxi-
dase, Mouse 1gG)
VECTASTAIN® ABC HRP Kit (Peroxi-
dase, Rabbit IgG)

Peroxidase

Hersteller, Bestellnummer
Santa Cruz, 0.N.498 sc-71827
Abgent, AP7808b

Hersteller, Bestellnummer
Cell Signaling, 7076
Cell Signaling, 7074

Hersteller, Bestellnummer

VECTOR Laboratories, SK-4300
VECTOR Laboratories, PK-4002

VECTOR Laboratories, PK-4001
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2.6 Gerate

Tabelle 7: Gerate
Bezeichnung

Fluoreszenzmikroskop
Mikroskopkamera
Magnetrihrer
Inversmikroskop
Mikrowelle

Paraffin Streckbad
pH-Meter

Accu-jet Pro
Reiskocher
Schlittenmikrotom
Wippschdttler PMR 30
Vortex-Schttler lab dancer
Trockenschrank
Waage
Mikrozentrifuge Heraeus Pico / Fresco
Minizentrifuge
Pipetten Piptman L
0,2-2 ul

1-10 pl

2-20 ul

10-100 pl

20-200 pl

100-1000 pl

Axio Scan.Z1

2.7 Software

Tabelle 8: Software
Bezeichnung

SPSS statistics, Version 27
Excel, Word, Power Point
Citavi 6

ZEN 2.6 blue edition

Hersteller, Bestellnummer
Leica, DM2500

Leica, DFC425C

IKA, 0003339000

Leica, DMI3000B

Sharp

GFL®,1052

HANNA® instruments, HI2211-02
Brand

Tefal Steam Cuisine

Leica Biosystems, SM2010 R
GRANT INSTRUMENTS, 44-0341
VWR Collection, 444-0004
Binder, ED56

KERN®, PCB 2500-2
Thermo Fisher Scientific
Kobe, Sprout/9945800
Gilson,

FA10001M

FA10002M

FA10003M

FA10004M

FA10005M

FA10006M

Zeiss

Hersteller

IBM

Microsoft 356

Swiss Academic Software GmbH
Zeiss
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3. Methoden
3.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Im folgenden Abschnitt wird in einem ersten Schritt die Zusammenstellung des OPSCC-
Gesamtkollektivs und anschliel3end der OPSCC-Untersuchungskohorte dargestellt (vgl.
Abbildung 3). In das Gesamtkollektiv wurden Patienten mit malignen Tumorerkrankun-
gen im Bereich des Oropharynx (Abbildung 1) eingeschlossen, welche in der Klinik fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des UKGM am Standort Giel3en behandelt wurden. Im Zeit-
raum von Anfang 2000 bis einschlief3lich 2017 wurden insgesamt 825 solcher Patienten
in GieRen dokumentiert.

Zur Differnzierung des HPV-Status wurde sowohl eine PCR-Untersuchung zur
Bestimmung der HR-HPV-DNA im Tumorgewebe durchgefiihrt als auch eine
immunhistochemische Farbung zu Bestimmung der Expression von p16'Nk42 (Wagner et
al. 2020; Prigge et al. 2017; Smeets et al. 2007). In das OPSCC-Gesamtkollektiv wurden
532 Patienten mit HPV-negativen und 200 Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ein-
geschlossen. Bei 93 Patienten fehlt die histologische und molekularbiologische Differen-
zierung des HPV-Status, sodass diese Félle nicht in das OPSCC-Gesamtkollektiv ein-

geschlossen wurden.

alle Gieltener

OPSCC-Patienten n=825
1
| | |
HPV-Status unbekannt assoziiert negativ
n=93 n=200 n=532
1
| | | |
LRIFM " - *
n=21 n=179 n=129 n=403
OPSCC- * + PN - PN + PRI -
Untersuchungskohorte n=14 A n=14 n=14 n=14
| )\ )
I T
Limitationsgrund: rRangf{:lge der Auswahlkriterien )

verfiigbares 1 N-Stadium

Tumorgewebe 2. Raucherstatus und
Packyears

3. Alkoholstatus
4. T-Stadium
5 Geschlecht
\ 6. Alter )

Abbildung 3: Uberblick zur Zusammensetzung des Patientenkollektivs und Auswahl der
OPSCC-Untersuchungskohorte

.+ steht flur das Auftreten eines LR/FM; ,-“ steht fir kein LR/FM; kursiv geschrieben
entspricht dem OPSCC-Gesamtkollektiv n=732; kursiv und fett geschrieben entspricht
der OPSCC-Untersuchungskohorte n=56; * entspricht der limitierenden Gruppe.
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Fur den experimentellen Teil der Arbeit wurde die OPSCC-Untersuchungskohorte gebil-
det. Die Grundlage zur Bildung dieser Kohorte, war eine Subgruppe unter den Patienten
mit HPV-assoziierten OPSCC, die vom erwarteten Krankheitsverlauf HPV-assoziierter
Tumorpatienten abweicht. Diese Patientengruppe zeichnet sich durch das Auftreten ei-
nes Lokalrezidivs oder einer Fernmetastasierung im Krankheitsverlauf sowie eine nied-

rige 5-Jahresiiberlebensrate aus.

Es wurden nur Patienten eingeschlossen die initial ein kuratives Therapieregime erhal-
ten hatten. Zur kurativen Behandlung wurde entweder eine definitive Radio(chemo)the-
rapie oder eine Operation mit ggfs. adjuvanter Radio(chemo)therapie durchgefuhrt. Un-
ter Berticksichtigung der genannten Aspekte standen 21 Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC mit einem LR/FM zur Verfigung (in Abbildung 3 rot umrandet). Jedoch war le-
diglich bei 14 Patienten ausreichend Untersuchungsmaterial fir die angestrebten Ver-
suche vorhanden (in Abbildung 3 rot umrandet mit * markiert entspricht der limitierenden
Gruppe).

Diese limitierende Gruppe bildet die Basis zur Erstellung der OPSCC-Untersuchungsko-
horte. Aus dem OPSCC-Gesamtkollektiv wurden Patienten gesucht, die der limitieren-
den Gruppe in wichtigen Kriterien gleichen. In der folgenden Auflistung sind die Aus-
wahlkriterien in absteigender Reihenfolge genannt: N-Status, Raucherstatus und

packyears (vgl. hierzu Kapitel 3.2), Alkoholstatus, T-Stadium, Geschlecht und Alter.

Durch die gezielte Auswahl wurden moglichst viele Stérfaktoren ausgeschaltet, wodurch
eine Evaluation der RIPK4- und p63-Expression weitgehend unabhéngig von potenziel-
len Einflussfaktoren durchgefiihrt werden kann. Ebenso kann ein Zusammenhang zwi-
schen der Expression und der Uberlebensprognose hergestellt werden. Da die OPSCC-
Untersuchungskohorte nach einem definierten Schema ausgewahlt wurde, liegt keine

Zufallsstichprobe vor.
3.2 Einteilung der Risikofaktoren und Tumorcharakteristika

Ein Grof3teil der klinischen Daten wurde anhand von Dokumentationen aus der digitalen
Patientenakte erhoben. Zu den erfassten Patientendaten zahlt neben dem Geschlecht,
das Alter bei Diagnosestellung und der Allgemeinzustand nach ECOG (Eastern Coope-
rative Oncology Group vgl. hierzu Anhang: Tabelle 32). In der vorliegenden Arbeit wur-
den die Schweregrade 0-1 als ,gesund® und 2-4 als ,krank® definiert. Bei der Erfassung
weiterer Risikofaktoren wurde ein Schwerpunkt auf die Quantifizierung des Abusus von
Alkohol und Nikotin bzw. anderen Tabakwaren gelegt. Der Alkoholkonsum wurde an-
hand der Einteilung in Standardglaser erfasst (1 Standardglas entspricht ca. 10g Alko-

hol). In die Kategorie regelméaRiger Alkoholkonsum wurden Patienten eingeordnet, die
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angegeben haben mehr als 2 Standardglaser Alkohol pro Tag zu trinken. Weniger oder
gleich 2 Standardgléser Alkohol pro Tag wurde als kein/geringer Alkoholkonsum gewer-
tet. Patienten, die in der Vergangenheit einen regelmafigen Alkoholkonsum hatten wur-

den nicht separat eingeteilt.

Der Raucher-Status wurde anhand der taglich gerauchten Zigaretten festgelegt. Der
Konsum anderer Tabakwaren wurde dem Zigarettenrauchen gleichgestellt. Als Nicht-
Raucher zahlen alle Patienten, die nie geraucht haben, bzw. den Nikotinabusus mindes-
tens 16 Jahre vor der OPSCC-Diagnosestellung sistiert haben. Das Risikoprofil der ehe-
maligen Raucher gleicht sich Uber die abstinenten Jahre hinweg dem der Nichtraucher
an. So entspricht bspw. das kardiovaskulare Risiko eines 15 Jahre abstinenten Rauchers
in etwa dem eines Nichtrauchers, ahnliches gilt auch im Hinblick auf das Krebsrisiko
(Schaller et al. 2020; American Cancer Society). Die Menge gerauchter Zigaretten wurde
anhand der packyears (py) quantifiziert. Eine gerauchte Packung Zigaretten pro Tag
wahrend des Zeitraums eines Jahres entspricht dabei einem packyear.

Die Tumorcharakteristika wurden anhand der TNM-Klassifikation sowie nach UICC ein-
geteilt (vgl. Anhang: Tabelle 30 und Tabelle 31). In der 2017 erneuerten Version (UICC8)
wurde der Aspekt des HPV-Status der Tumoren in die Einteilung des Stadiums mit ein-
bezogen. Um eine bessere Vergleichbarkeit hinsichtlich des UICC-Stadiums zu gewahr-
leisten, wurden soweit mdglich alle Falle, ungeachtet des Datums der Erstdiagnose,
rickwirkend sowohl nach der UICC7- als auch nach der UICC8-Version einem Tu-

morstadium zugeordnet. Folglich sind alle Falle nach beiden UICC-Versionen eingeteilt.
3.3 Tumorproben und Gewebeschnitte

Fur diese Arbeit standen Proben der in Paraffin eingebetteten OPSCC-Tumorpraparate
(FFPE-BI6cke) zur Verfligung. Alle Patienten des OPSCC-Gesamtkollektivs hatten einer

Verwendung ihrer Daten und Tumorprdparate zu Forschungszwecken zugestimmt.

Mit dem Schlittenmikrotom wurden von den FFPE-Bl6cken Schnitte von 3,5 um Dicke
angefertigt. Nachdem sich die Schnitte im Paraffin Streckbad bei 37°C gleichm&Rig ent-
faltet haben, wurden sie auf Objekttrager aufgezogen tber Nacht bei 37°C in einen Tro-

ckenschrank gelegt.
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3.4 HE-Farbung

Zur Identifizierung des Tumoranteils wurden einzelne Schnitte mit Hamalaun und Eosin
gefarbt. Hamalaun lasst die Zellkerne in blau-violetter Farbe erscheinen. Eosin farbt das

Zytoplasma rot (Welsch 2009). Hierfur wurde das folgende Protokoll angewendet:

e Entparaffinieren
2x 10 min Xylol
e Rehydrieren
2x 5 min 100% Ethanol
2x 5 min 96% Ethanol
1x 5 min 70% Ethanol
e kurz (durch zweimaliges Eintauchen) in Kivette mit VE-H,O waschen
e 2 min in Hamalaun-L&sung einstellen
e 15 min unter vorsichtig flieBendem Leitungswasser blauen
e 5 min in Eosin-Lésung einstellen
e kurz in Kivette mit VE-H,O waschen (wie oben)
o Dehydrieren:
kurz in 70% Ethanol
2x 1 min 96% Ethanol
2x 3 min 100% Ethanol
1x 2 min Xylol
1x 5 min Xylol

Eindecken mit ROTI Histokitt Il und Deckglasern

3.5 Immunhistochemische Farbung

Die ausgewéhlte Untersuchungskohorte bestehend aus 56 Patienten wurde immunhis-
tochemisch gefarbt. Es wurde die Methode der indirekten Immunhistochemie genutzt,
bei der ein Primarantikdrper an ein spezifisches Epitop bindet. An den Primarantikdrper
kann ein Sekundarantikorper binden, der mit einem Enzym gekoppelt ist. Hier wurde die
Avidin-Biotin-Complex-Methode (ABC) zur Darstellung von Antigenen genutzt. An den
Priméarantikorper bindet ein spezieller mit Biotin gekoppelter Sekundarantikdrper. Avidin
hat eine hohe Affinitat zu Biotin, an das Peroxidasen gebunden sind. Durch die Peroxi-
dasen kann in einer Reaktion ein Farbstoff aktiviert werden (Vectorlabs). Bei unseren
Versuchen wurde das Nova Red Peroxidase Substrat genutzt. Die Anfarbung des

Epitops erfolgt nur, wenn der Sekundarantikdrper an den Primarantikérper bindet.

Pro Farbedurchgang wurde jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefihrt,

um die Vergleichbarkeit zwischen den gefarbten Schnitten zu gewahrleisten. Wahrend
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des gesamten Farbeprozess muss darauf geachtet werden, dass die Gewebeschnitte

nicht trocken werden. Zur immunhistochemischen Farbung wurde folgendes Protokoll

angewandt:

Tag 1:

Tag 2:

Entparaffinieren

2x 10 min Xylol
Rehydrieren

2X 5 min 100% Ethanol

2X 5 min 96% Ethanol

1x 5 min 70% Ethanol
kurz (durch zweimaliges Eintauchen) in Kivette mit VE-H,O waschen
Epitop-Demaskierung mit TRS DAKO pH 6

45 min im Dampfgarer erhitzen
30 min bei Raumtemperatur abkuhlen
5 min in 1:1 Mischung aus TRS DAKO pH 6 und TBST
Waschen mit VE-H,O (wie oben)
Hydrophobe Barriere auftragen mit dem PAP-Pen
Inaktivieren der endogenen Peroxidasen

20 min Inkubation in 3% H,0O, in HPLC-H,O
Waschen mit VE- H,O (wie oben)
Waschen mit TBST-Puffer
40 min Blocken mit 2% BSA fur Immunhistochemie in TBST
Waschen mit TBST-Puffer
Primarantikorper Gber Nacht bei 4°C (vgl. hierzu Kapitel 3.5.1 und Kapitel
3.5.2)

Prim&rantikorper abpipettieren
Waschen mit TBST-Puffer
Sekundarantikorper Biotin gekoppelt: 1h bei Raumtemperatur (vgl. hierzu
Kapitel 3.5.1 und Kapitel 3.5.2)
Waschen mit TBST-Puffer
Bildung eines Komplex durch Bindung von Avidin an Biotin, das an den Se-
kundarantikdrper gekoppelt ist:
40 Min ABC-Mix
Waschen mit TBST-Puffer
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e Detektion und Freisetzung eines roten Farbstoffs durch Peroxidasereaktion
25 min mit Nova Red Peroxidase Substrat
e Waschen mit VE- H,O (wie oben)
e 1,20 min in Hamalaun
e 10 min blauen in Leitungswasser
o Dehydrieren
kurz in 70% Ethanol
2x 1 min 96% Ethanol
2x 3 min 100% Ethanol
1x 2 min Xylol
1x 5 min Xylol

Eindecken mit ROTI Histokitt Il Einschlussmittel und Deckglasern

3.5.1 RIPK4-Farbung

Fur die immunhistochemische Farbung mit RIPK4 wurden die Arbeitsschritte durchge-
fuhrt, wie in Kapitel 3.5 beschrieben. Der Antikorper RIPK4 (AP7808b) von Abgent wurde
fur die Farbung genutzt. Dieser bindet an das C-terminale Ende des Proteins gegen die

Aminosauren 802-832. So werden beide Isoformen von RIPK4 angefarbt.

Der Primarantikoérper wurde in einer Verdinnung 1:1000 aufgetragen. Die Inkubation
erfolgte Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Nach dem Waschen wird der
Biotin gekoppelte Anti-Hase Sekundarantikdrper in einer Verdinnung von 1:160 ange-
wandt. Nach einer Inkubation von 1h bei Raumtemperatur folgt die Detektion durch die
ABC-Methode und Nova Red Peroxiase Substrat.

3.5.2 p63-Farbung

Fur die Farbung mit dem p63-Antikorper werden die oben genannten Arbeitsschritte
durchgefuhrt. Der monoklonale p63-Antikdrper von Santa Cruz (0.N.498) wurde fiur die
Farbung ausgewahlt. Dieser bindet die N-terminalen Aminosauren 1-205 der ANp63-
Isoform. Da die Aminosaurensequenz des Antikorpers in weiten Teilen mit den p63-Iso-
formen Ubereinstimmt, kann davon ausgegangen werden, dass alle p63-lIsoformen dar-

gestellt werden (vgl. Abbildung 2).

Nach dem Blocken und Waschen der Schnitte, wird anschlie3end der p63-Primaranti-
korper in einer Verdinnung von 1:1000 aufgetragen und tber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Daran anschlieRend wird der Primarantikorper abpipettiert

und es folgt das Waschen mit TBST. Da der p63-Primarantikdrper in der Maus als Wirt-
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stier hergestellt wurde, wird ein Biotin gekoppelter Anti-Maus Sekundarantikérper ange-
wandt. Dieser wird 1:180 verdinnt und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgt

die Farbereaktion mittels Nova Red Peroxidase Substrat.
3.6 Mikroskopische Auswertung der Farbung

Nach Fertigstellung der immunhistochemischen Farbung wurden die gefarbten Schnitte
mit ZEISS Axio Scan.Z1 gescannt. Alle Bilddateien wurden unter Anwendung der ZEN
Imaging Software ZEN 2.6 blue edition von zwei unabhangigen Auswertern bewertet.
Zuerst wurden die Schnitte auf das Vorhandensein von gesundem Epithelgewebe unter-
sucht. Wobei es sich um eine dichotome Auswahl handelte und zwischen den Optionen
»Epithel vorhanden® oder ,kein Epithel vorhanden“ gewahlt werden konnte. Die Expres-
sion im gesunden Plattenepithel wurde als ,interne Kontrolle* betrachtet, da RIPK4 und
p63 sowohl malignes Gewebe als auch zu einem gewissen Grad das nichtmaligne Ge-
webe anfarben (Liu et al. 2015; Nekulova et al. 2011). Um die Qualitat innerhalb der
gesamten Farbungskohorte zu gewahren, wurde jeder Schnitt mit der entsprechenden
Positivkontrolle verglichen, die bei jedem Farbedurchgang mitgefihrt wurde.

Das Hauptaugenmerk lag auf der Beurteilung der Expression im Tumorgewebe. Bei je-
dem Schnitt wurde die Intensitéat der Expression als prozentualer Anteil hinsichtlich der
drei Kategorien ,stark, mittel, schwache, und keine“ Farbung festgehalten. Aus der Pro-
zentzahl des nicht angefarbten Tumoranteils und den drei Farbekategorien ergab sich

eine Gesamtsumme von 100%.

Aus diesen erhobenen prozentualen Werten flr die Kategorien ungefarbt, schwach, mit-
tel und stark gefarbt wurden anhand der folgenden Formel eine nominalskalierte Vari-
able berechnet. Diese gibt auf einer Skala von 0-3 die Intensitat der Expression der

Schnitte an.

(Anteil ungefiarbt = 0) + (Anteil schwach * 1) + (Anteil mittel x 2) + (Anteil stark * 3)
3

Anhand dieser Nominalskala wurde eine Differenzierung in ,schwach bzw. stark gefarbt*

mit dem Median als cut-off Wert gewahilt.
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4. Ergebnisse
4.1 Vorstellung des OPSCC-Gesamtkollektivs hinsichtlich der Risikofaktoren
und Tumorcharakteristika

4.1.1 Deskriptive Auswertung des OPSCC-Gesamtkollektivs allgemein, sowie

stratifiziert nach dem HPV-Status

Im Zeitraum von 2000 bis einschlieR3lich 2017 wurden 825 Patienten mit OPSCC in der
HNO-Klinik in GieRRen registriert. Bei 732 Patienten wurde der HPV-Status des Tumors
bestimmt (vgl. Abschnitt 3.1). Diese sind in der Arbeit als OPSCC-Gesamtkollektiv defi-
niert. Die Daten zur Auswertung des OPSCC-Gesamtkollektivs allgemein, sowie mit Dif-
ferenzierung nach dem HPV-Status sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Unter den ge-
testeten Patienten wurde bei 532 (72,7%) ein HPV-negatives und bei 200 (27,3%) ein
HPV-assoziiertes OPSCC diagnostiziert. Im OPSCC-Gesamtkollektiv befinden sich 162
(22,1%) Frauen und 570 (77,9%) Manner. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung waren
die Patienten zwischen 36,1 und 97,9 Jahre alt. Das mediane Alter lag bei 60,6 Jahren.
Patienten mit HPV-negativen Tumoren waren bei Diagnosestellung signifikant junger als
die Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren (Median 60,0 vs. 62,6 Jahren, p=0,006).
575 (80,9%) Patienten haben bejaht zu rauchen. 136 (19,1%) Patienten haben sich als
Nichtraucher bezeichnet. Die kumulierte Menge an gerauchten Zigaretten variiert unter
den Rauchern zwischen 2 und 132 py. Der Median liegt bei 38 py. Bei den Patienten mit
HPV-negativen OPSCC liegt der Median der konsumierten packyears bei 40 und bei den
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC bei 26 (Abbildung 4a).

p<0,001* p=0,619*
100 7 . 70
% o
80 1 R : 60
5 | 50 -
g 5 40 -
> 40 5]
i @ 30 4
8 a R |
@24 L] 20 -
0 ] 10
HPV-negativ HPV-assoziiert HPV-negativ HPV-assoziiert
Anzahl n=404 n=87 Anzahl n=20 n=17
Median 40 26 Median 30 31
3. Quartil 51,8 43 3. Quartil 40 46,4
1. Quartil 29,1 15 1. Quartil 21,1 20,5

Abbildung 4: Konsumierte Packyears der Raucher a) des OPSCC-Gesamtkollektivs
(n=491) und b) der OPSCC-Untersuchungskohorte (n=37) differenziert nach dem HPV-
Status der OPSCC. # Der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-U Test (Asympt., 2-seitig)
berechnet.
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Insgesamt haben 345 (52,4%) Patienten angegeben >2 Standardglaser und 313 (47,6%)
<2 Standardglaser Alkohol pro Tag zu konsumieren. Die Patientengruppe mit HPV-as-
soziierten OPSCC hat im Vergleich zu den Patienten mit HPV-negativen Tumoren ein
signifikant geringeres Konsumverhalten im Hinblick auf Zigaretten und Alkohol (jeweils
p<0,001). 518 (71,3%) Patienten hatten ein ECOG-Stadium von 0-1 und damit wenige
Einschrankungen in ihrer Lebensqualitat und korperlichen Aktivitat. Die verbleibenden
208 (28,7%) Patienten hatten ein ECOG-Stadium von 2-4. 69,9% (370/529) der Patien-
ten mit HPV-negativen OPSCC und 75,1% (148/197) der Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC hatten ein ECOG-Stadium von 0-1.

Tabelle 9: Risikofaktoren des OPSCC-Gesamtkollektivs allgemein, sowie in Bezug zum
HPV-Status der OPSCC.

gesamt HPV-negativ HPV-assoziiert p-Wert
n=732 % n=532 % n=200 %
mannlich 570 77,9 420 78,9 150 75,0 .
Geschlecht | eiblich | 162 | 22.1 112 | 211 50 250 | 92%2
Alter bei Median. 60,6 60 62,6 ,
Diagnose 3. Quart!l 67,9 66,8 72,2 0,006
1. Quartil 53,8 53,9 54,6
Alkohol >2 345 52,4 318 66,1 27 15,3 <0.001*
(Standard- <2 313 47,6 163 33,9 150 84,7 '
glaser/Tag) unbekannt 74 51 23
ja 575 80,9 471 90,6 104 54,5 <0.001*
Rauchen nein 136 19,1 49 9,4 87 45,5 '
unbekannt 21 12 9
Median 38 40 26
Packyears? 3. Quartil 50 51,8 43 <0,001%
1. Quartil 25 29,1 15
unbekannt 84 67 17
gesund (0-1)] 518 71,3 370 69,9 148 75,1 0 170
krank (2-4) 208 28,7 159 30,1 49 24,9 '
0 45 6,2 28 53 17 8,6
Komorbiditat 1 473 65,2 342 64,7 131 66,5
(ECOG) 2 175 24,1 131 24,8 44 22,3 0,054 "
3 28 3,9 23 4,3 5 2,5
4 5 0,7 5 0,9 0 0,0
unbekannt 6 3 3
* Chi, Asympt., 2-seitig; * Mann-Whitney-U Test, Asympt., 2-seitig; * Bei der Berechnung der Packyears
werden nur die Raucher beriicksichtigt (n=575); fett geschrieben: signifikante p-Werte

Die Daten zu den Tumorcharakteristika insgesamt, sowie stratifiziert nach dem HPV-
Status, werden in Tabelle 10 ausfiihrlich gezeigt. Bei 373 (51,4%) Patienten wurde ein
niedriges T-Stadium diagnostiziert und bei 353 (48,6%) Patienten ein hohes T-Stadium.
Bei den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC hatte eine Mehrheit von 63,0%
(126/198) ein niedriges T-Stadium wohingegen dies bei Patienten mit HPV-negativen
Tumoren anndhernd bei der Halfte der Fall war (47,0%; p<0,001). Bei der Auswertung
des N-Stadiums wurden insgesamt bei 530 (73,5%) Patienten befallene Lymphknoten
festgestellt. Bei den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC (86,9%) wurde signifikant
haufiger ein maligner Befund in den Lymphknoten festgestellt, als bei den Patienten mit
HPV-negativen Tumoren (68,4 %; p<0,001). In dem OPSCC-Gesamtkollektiv hatten 258
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(35,7%) Patienten ein niedriges und 464 (64,3%) ein fortgeschrittenes UICC7-Stadium
(>111). Bei der Einteilung nach UICC8 hatten mehr Patienten (346/667; 51,9%) ein Tu-
morstadium von I-lll. Nach UICC7 hatten 36,2% der Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC ein Stadium von I-lll. Dahingegen hatten die Patienten mit HPV-assoziierten
Tumoren mit einer signifikanten Mehrheit von 88,8% (166/187) ein niedriges UICC8-Sta-
dium (p<0,001). Die Aufteilung der Tumorstadien nach UICC7 bzw. UICC8 bei den Pa-
tienten mit HPV-negativen Tumoren blieb weitgehend unveréndert (37,5% vs. 36,6%).

Tabelle 10: Tumorcharakteristika der Patienten allgemein, sowie stratifiziert nach dem
HPV-Status der OPSCC.

gesamt HPV-negativ HPV-assoziiert p-Wert
n=732 % n=532 % n=200 %
0-2 373 51,4 247 47,0 126 63,0 <0 001*
3-4 353 48,6 279 53,0 74 37,0 '
0 1 0,1 0 0,0 1 0,5
1 163 22,5 115 21,9 48 24,0
. 2 209 28,8 132 25,1 77 38,5
T-Stadium 3 151 20,8 116 22,1 35 175 | <0,001*
4 41 5,6 29 55 12 6,0
4a 74 10,2 57 10,8 17 8,5
4b 87 12,0 77 14,6 10 5,0
unbekannt 6 6 0
NO 191 26,5 165 31,6 26 13,1 <0,001*
N+ 530 73,5 357 68,4 173 86,9
NO 191 26,5 165 31,6 26 13,1
N1 119 16,5 62 11,9 57 28,6
N-Stadium N2-N2a 69 9,6 40 7,7 29 14,6 #
N2b 219 | 304 154 | 295 65 327 | 0610
N2c 92 12,8 75 14,4 17 8,5
N3 31 4,3 26 5,0 5 2,5
unbekannt 11 10 1
MO 655 92,1 476 91,9 179 92,7 0.707*
M-Stadium M+ 56 7,9 42 8,1 14 7,3 '
unbekannt 21 14 7
Tonsille 303 41,6 184 34,8 119 59,5 <0.001*
Lokalisation |nicht Tonsillef 426 58,4 345 65,2 81 40,5 '
unbekannt 3 3 0
1-111 258 35,7 186 35,6 72 36,2 0.877*
>|[1 464 64,3 337 64,4 127 63,8 '
| 65 9,0 60 11,5 5 2,5
I 65 9,0 54 10,3 11 55
UICC7 Stadium 11 128 17,7 72 13,8 56 28,1 #
IV-IVa 313 43,4 214 40,9 99 49,7 0.896
Vb 93 12,9 81 15,5 12 6,0
IVc 58 8,0 42 8,0 16 8,0
unbekannt 10 9 1
I-111 346 51,9 180 37,5 166 88,8
<0,001*
>|[| 321 48,1 300 62,5 21 11,2
| 146 21,9 63 13,1 83 44.4
I 100 15,0 50 10,4 50 26,7
UICCS8 Stadium 1] 100 15,0 67 14,0 33 17,6 "
IV-IVa 212 31,8 192 40,0 20 10,7 <0,001
Vb 79 11,8 79 16,5 0 0,0
Ve 30 4,5 29 6,0 1 0,5
unbekannt 65 52 13

* Chi, Asympt., 2-seitig; * Mann-Whitney-U Test, Asympt., 2-seitig; fett geschrieben: signifikante p-Werte
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4.1.2 Deskriptive Auswertung des OPSCC-Gesamtkollektivs allgemein, sowie

aufgeteilt nach dem HPV-Status und dem Auftreten eines LR/FM

Zur Auswertung der Patienten des OPSCC-Gesamtkollektivs wurde zunachst eine Auf-
teilung nach dem HPV-Status vorgenommen (Kapitel 4.1.1). Im Folgenden wurden die
Patienten weiterhin hinsichtlich des Auftretens eines LR/FM untersucht. Die Auswertung

im nachfolgenden Kapitel erfolgt auf Basis der folgenden vier Gruppen (Abbildung 3):

e Patienten mit HPV-negativen Tumoren
o LLR/FM-* ohne Lokalrezidiv oder Fernmetastasen n=403
o LLR/FM+“ mit Lokalrezidiv oder Fernmetastasen n=129
e Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren

o LLR/FM-*: ohne Lokalrezidiv oder Fernmetastasen n=179

o LLR/FM+* mit Lokalrezidiv oder Fernmetastasen n=21
Die Daten zur Verteilung der allgemeinen Risikofaktoren innerhalb dieser vier Gruppen
finden sich in Tabelle 11. Bei den Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit einem
LR/FM befinden sich, anders als bei den drei anderen Gruppen, Gber 10% mehr mann-
liche Patienten (87,6%). Zwischen den Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Geschlechterverteilung (p=0,020). Beim Blick auf das Alter bei Diagno-
sestellung zeigt sich ebenso ein signifikanter Unterschied (p<0,001). Das mediane Alter
bei Diagnosestellung war bei den Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren mit einem
LR/FM mit 70,6 Jahren am hdchsten. Bei allen anderen Gruppen lag das Alter bei Diag-
nosestellung, mit einem Median von ca. 60 Jahren, deutlich niedriger. Hinsichtlich des
Alkoholkonsums besteht zwischen den vier Gruppen ein signifikanter Unterschied
(p<0,001). Abbildung 5 zeigt, dass die Menge an konsumiertem Alkohol in engem Bezug
zum HPV-Status steht und weniger vom Auftreten eines LR/FM abhé&ngt. Bei den Pati-
enten mit HPV-assoziierten Tumoren hatte eine Mehrheit (iber 80%) und bei denen mit
HPV-negativen OPSCC eine Minderheit (etwa 30%) einen geringen Alkoholkonsum an-
gegeben. Bei Stratifizierung dieser Gruppen nach dem Auftreten eines LR/FM zeigen

sich lediglich sehr geringe Unterschiede.
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Abbildung 5: Verteilung des Alko-

HPV-negativ . HPV-assoziiert .

p<0.001 holkonsums im OPSCC-Gesamt-

100% Stmmanasarmag KOllektiv  aufgeteilt nach dem

"2 HPV-Status und LR/FM. * Der p-

5% ) Wert wurde mittels Chi Test

(Asympt., 2-seitig) berechnet.
50%
25%
0%
LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/FM +

Jeweils annahernd 55% der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC, ohne bzw. mit
LR/FM zahlten zu den Rauchern. Im Vergleich dazu waren jeweils 90,6% der Patienten
mit HPV-negativen Tumoren Raucher. Innerhalb der vier Gruppen besteht ein signifikan-
ter Unterschied hinsichtlich des Nikotinkonsums (p<0,001). Abbildung 6 zeigt, dass zwi-
schen dem Raucherstatus und der Stratifizierung nach dem HPV-Status ein starkerer

Zusammenhang besteht als nach dem Auftreten eines LR/FM.

Abbildung 6: Verteilung des Rau-

HPV-negativ HPV-assoziiert ;

p<0,001* cherstatus im OPSCC-Gesamt-

100% = Nichtraucher  KOllektiv aufgeteilt nach dem

= Raucher  HpV-Status und LR/FM. ” Der p-

75% Wert wurde mittels Fisher-

Freeman-Halton-Test (2-seitig)

0% berechnet.
25%
0%
LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/FM +

Bei der Quantifizierung des Rauchens zeigte sich, dass die Gruppe der Patienten mit
HPV-assoziierten Tumoren ohne LR/FM kumuliert am wenigsten geraucht hat (Median
26 py). Im Vergleich dazu liegt die Anzahl gerauchter py der Patienten mit HPV-assozi-
ierten OPSCC und LR/FM (Median 35,5 py) ndher an der Anzahl der Patienten mit HPV-
negativen OPSCC unabh&ngig vom Auftreten eines LR/FM (Median jeweils 40 py). Hin-
sichtlich dieser Verteilung besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(p<0,001).

Unter den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC mit einem LR/FM hatte eine Mehrheit
von 60% (12/20) eine starke Einschréankung des Allgemeinzustands (2-4 nach ECOG).
In den anderen drei Gruppen war jeweils eine Minderheit von etwa 20-30% in der ECOG
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Kategorie von 2-4. Bei der Aufteilung der vier Gruppen nach dem ECOG-Stadium zeigt
sich ein signifikanter Unterschied (p=0,001; Abbildung 7).

Abbildung 7: Verteilung des

HPV-negativ HPV-assoziiert . X
£=0,001* ECOG-Stadiums im OPSCC-Ge-
100% omorsiitat - samtkollektiv aufgeteilt nach dem
(ECOG) HPV-Status und LR/FM. * Der p-
. S e 52-;41 Wert wurde mittels Chi Test
wgesnd 0D Asympt., 2-seitig) berechnet.
50%
25%
LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/FM +

Tabelle 11: Risikofaktoren der Patienten allgemein, sowie in Bezug zum HPV-Status der
OPSCC und dem Auftreten eines LR/FM.

gesamt HPV-negativ HPV-assoziiert
LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/FM + p-Wert
n=732 % n=403 % n=129 % n=179 % n=21 %
mannlich 570 77,9 307 76,2 113 87,6 135 75,4 15 71,4 N
Geschlecht |\ eibich | 162 | 221 | 96 | 238 | 16 | 124 | 44 | 246 6 286 | 0%
Alter Median. 60,6 60,6 58,9 61,8 70,6
bei Diagnose 3. Quartil 67,9 67,1 65,8 53,8 79,5 <0,001"
1. Quartil 53,8 54,5 52 71,1 58,2
Alkohol >2 345 65,6 236 65,6 82 67,8 24 15,1 3 16,7
(Standard- <2 313 34,4 124 34,4 39 32,2 135 84,9 15 83,3 |<0,001*
glaser/Tag) unbekannt 74 43 8 20 3
ja 575 80,9 355 90,6 116 90,6 93 54,4 11 55,0
Rauchen nein 136 19,1 37 9,4 12 9,4 78 45,6 9 45,0 |<0,001"
unbekannt 21 11 1 8 1
Median 38 40 40 26 35,5
1 3. Quartil 50 50 57,1 41,5 57,8 o
Packyears™ 1 "5 aril | 25 27,8 30 12,9 23,8 <0,001
unbekannt 84 52 15 16 1
Komorbiditat gesund (0-1)] 518 71,3 284 71,0 86 66,7 140 79,1 8 40,0 X
(ECOG)? krank (2-4) | 208 28,7 116 29,0 43 33,3 37 20,9 12 60,0 | 0,001
unbekannt 6 3 0 2 1
A Fisher-Freeman-Halton 2-seitig; ¥ einfaktorielle Varianzanalyse; * Chi, Asympt., 2-seitig; ° Kruskal-Wallis, Asympt., 2-seitig; ! Bei
der Berechnung der Packyears werden nur die Raucher beriicksichtigt (n=575); ? aufgrund der Ubersichtlichkeit wurde nur die
dichotomisierte Auspragung untersucht; fett geschrieben: signifikante p-Werte

Im folgenden Abschnitt wird die Auspragung von tumorassoziierten Eigenschaften des
OPSCC-Gesamtkollektivs betrachtet. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 12 zu
finden. Die Untersuchung zur Einteilung der Tumorstadien ergab, dass die Patienten mit
HPV-assoziierten OPSCC ohne LR/FM mit einer Mehrheit von 65,9% (118/179) ein nied-
riges T-Stadium von 0-2 hatten. Bei den anderen Gruppen war dies signifikant seltener
der Fall (p<0,001). Hier lagen mehrheitlich (jeweils Gber 50%) hohe T-Stadien von 3-4
vor. Auch die Untersuchung des N-Stadiums zeigt einen signifikanten Unterschied
(p<0,001). Unter den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC, unabhangig vom Auftre-
ten eines LR/FM, hatte eine Mehrheit von Uber 85% der Félle einen positiven Lymph-

knotenstatus. Dahingegen hatten die Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit und ohne
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LR/FM nur in etwa 70% der Félle befallenen Lymphknoten. Bei einer deutlichen Mehrheit
der Patienten wurden keine Fernmetastasen (92,1%) nachgewiesen. In den Gruppen
der Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren ohne LR/FM sowie mit HPV-negativen
OPSCC mit bzw. ohne LR/FM wurde bei einer deutlichen Mehrheit ein MO-Stadium fest-
gestellt. 50% der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC und einem LR/FM entwickel-
ten Fernmetastasen. Der Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen ist signifikant
(p<0,001). Bei der Einteilung nach UICC7 besteht kein signifikanter Unterschied
zwischend den Gruppen (p=0,162). Die Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit und
ohne LR/FM hatten jeweils in einer Minderheit der Félle ein niedriges UICC8 Stadium
von I-lll. Ebenso hatten die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC und LR/FM nur in
weniger als 40% der Falle ein niedriges UICC8-Stadium von I-lll. Dahingegen wurden
die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ohne LR/FM signifikant haufiger, in 95,2%
(158/166) der Falle, in ein UICC8-Stadium von I-Ill eingeteilt (p<0,001). Die bekannter-
malRen signifikante Haufung von HPV-assoziierten Tumoren in der Tonsille wurde auch
in unseren Patientengruppen, unabhangig vom Auftreten eines LR/FM bestétigt
(p<0,001).

Tabelle 12: Tumorcharakteristika der Patienten allgemein, sowie in Bezug zum HPV-
Status der OPSCC und dem Auftreten eines LR/FM.

gesamt HPV-negativ HPV-assoziiert
LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/FM + p-Wert
n=732 % n=403 % n=129 % n=179 % n=21 %
0-2 373 51,4 183 46,1 64 49,6 118 65,9 8 38,1
T-Stadium? 3-4 353 48,6 214 53,9 65 50,4 61 34,1 13 61,9 |<0,001*
unbekannt 6 6 0 0 0
NO 191 26,5 131 33,2 34 26,8 23 12,9 3 14,3
N-Stadium? N+ 530 73,5 264 66,8 93 73,2 155 87,1 18 85,7 |<0,001*
unbekannt 11 8 2 1 0
MO 655 92,1 371 94,9 105 82,7 169 97,7 10 50,0
M-Stadium? M+ 56 7,9 20 51 22 17,3 4 2,3 10 50,0 |<0,0017
unbekannt 21 12 2 6 1
Tonsille 303 41,6 147 36,8 37 28,7 105 58,7 14 66,7
Lokalisation® |icht Tonsillel 426 58,4 253 63,3 92 71,3 74 41,3 7 33,3 |<0,001*
unbekannt 3 3 0 0 0
1-111 258 35,7 147 37,3 39 30,2 68 38,2 4 19,0
UICC7 Stadium? bl 464 64,3 247 62,7 90 69,8 110 61,8 17 81,0 0,162*
unbekannt 10 9 0 1 0
1-111 346 51,9 144 39,7 36 30,8 158 95,2 8 38,1
UICCS8 Stadium? alll 321 48,1 219 60,3 81 69,2 8 4,8 13 61,9 |<0,001*
unbekannt 65 40 12 13 0
* Chi, Asympt., 2-seitig; * Fisher-Freeman-Halton 2-seitig; ? aufgrund der Ubersichtlichkeit wurde nur die dichotomisierte Auspragung
untersucht; fett geschrieben: signifikante p-Werte
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4.2 Vorstellung der OPSCC-Untersuchungskohorte hinsichtlich der Risikofakto-

ren und Tumorcharakteristika

4.2.1 Deskriptive Auswertung der OPSCC-Untersuchungskohorte allgemein, so-
wie stratifiziert nach dem HPV-Status

Die Daten in Tabelle 13 und Abbildung 4b) zeigen, dass es sich bei der OPSCC-Unter-
suchungskohorte aufgrund der gezielten Patientenauswahl um eine relativ gleichférmige
Gruppe handelt. Bei dem OPSCC-Gesamtkollektiv besteht fir alle Variablen, die zur
Auswahl der OPSCC-Untersuchungskohorte angewandt wurden, ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC (Ta-
belle 10). Im Vergleich dazu finden sich bei der OPSCC-Untersuchungskohorte hinsicht-
lich der Auswabhlvariablen keine signifikanten Unterschiede mehr, mit Ausnahme des Al-
koholkonsums (p=0,011), der an dritter Rangfolge der Auswahlkriterien der OPSCC-Un-
tersuchungskohorte stand. Bei dieser Variable war die homogene Verteilung der Patien-
ten auf die Gruppen nicht mdglich.

Tabelle 13: Tumorcharakteristika und Risikofaktoren der OPSCC-Untersuchungsko-

horte allgemein, sowie stratifiziert nach dem HPV-Status der OPSCC, in der Rangfolge
der Auswabhlkriterien.

gesamt HPV-negativ HPV-assoziiert
Rang— o5 % n=28 % n=28 % p-Wert
NO 5 8,9 3 10,7 2 7.1 .
N+ 51 91,1 25 89,3 26 92,9 1,000
NO 5 8,9 3 10,7 2 7.1
N-Stadium N1 1 9 16,1 5 17,9 4 14,3
N2-N2a 6 10,7 2 7,1 4 14,3 0,727%
N2b 27 48,2 14 50,0 13 46,4
N2c 9 16,1 4 14,3 5 17,9
ja 37 66,1 20 71,4 17 60,7 .
Rauchen nein 2 19 33,9 8 28,6 11 39,3 0,397
Median 30 30 31
Packyears® | 3.Quartil | 2a 40 40 46,4 0,619"
1. Quartil 20,5 21,1 20,5
Alkohol >2 14 25,5 11 40,7 3 10,7
(Standard- <2 3 41 74,5 16 59,3 25 89,3 0,011*
glaser/Tag) unbekannt 1 1
0-2 29 51,8 16 57,1 13 46,4 0.422%
3-4 27 48,2 12 42,9 15 53,6 '
0 1 1,8 0 0,0 1 3,6
T-Stadium? 1 4 8 14,3 4 14,3 4 14,3
2 20 35,7 12 42,9 8 28,6 0,579
3 15 26,8 7 25,0 8 28,6
4 12 21,4 5 17,9 7 25,0
mannlich 45 80,4 25 89,3 20 71,4 )
Geschlecht | ciplich | > 11 19,6 3 10,7 8 28,6 0,093
arer | IS 6 | %0e 699 s ’
L. . Quarti , , , 0,961
bei Diagnose | "5 i 53,1 52,4 53,9

* Fisher Exakt 2-seitig; * Mann-Whitney-U Test, Asympt., 2-seitig; * Chi, Asympt., 2-seitig; * Bei der Berechnung
der Packyears werden nur die Raucher beriicksichtigt (n=37); ?augrund von geringer Fallzahl werden T4a-b zu
T4 zusammengefasst; da keine Patienten in die Kategorie N3 fallen wurde diese Zeile weggelassen; fett
geschrieben: signifikante p-Werte
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Weitere Tumorcharakteristika und Risikofaktoren, die nicht zur Auswahl der Untersu-
chungskohorte herangezogen wurden, sind in Tabelle 14 dargestellt. Die HPV-assozi-
ierten Tumoren waren signifikant haufiger in der Tonsille lokalisiert als die HPV-negati-
ven (71% vs. 29%; p=0,001). Jeweils 21,4% (6/28) der Patienten hatten ein niedriges
UICC7-Stadium (I-1ll). Bei der Einteilung nach UICC7 besteht kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Gruppen (p=0,515). Bei der Einteilung nach UICC8 zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen (p<0,001). Die Patienten mit
HPV-assoziierten OPSCC hatten mehrheitlich, zu fast 70%, ein niedriges UICC8-Sta-
dium (I-111). Die Einteilung der Patienten mit HPV-negativen OPSCC hat sich im Vergleich
zu UICC7 nicht verandert. Hinsichtlich des ECOG-Stadiums und dem M-Status zeigen
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit HPV-assoziierten und
HPV-negativen OPSCC.

Tabelle 14: Weitere Tumorcharakteristika und Risikofaktoren (ohne Einfluss auf die Pa-

tientenauswahl) der OPSCC-Untersuchungskohorte allgemein, sowie stratifiziert nach
dem HPV-Status der OPSCC.

gesamt HPV-negativ HPV-assoziiert S
n=56 % n=28 % n=28 %
. Tonsille 28 50,0 8 29,0 20 71,0 R
Lokalisation | i1 Tonsilld 28 50,0 20 71,0 8 29,0 0,001
I-1il 12 21,4 6 21,4 6 21,4 0 515"
ST 44 78,6 22 78,6 22 78,6 '
| 1 18 1 3,6 0 0,0
. I 2 3,6 2 7.1 0 0,0
UICCT Stadium i 9 16,1 3 10,7 6 21,4 .
IV-IVa 27 48,2 14 50,0 13 46,4 0,655
Vb 5 8,9 3 10,7 2 7.1
Ve 12 21,4 5 17,9 7 25,0
-1l 25 44,6 6 21,4 19 67,9 <0.001*
ST 31 55,4 22 78,6 9 32,1 ’
I 7 12,5 1 3,6 6 21,4
. I 10 17,9 2 7.1 8 28,6
UICCS Stadium i 8 143 3 10,7 5 179 | o oor?
IV-IVa 25 44,6 17 60,7 8 28,6 '
IVb 3 5,4 3 10,7 0 0,0
IVe 3 5,4 2 7,1 1 3,6
gesund (0-1) 41 73,2 22 78,6 19 67,9 0.365*
krank (2-4) | 15 26,8 6 21,4 9 32,1 '
e 0 5 8,9 2 7.2 3 10,7
Ko(rgggg')tat 1 36 64,3 20 71,4 16 57,1
2 13 23,2 5 17,8 8 28,6 0,609 *
3 2 3,6 1 3,6 1 3,6
4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
. MO 44 78,6 23 82,1 21 75,0 .
M-Stadium M+ 12 21,4 5 17,9 7 25,0 0,515
* Chi, Asympt., 2-seitig; * Mann-W hitney-U Test, Asympt., 2-seitig; fett geschrieben: signifikante p-Werte;
! M+ im Verlauf.
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4.2.2 Deskriptive Auswertung der OPSCC-Untersuchungskohorte allgemein, so-

wie aufgeteilt nach HPV-Status und dem Auftreten eines LR/FM

Da die Falle der Untersuchungskohorte gezielt ausgewahlt wurden, wird eine homogene
Verteilung der Variablen in den Gruppen ohne signifikante Unterschiede erwartet. Im
Folgenden wird dieser Frage nachgegangen. Abbildung 8 veranschaulicht, dass inner-
halb aller vier Untergruppen jeweils eine ahnliche Anzahl an Patienten ausgewahlt

wurde, die den Nikotinkonsum bejaht bzw. verneint haben.

Abbildung 8: Verteilung des Rau-
P ety ozse T essailert cherstatus in der OPSCC-Unter-
100% = Nichtraucher - SUChungskohorte aufgeteilt nach
» Rxicher dem HPV-Status und LR/FM.
Jede der Gruppen umfasst 14
Falle. » Der p-Wert wurde mittels
Fisher-Freeman-Halton Test be-

rechnet.

75%

50%

25%

0%

LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/IFM +

An dritter Rangfolge zur Auswahl der Patienten wurde auf den Alkoholkonsum geachtet.
Hinsichtlich dieser Variable besteht die grof3te Abweichung innerhalb der ausgewahlten
Patienten. Aus der Gruppe mit HPV-assoziierten Patienten ohne LR/FM wurden viele
Falle mit <2 Standardglasern Alkoholkonsum pro Tag gefunden. Jedoch gab es unter
den Patienten mit HPV-negativen Tumoren nicht geniigend Patienten, die im Hinblick
auf den Alkoholkonsum zur limitierenden Gruppe passten (Abbildung 9). Zwischen den
vier Gruppen besteht dennoch kein signifikanter Unterschied (p=0,055).
odati assosiic Abbildung 9: Verteilung des Alko-
R ) holkonsums in der OPSCC-Un-
100% Alkohalkonsum tersuchungskohorte aufgeteilt
2™ nach dem HPV-Status  und
75% i LR/FM. Jede der Gruppen um-
fasst 14 Falle. ~ Der p-Wert
50% wurde mittels Fisher-Freeman-

Halton Test berechnet.
25%

0%

LR/FM - LR/FM + LR/FM - LR/FM +
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die OPSCC-Untersuchungskohorte
bei der Einteilung nach HPV-Status und Auftreten eines LR/FM in Bezug auf die Variab-
len, die zur Auswahl der Patienten herangezogen wurden relativ homogen verteilt ist. Es
zeigen sich keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 15).

Tabelle 15: Tumorcharakteristika und Risikofaktoren der OPSCC-Untersuchungsko-

horte allgemein, sowie in Bezug zum HPV-Status und dem Auftreten von LR/FM, in der
Rangfolge der Auswahlkriterien.

HPV-negativ HPV-assoziiert
Rang|  9€samt LRIFM - LRIFM + LRIFM - LRIFM + p-Wert
56 % 14 % 14 % 14 % 14 %
L, NO 5 8,9 1 7,1 2 14,3 1 7,1 1 7,1 A
N-Stadium N+ Y 7s1 [et1 | 18 | 929 | 12 | 857 | 13 | 929 | 13 | 929 | 190
ja 37 66,1 9 64,3 11 78,6 8 57,1 9 64,3 A
Rauchen nein 2 710 [ 339 5 | 357 3 | 214 6 | 429 5 | as7 |07
Median 30 30 30 26,9 31
Packyears1 3. Quartil 2a 40 42,5 40 16,5 50 0,887°
1. Quartil 20,5 19,8 20 47,6 22,5
Alkohol >2 14 25,5 4 30,8 7 50,0 1 7,1 2 14,3
(Standard- <2 3 41 74,5 9 69,2 7 50,0 13 929 12 85,7 0,055"
glaser/Tag) unbekannt 1 1
L, 0-2 29 51,8 8 57,1 8 57,1 9 64,3 4 28,6 «
T-Stadium 34 T2 [ase2 6 42,9 6 42,9 5 5.7 | 10 | 714 | 0%
mannlich 45 80,4 12 85,7 13 92,9 10 71,4 10 71,4
Geschlecht ™ eiplich | ° | 11 | 19,6 2 14,3 1 7.1 4 28,6 4 286 | O
Alter Median. 64,3 67,1 64,3 58 65,9
bei Diagnose 3.Quartl | 6 | 706 69,6 70,3 67,2 79,7 0,787°
1. Quartil 53,1 48,9 52,7 49,1 57,6
A Fisher-Freeman-Halton 2-seitig; ° Kruskal-Wallis, Asympt., 2-seitig; * Chi, Asympt., 2-seitig; * Bei der Berechnung der Packyears werden
nur die Raucher beriicksichtiat (n=37); ? aufarund der Ubersichtlichkeit wurde nur die dichotomisierte Auspraquna untersucht

Die Daten der OPSCC-Untersuchungskohorte differenziert nach HPV-Status und LR/FM
sowie nach weiteren Risikofaktoren und Tumorcharakteristika, die nicht zur Auswahl der
Kohorte beigetragen haben sind in Tabelle 16 dargestellt. Die Tumore der Patienten mit
HPV-assoziierten OPSCC mit und ohne LR/FM waren signifikant haufiger in der Tonsille
lokalisiert, als bei den Patienten mit HPV-negativen OPSCC (p=0,004). Bei der Eintei-
lung der Patienten nach UICC7-Stadien besteht kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen. Jedoch besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bei
der Einteilung nach UICCS8 (p<0,001). Die Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit und
ohne LR/FM hatten jeweils zu annahernd 80% ein hohes Tumorstadium nach UICCS8
>|ll. Ebenso hatten die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC mit einem LR/FM mehr-
heitlich (64,3%) ein hohes UICC8-Stadium. Jedoch waren die Patienten mit HPV-asso-
ziierten OPSCC ohne LR/FM vollstandig in einem niedrigen UICC8-Stadium von I-IlI.

Hinsichtlich der Einteilung nach ECOG besteht kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen (p=0,446). Unter den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC mit einem
LR/FM waren fast 60% in einem ECOG-Stadium von 0-1. Bei den drei anderen Gruppen
war das jeweils zu Uber 70% der Fall (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Verteilung des
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wurde mittels Fisher-Freeman-
Halton Test berechnet.

Die Patienten ohne LR/FM entwickelten jeweils keine Fernmetastasen. Unter den Pati-
enten mit HPV-negativen OPSCC und LR/FM wurden 5 (35,6%) Falle mit positivem M-
Status identifiziert. 7 (50%) Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC und LR/FM wiesen

Fernmetastasen auf. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

(p<0,001).

Tabelle 16: Weitere Tumorcharakteristika und Risikofaktoren (ohne Einfluss auf die Pa-
tientenauswahl) der OPSCC-Untersuchungskohorte allgemein, sowie in Bezug zum

HPV-Status der OPSCC und dem Auftreten von LR/FM.

esamt HPV-negativ HPV-assoziiert
9 LRIFM - LRIFM + LRIFM - LRIFM + p-Wert
n=56 | % n=14 | % 14 % 14 % 14 %

[ Tonsille 28 | 50,0 6 42,9 2 143 11 | 786 9 64,3 .
Lokalisation” |50 v cild 28 50,0 3 57,1 12 85,7 3 21,4 5 357 | 0004
T 12 | 214 3 214 3 214 3 21,4 3 214 R

UICCY Stadium ST 44 | 786 11 | 786 11 | 786 11 | 786 1 | 786 | 1%
T 25 | 446 3 21,4 3 21,4 14 100 5 35,7 R

vICC8 Stadium™—— 31 | 554 | 11 | 786 | 11 | 786 0 0 9 a3 | 0001
Komorbiditat |gesund (0-1)] 41 | 732 12 | 857 10 | 714 11 | 786 8 570 | 4 aaen
(ECOG)? | krank (24)| 15 | 268 2 143 4 28,6 3 21,4 6 2,9 |

. MO 44 | 786 14 100 9 64,3 14 100 7 50 .
M-Stadium M+ 12 21,4 0 0 5 35,7 0 0 7 5o | 2001

* Chi, Asympt., 2-seitig; » Fisher-Freeman-Halton; 1 M+ im Verlauf, 2 aufgrund der Ubersichtlichkeit wurde nur die dichotomisierte
Auspragung untersucht; fett geschrieben: signifikante p-Werte
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4.3 Uberleben des OPSCC-Gesamtkollektivs und der OPSCC-Untersuchungsko-

horte

Um in den folgenden Kapiteln eine farblich einheitliche Kodierung der untersuchten Pa-
tientenkollektive einzuhalten, orientieren sich die dargestellten Abbildungen an der Farb-

kodierung von Abbildung 3:
— HPV-assoziiert
HPV-negativ
— HPV-assoziiert, mit LR/FM
HPV-negativ, ohne LR/FM
— HPV-assoziiert, ohne LR/FM
— HPV-negativ, mit LR/FM
4.3.1 Uberleben des OPSCC-Gesamtkollektivs

Die 5-Jahresiiberlebensrate des OPSCC-Gesamtkollektivs lag bei 48,1%. Die Patienten
mit HPV-assoziierten Tumoren hatten im Vergleich zu denen mit HPV-negativen eine
signifikant hohere 5-Jahresiberlebensrate von 74,5% gegentiber 39,2% (p<0,001; Ab-
bildung 11).

Abbildung 11: Uberleben

e _ nach Kaplan-Meier aller
Gielener Patienten mit
80 P\ asacatet r=200) OPSCC aufgeteilt nach

% dem HPV-Status im Be-
2 60 0<0,001¢ obachtungszeitraum  von
H . funf Jahren.  Der p-Wert
E 0 . wurde mit dem Log-Rank-
H HPVnegativ (0=531)  Test ermittelt.

20

0 1 2 3 4 5
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In einem weiteren Schritt wurde das OPSCC-Gesamtkollektiv neben dem HPV-Status
zusatzlich nach dem Auftreten eines LR/FM unterteilt (Abbildung 12). Das hochste 5-
Jahresgesamtiuberleben von 83,1% hatte die Gruppe der Patienten mit HPV-assoziier-
ten Tumoren ohne LR/FM. Ein signifikanter Unterschied ergibt sich im Vergleich zu der
Gruppe mit dem zweithéchsten Gesamtiiberleben von 43,0%. Diese bilden die Patienten

mit HPV negativen Tumoren ohne LR/FM (p<0,001). Die Patientengruppe mit HPV ne-
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gativem Tumor mit einem LR/FM hatte eine 5-Jahresiberlebensrate von 27,9%. Im Ver-
gleich zu den Patienten mit HPV-negativen Tumoren ohne LR/FM ergibt sich ein signifi-
kanter Unterschied (p=0,017). Das insgesamt geringste Uberleben mit 11,7% hatte die
Patientengruppe mit HPV-assoziierten Tumoren mit einem LR/FM.

100
g 80 HPV-assoziiert, LR/FM - (n=179)
&
2
5 60
]
2
§ 40 HPV-negativ, LR/FM - (n=403)
Q
© HPV-negativ, LR/FM + (n=129)
20
HPV-assoziiert, LR/IFM + (n=21)
0
0 1 2 3 4 5
Zeit (Jahre)
s HPV-negativ HPV-assoziiert HPV-assoziiert
p-Werte LR/FM + LR/FM - LRIFM +
?
// 0,017 <0,001 0,031
ﬁV
HPV-negativ
LRIEM + 0,017 //A <0,001 0,090
HPV-assoziiert 7
LR/FM - <0,001 /j
HPV-assoziiert
LR/EM + 0,031 ‘ 0,090 %

Abbildung 12: Uberleben nach Kaplan-Meier aller GieRener Patienten mit OPSCC auf-
geteilt nach dem HPV-Status und LR/FM im Beobachtungszeitraum von fiinf Jahren.

§ Die p-Werte wurde mit dem Log-Rank-Test ermittelt; fett geschrieben: signifikante p-
Werte.

4.3.2 Univariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs

Die Ergebnisse der univariaten Uberlebensanalyse sind in Tabelle 17 zu finden. Das
mediane Uberleben der Patienten im OPSCC-Gesamtkollektiv lag bei 4,8 Jahren und
die 5-Jahresuberlebensrate betrug 48,1%. Die Patienten mit HPV-assoziierten Maligno-
men hatten ein signifikant besseres Uberleben gegeniiber den Patienten mit HPV-nega-
tiven Tumoren (p<0,001). Die 5-Jahresuberlebensrate betrug in Bezug zum HPV-Status
74,5% gegeniiber 39,2% (Abbildung 11). Das mediane Uberleben der Patienten mit
HPV-assoziierten OPSCC konnte nicht bestimmt werden, da am Ende des Beobach-
tungszeitraums noch Uber 50% der Patienten lberlebt hatten. Bei den Patienten mit
HPV-negativen OPSCC lag das mediane Uberleben bei 3,1 Jahren. Ebenso hatten die
Patienten ohne LR/FM ein signifikant besseres Uberleben als die mit LR/FM (p=0,003).
Die Patienten mit einem LR/FM Uberlebten im Median 2,7 Jahre. Die Patienten ohne

LR/FM wiesen ein fast doppelt so hohes medianes Gesamtuberleben von ca. 5,3 Jahren
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auf. Alle untersuchten Risikofaktoren und Tumorcharakteristika, au3er das Geschlecht,
zeigten signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen hinsichtlich des
Uberlebens. Das hichste mediane Uberleben von 11,3 Jahren hatten die Patienten mit
einem niedrigen UICC8-Stadium (I-111). Die 5-Jahresiuberlebensrate dieser Patienten lag
bei 68,8%. Das geringste Uberleben wurde bei den Patienten im metastasierten Tu-
morstadium festgestellt. Sie lebten im Median 1,1 Jahre und nur 8,0% erreichten ein

Uberleben von 5 Jahren.

Tabelle 17: Univariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs.

univariate Uberlebensanalyse univariate Cox-Regression
Median
n .. . 9 9
Uberleben | Sd. | 5-JUR |p-Wert*| HR 95% KI | 95% KI p-Wert °
[Jahre] unten oben
gesamt 732 4,822 0,360 | 48,1%
o o
Geschlecht W?Ibll.ch 162 5,323 0,872 | 54,2% 0,169 1 0.170
mannlich 570 4,408 0,444 | 46,3% 1,189 0,929 1,521
i - i 0,
Lokalisation nicht ansﬂle 426 4,181 | 0,585 | 43,8% 0,003 1 0,004
Tonsille 303 5,877 | 0,864 | 53,9% 0,738 | 0,602 | 0,905
i - 0,
Rauchen Nein 136 10,975 58,6% 0,003 1 0,003
Ja 575 4,408 | 0,443 | 46,0% 1,580 | 1,166 | 2,082
0,
N-Stadium NO 191 6,186 | 0,952 | 55,8% 0,002 1 0,002
N+ 530 4,318 | 0,639 | 46,2% 1,439 | 1,138 | 1,819
< 0,
AIkOhOI <2 313 7,926 1,535 | 58,1% <0,001 1 <0,001
(Standardglaser/Tag) >2 345 3,663 0,581 | 40,7% 1,789 1,441 2,223
i 0,
Alter < Med!an 360 6,186 0,876 | 55,2% <0,001 1 <0,001
= Median 372 3,611 0,563 | 39,3% 1,555 1,274 1,898
T 0,
HPV-Status nega.thlv 532 3,129 | 0,431 | 39,2% <0,001 1 <0,001
assoziiert 200 - - 74,5% 0,344 | 0,258 | 0,457
- 0,
T-Stadium 12 373 | 8945 | 1330 | 66.4% | 5001 [—— <0,001
34 353 1,668 | 0,167 | 28,6% 3,278 | 2,661 | 4,037
. - o
Komorbiditat gesund (0-1) 518 6,101 | 0,581 | 56,7% <0,001 1 <0,001
(ECOG) krank (= 2) 208 1,422 | 0,230 | 25,5% 2,632 | 2,064 | 3,106
. I-111 346 11,321 | 1,613 | 68,8% 1
UICC 8 Stadium > <0,001 <0,001
bl 321 1,929 0,169 | 29,8% 3,275 2,623 | 4,090
0,
M-Stadium MO 655 5,403 0,373 | 52,2% <0,001 1 <0,001
M+ 56 1,052 0,159 8,0% 3,344 2,441 4,583
i 0,
LR/EM n.eln 634 5,293 | 0,446 | 50,4% 0,003 1 0,004
ja 96 2,734 | 0,329 | 30,8% 1,459 | 1,131 | 1,883
Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; S.d.: Standardfehler; 5-JUR: 5-Jahresiiberleben in Prozent; p-
Wert *: durch Log-Rank-Test ermittelt; HR: Hazard Ratio; 95% Kl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer
Grenze; p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; - Kein Wert definiert weil am Ende der Beobachtungszeit noch
mehr als 50% (Median) bzw. 55% (S.d.) der untersuchten Patienten lebten; fett geschrieben: signifikante p-Werte

4.3.3 Multivariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs

Erganzend zur univariaten Uberlebensanalyse wurde eine multivariate Analyse durch-
gefuhrt (Tabelle 18). Die signifikanten Variablen aus der univariaten Regressionsanalyse
wurden als Basis fiir den ersten Schritt der multivariaten Uberlebensanalyse genommen:
das Alter, der HPV-Status, die Komorbiditat (ECOG), TNM-Stadium sowie die exogenen
Noxen Alkoholkonsum und Nikotinabusus. Die Variable ,Lokalisation des Primartumors*®
wurde, trotz signifikantem Uberlebensunterschied in der univariaten Analyse, nicht in der

multivariaten Analyse bertcksichtigt. Die Tumoren, welche in der Tonsille lokalisiert sind,
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entsprechen weitgehend den Tumoren, die HPV-assoziiert sind. So wurde eine doppelte
Anwendung vermieden. Ebenso wurde auch die Variable ,UICC8-Stadium® nicht in der
multivariaten Analyse berticksichtigt, obwohl sich ein signifikanter Unterschied gezeigt
hat. Das UICC8-Stadium setzt sich aus den Variablen TNM-Stadium und HPV-Status
zusammen. Diese Variablen wurden einzeln in die multivariate Analyse aufgenommen.
Auch die Variable ,LR/FM* wurde nicht in der multivariaten Analyse berilcksichtigt, da
diese auch das M-Stadium umfasst, welches bereits separat in die Analyse aufgenom-
men wurde. In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse wiesen alle Variablen mit Aus-
nahme des N-Stadiums und des Nikotinabusus einen signifikanten Einfluss auf das Ge-
samtiiberleben auf. Im zweiten Analyseschritt wurde der Raucherstatus nicht weiter ein-
geschlossen. Das N-Stadium bleibt ohne signifikanten Einfluss auf das Uberleben und
wurde folglich im letzten Schritt aus der Liste der einbezogenen Variablen entfernt.

Tabelle 18: Multivariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs.

multivariate Cox-Regression
1. Schritt (alle Variablen) 2. Schritt 3. Schritt
0, 0, 0, 0, 0, 0,
HR 95% KI | 95% Kl p-Wert | HR 95% Kl | 95% KI p-Wert®| HR 95% KI | 95% KI p-Wert °
unten oben unten oben unten oben
Alter < Median L 0,005 L 0,002 1 0,002
= Median 1,378 1,101 1,724 1,407 1,128 1,755 1,417 1,137 1,767
HPV-Status negativ L <0,001 [+ <0,001 [+ <0,001
assoziiert 0,39 0,271 0,56 0,409 0,29 0,577 0,422 | 0,301 0,593
Komorbiditat gesund (0-1) 1 <0,001 1 <0,001 1 <0,001
(ECOG) krank (= 2) 1,694 | 1,331 | 2,156 1,683 | 1,323 | 2,141 1,687 | 1,327 | 2,145
Alkohol <2 1 1 1
0,048 0,057 0,049
(Standardglaser/Tag) >2 1,283 1,002 1,643 1,266 | 0,993 1,614 1,1275 | 1,002 1,623
T-Stadium 1-2 1 <0,001 1 <0,001 1 <0,001
3-4 2,515 1,978 3,198 2,472 1,949 | 3,136 2,562 | 2,031 3,233
M-Stadium Mo L <0,001 L <0,001 L <0,001
M+ 2,011 1,394 | 2,901 1,999 1,386 | 2,884 2,091 1,459 2,996
N-Stadium NO L 0,149 1 0,166
N+ 1,214 | 0,933 1,581 1,204 | 0,926 1,566
Nein 1
Rauch s
auchen Ja 0,85 | 0584 | 1,085 | %
Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; S.d.: Standardfehler; 5-JUR: 5-Jahresiiberleben in Prozent; HR: Hazard Ratio; 95% Kl: 95%
Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze; p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben: signifikante p-Werte

Nach Ausschluss der nicht signifikanten Variablen N-Status und Raucher-Status, ent-
steht im dritten Schritt ein Modell, das die signifikanten Einflisse auf das Uberleben
zeigt. Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass das Alter der Patienten bei Di-
agnosestellung (p=0,002), die Komorbiditdt (ECOG; p<0,001), der Alkoholkonsum
(p=0,049), T- und M-Stadium (jeweils p<0,001) sowie der HPV-Status (p<0,001) einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben haben und als unabhéngige Einflussfaktoren

angesehen werden kénnen.
4.3.4 Uberleben der OPSCC-Untersuchungskohorte

Die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC der Untersuchungskohorte hatten, im Ge-
gensatz zu dem unselektionierten Gesamtkollektiv, mit 45,4% keine signifikant bessere
5-Jahresiiberlebensrate als die Patienten mit HPV-negativen Tumoren mit 35,1%
(p=0,425; Abbildung 13).
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Abbildung 13: Uberleben
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Bei der Unterteilung sowohl nach HPV-Status, als auch nach Krankheitsverlauf, zeichnet
sich bei den Patienten der OPSCC-Untersuchungskohorte ein @hnlicher Verlauf wie bei
dem OPSCC-Gesamtkollektiv ab (vgl. Abbildung 12 und Abbildung 14). Die Gruppe der
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ohne LR/FM hatte mit 78,6% die beste 5-Jah-
resuberlebensrate. An zweiter und dritter Stelle des Gesamtuiberlebens waren die Pati-
enten mit HPV-negativen Tumoren mit und ohne LR/FM mit einer 5-Jahresiiberlebens-
rate von 48,2% und 19,8%. Das geringste Gesamtiuberleben wurde in der Gruppe der
Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren mit einem LR/FM festgestellt. Nur 8,6% dieser
Patienten Uberlebten 5 Jahre nach Diagnosestellung. Die Patienten mit HPV-assoziier-
ten OPSCC ohne LR/FM hatten ein signifikant besseres Uberleben als die drei anderen
Gruppen. Die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC und LR/FM hatten im Vergleich
zu den anderen Gruppen ein signifikant kiirzeres Gesamtiberleben, ausgenommen der
Gruppe HPV-negativer OPSCC und LR/FM. Zwischen den beiden Patientengruppen mit
HPV-negativen OPSCC unabh&ngig vom Auftreten eines LR/FM besteht kein signifikan-
ter Uberlebensunterschied (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Uberleben nach Kaplan-Meier der OPSCC-Untersuchungskohorte aufge-
teilt nach dem HPV-Status und LR/FM im Beobachtungszeitraum von funf Jahren. Die
Gruppen umfassen jeweils 14 Falle. 3 Die p-Werte wurde mit dem Log-Rank-Test ermit-
telt; fett geschrieben: signifikante p-Werte.

4.3.5 Univariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte

Die ausfiihrlichen Daten zur univariaten Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersu-
chungskohorte sind in Tabelle 19 zu finden. Die Patienten der OPSCC-Untersuchungs-
kohorte hatten ein medianes Gesamtiberleben von 4,3 Jahren und einer 5-Jahrestber-
lebensrate von 40,6% erreicht. Hinsichtlich des T-Stadiums gibt es einen signifikanten
Unterschied in der Uberlebensanalyse (p=0,003). Die Patienten mit niedrigen T-Stadien
tiberlebten im Median 6,0 Jahre, die mit den hohen T-Stadien nur 2,2 Jahre. Ein Uber-
leben von 5 Jahren nach Diagnosestellung wurde von 52,0% der Patienten mit einem T-
Stadium von 1-2 erreicht, wohingegen die mit hdheren T-Stadien von 3-4 nur einer 5-
Jahresiuberlebensrate von 24% hatten. Auch beim M-Stadium gibt es einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich des Uberlebens (p<0,001). Die Patienten ohne Fernmetastasen
Uberlebten im Median 4,9 Jahre und erreichten zu 48,1% die 5-Jahresiiberlebensrate.
Die Patienten mit Fernmetastasen hatten ein medianes Uberleben von 1,3 Jahren und
10,4% uberlebten funf Jahre ab Diagnosestellung. Folglich ergibt sich auch bei der Ein-
teilung nach UICCS ein signifikanter Uberlebensunterschied zwischen den niedrigen (I-
[1I) und hohen UICC8-Stadien (>lII; p<0,001). Auch die zentrale Auswahlvariable LR/FM
zeigt einen signifikanten Unterschied des Uberlebens (p<0,001). Patienten ohne LR/FM
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haben ein medianes Uberleben von 7,9 Jahren und eine 5-Jahresiiberlebensrate von
63,8%. Patienten mit einem LR/FM Uberlebten im Median nur 1,9 Jahre und erreichten
in 14,6% der Falle ein Uberleben von fiinf Jahren ab Diagnosestellung. In der univariaten
Cox-Regression zeigt sich eine signifikante prognostische Relevanz bei den Variablen:
T-Stadium (p=0,003), M-Stadium (p<0,001), UICC8-Stadium (p<0,001) und LR/FM
(p<0,001).

Tabelle 19: Univariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte.

univariate Uberlebensanalyse univariate Cox-Regression
Median
Ran n . . () )
9 Uberleben | S d. 5-JUR |[p-Wert *| HR 95% K1 | 95% KI p-Wert °©
[Jahre] unten oben
gesamt 56 4,279 | 0,630 | 40,6%
— 0
Geschlecht W?Ib“_Ch 5 1 4,123 1,570 | 36,4% 0,463 L 0,464
mannlich 45 4,279 0,660 | 41,6% 0,755 0,356 1,602
—— - 0
Lokalisation nicht ansﬂle 28 4,181 | 0,388 | 35,8% 0,365 1 0,367
Tonsille 28 4,616 1,607 | 45,0% 0,741 0,386 1,421
i 0,
Rauchen Nein 2 19 4,929 1,171 | 43,7% 0,607 1 0,607
Ja 37 4,181 | 1,126 | 35,9% 1,203 | 0,594 | 2,437
< 0,
AIkOhOI <2 3 41 5,156 0,946 | 50,3% 0110 1 0115
(Standardglaser/Tag) >2 14 2,759 | 1,103 | 10,4% 1,800 | 0,866 | 3,741
i 0,
Alter < Med!an 6 28 4,759 1,509 | 48,0% 0,069 1 0,073
> Median 28 3,614 1,441 | 32,9% 1,830 0,945 3,541
i 2 4,27 1% 1
HPV-Status negativ 0 8 279 | 0,385 | 38,1% | g 0,427
assoziiert 28 3,805 | 1,957 | 41,3% 0,769 | 0,402 | 1,471
- 0,
T-Stadium 1-2 4 19 6,047 2,124 | 52,0% 0,003 1 0,004
3-4 17 2,214 | 0,980 | 23,9% 2,633 | 1,355 | 5,115
0,
N-Stadium NO 1 5 4,616 0,540 | 40,0% 0,722 L 0,723
N+ 51 4,181 1,093 | 40,9% 1,239 0,380 4,042
Komorbiditat gesund (0-1) 41 4,701 0,583 | 44,6% 1
0,202 0,206
(ECOG) krank (= 2) 15 2,447 1,042 | 12,3% 1,578 0,778 3,198
- - 0,
UICC 8 Stadium all 25 7,926 66,0% <0,001 L 0,001
>l 31 1,942 0,511 20,4% 3,546 1,729 7,270
MO 44 4,929 0,580 | 48,1% 1
M-Stadium : : - <0,001 <0,001
M+ 12 1,255 0,026 | 10,4% 4,010 1,903 8,448
i - 0,
LR/EM nfeln 28 7,926 63,8% <0,001 1 <0,001
ja 28 1,942 0,285 | 14,6% 4,072 2,001 8,287
0,
063 schwach 26 3,614 | 1,323 | 36,5% 0,604 1 0,604
stark 30 4,701 | 0,544 | 40,4% 0,843 | 0,441 | 1,609
0,
RIPKA4 schwach 30 4,616 0,670 | 44,3% 0,208 1 0211
stark 26 3,805 | 1,681 | 36,0% 1,512 | 0,791 | 2,891

Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; S.d.: Standardfehler; 5-JUR: 5-Jahresiiberleben in Prozent; p-Wert *:
durch Log-Rank-Test ermittelt; HR: Hazard Ratio; 95% Kl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze; p-Wert °:
durch Cox-Regression ermittelt; - Kein Wert definiert weil am Ende der Beobachtungszeit noch mehr als 50% (Median) bzw.
55% (S.d.) der untersuchten Patienten lebten; fett geschrieben: signifikante p-Werte

4.3.6 Multivariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte

Die Ergebnisse des finalen Modells der multivariaten Cox Regressionsanalyse des
OPSCC-Gesamtkollektivs sollen mit denen der OPSCC-Untersuchungskohorte vergli-
chen werden. Im ersten Analyseschritt zeigten nur der Alkoholkonsum sowie das T- und
M-Stadium einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der OPSCC-Untersuchungs-
kohorte (Tabelle 20). Der HPV-Status zeigt mit p=0,768 den geringsten Einfluss auf das
Uberleben und wurde daher im zweiten Schritt der Analyse nicht miteingeschlossen. Die

Variablen, welche initial einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben hatten, bleiben
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signifikant. Der p-Wert der Variable Alter wird geringer: von p=0,098 im ersten Analyse-
schritt vs. p=0,062 im zweiten Schritt. Der p-Wert des ECOG-Stadiums wurde mit Aus-
schluss des HPV-Status gréRer und entfernte sich weiter von der Grenze zur Signifikanz
(p=0,095 vs. p=0,229). Fir den dritten Analyseschritt wurde das ECOG-Stadium wegge-
lassen. Hieraus ergibt sich das finale Modell an Variablen, die einen signifikanten Ein-
fluss auf das Uberleben der OPSCC-Untersuchungskohorte hatten: Alter (p=0,010), Al-
koholkonsum (p=0,009), T-Stadium (p=0,030) und M-Stadium (p<0,001).

Tabelle 20: Multivariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte.

multivariate Cox-Regression
1. Schritt (alle Variablen) 2. Schritt 3. Schritt
0, 0, 0, 0, 0, 0,
HR 95% Kl | 95% Kl p-Wert | HR 95% KI | 95% KI p-Wert®| HR 95% Kl | 95% Kl p-Wert °
unten oben unten oben unten oben
HPV negatv L 0,768
assoziiert 0,900 | 0,448 1,81
Komorbiditat gesund (0-1) 1 1
0,095 0,229
(ECOG) krank (= 2) 0,451 | 0,177 | 1,147 0,587 | 0,215 | 1,605
< Median 1 1 1
Alter 0,098 0,062 0,010
> Median 1,864 | 0,891 | 3,902 2,179 | 0,962 | 4,936 2,649, | 1,256 | 5,584
Alkohol s2 1 1 1
(Standardglaser/Tag) >2 2,607 1,155 5,885 0.021 3,014 1,338 6,788 0,008 2,963 1,314 6,681 0,009
T-Stadium 1-2 L 0,008 L 0,016 L 0,030
3-4 2,730 1,298 5,742 2,522 1,192 5,337 2,106 1,077 4,118
M-Stadium MO L <0,001 L <0,001 1 <0,001
M+ 7,697 3,027 | 19,573 7,823 3,135 | 19,525 6,463 2,779 | 15,035
Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; S.d.: Standardfehler; 5-JUR: 5-Jahresiiberleben in Prozent; HR: Hazard Ratio; 95% Kl: 95%
Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze; p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben: signifikante p-Werte

4.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbung von RIPK4 in der OPSCC-
Untersuchungskohorte

4.4.1 Deskriptive Auswertung der RIPK4-Expression

Wie in Kapitel 3.6 beschrieben, wurden fir die Auswertung die immunhistochemisch ge-
farbten FFPE-Schnitte mikroskopisch untersucht. Zunachst wurde das vorhandene Tu-
morgewebe identifiziert. Daraufhin wurde festgehalten, ob das Tumorgewebe ungefarbt,
schwach, mittel oder stark angefarbt ist (Abbildung 15). Da sich in einer Mehrzahl der
gefarbten FFPE-Schnitte eine inhomogene RIPK4-Expression innerhalb des Tumors
zeigte, wurde die Intensitat der Expression differenziert ausgewertet, indem der prozen-
tuale Anteil des ungefarbten, schwach, mittel und stark angefarbten Tumorgewebes an-

gegeben wurde.
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Abbildung 15: Intensitaten der Expression des RIPK4-Antikdrpers aufgenommen mit
dem 20-er Objektiv. a) ungefarbtes Tumorgewebe, b) schwache, ¢) mittlere und d) starke
Expression im Tumorgewebe.

4.4.2 Zusammenhdnge zwischen Risikofaktoren bzw. Tumorkriterien und der
metrisch eingeteilten RIPK4-Expression

Im folgenden Kapitel werden die Zusammenhénge der tumorbezogenen Charakteristika
sowie der allgemeinen Risikofaktoren mit der metrisch eingeteilten RIPK4-Expression
geschildert (Tabelle 21). In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass jeweils mit zunehmendem
T- und N-Stadium auch die metrisch eingeteilte RIPK4-Expression signifikant starker
wird (p=0,004 und p=0,009). Die Korrelationskoeffizienten zeigen einen maRig starken
Zusammenhang an (0,376 bzw. 0,345).

a) b) = s
p=0,004% p=0,009
r 1 3,0 7 ! !
307 — T
. T3 -
E 25 —— ug_ 25+ — ;
e — ’ : i g
H - (0]
g 20- T 20
& 154 5 g 15 i
3 — g L 4
z 10 . . . , z 10
T T2 T3 T4 ' ' ' ' '
n=9 n=20 n=15 n=12 NO N1 N2-2a N2b N2c

n=5 n=9 n=6 n=27 n=9
Abbildung 16: Korrelation der RIPK4-Expression in der OPSCC-Untersuchungskohorte
mit a) dem T-Stadium und b) dem N-Stadium. a) Der Korrelationskoeffizient betragt
0,376. b) Korrelationskoeffizient betragt 0,345. S Der Korrelationskoeffizient und p-Wert
wurde mittels Spearman-Test bestimmt.
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Das dritte Kriterium zur Tumoreinteilung, das M-Stadium, zeigt keinen signifikanten Zu-

sammenhang zur Féarbeintensitat von RIPK4. Ebenso besteht kein signifikanter Zusam-
menhang des HPV-Status, der Einteilung nach UICC7 oder UICC8 mit der Farbeinten-

sitat von RIPK4.

Tabelle 21: Korrelation der Tumorcharakteristika der OPSCC-Untersuchungskohorte in
Bezug zur RIPK4-Expression.

Spearman

Korrelation| p-Wert
0-2 0,327 0,014

3-4

0

T-Stadium? 1
2 0,376 0,004

3

4
NO 0,210 0,121

N+

NO

N-Stadium N1
N2-N2a 0,345 0,009

N2b

N2c

L MO
M-Stadium M+ 0,096 0,483
HPV assozilert 0,066 0,627

negativ

- 0,220 0,103

>

|

UICC7 Stadium IIIII

234

V-IVa 0,23 0,083

Vb

IVc
-1l 0,168 0,215

>[I

|

UICC8 Stadium |I|||
0,202 0,135

IV-IVa
IVb
Ve

weggelassen.

Auspragung der RIPK4 Farbeintensitat zwischen 0 und 3; fett
geschrieben: signifikante p-Werte;* M+ im Verlauf; ? aufgrund
von geringer Fallzahl werden T4a-b zu T4 zusammengefasst; da
keine Patienten in die Kategorie N3 fallen wurde diese Zeile

46



Die allgemeinen Patienteneigenschaften Geschlecht und Alter bei Diagnosestellung ha-
ben keinen Einfluss auf die Intensitat der RIPK4-Expression auf den Tumorschnitten
(Tabelle 22). Abbildung 17 zeigt, dass die Patientengruppen auch hinsichtlich des Alko-
holkonsums keinen signifikanten Unterschied der RIPK4-Expression aufweisen. Ebenso
kann zwischen dem Nikotinkonsum sowie der Anzahl konsumierter packyears kein sig-

nifikanter Zusammenhang mit der Expression von RIPK4 nachgewiesen werden.

p=0,333% Abbildung 17: Korrelation des Alkoholkon-
307 ; sum in der OPSCC-Untersuchungsko-
2 , i horte mit der RIPK4-Expression. Der Kor-
S 257 Q relationskoeffizient betragt 0,133. S Der
= - - ' Korrelationskoeffizient und p-Wert wurde
5 20 mittels Spearman-Test bestimmt.
:
< 1,5
&
o
1,0 .
kein Alkohol Alkohol
| Anzahl n=41 n=14

Tabelle 22: Korrelation der Risikofaktoren der OPSCC-Untersuchungskohorte in Bezug
zur RIPK4-Expression.

Spearman
Korrelation| p-Wert
mannlich
Geschlecht - 0,142 0,296
weiblich
Alter bei Diagnose 0,199 0,141
Alkohol ja 0,133 0,333
nein
Rauchen J? 0,081 0,555
nein
Packyears 0,049 0,722
Auspragung der RIPK4 Farbeintensitat zwischen 0 und 3

4.4.3 Risikofaktoren und Tumorcharakteristika in Bezug zur dichotomisierten

RIPK4-Expression

Die ausfuhrlichen Daten zur Auswertung der Auswahlvariablen stratifiziert nach der In-
tensitat der dichotomen RIPK4-Expression sind in Tabelle 23 zusammengefasst. Insge-
samt zeigten 26 Tumorschnitte eine starke und 30 eine schwache RIPK4-Expression. In
der dichotomen Aufteilung des N-Status zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen der RIPK4-Expression (p=0,358). Jedoch ist bei der nicht-dichoto-
men Einteilung des N-Stadiums von NO bis N2c ein signifikanter Unterschied hinsichtlich

der RIPK4-Expression festzustellen (p=0,041). Unter den Patienten mit starker RIPK4-
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Expression liegt haufiger ein hohes N-Stadium vor, als bei den Patienten mit schwacher

RIPK4-Expression.

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der RIPK4-Expression und dem Rau-
cher-Status (p=0,642) sowie dem Alkoholkonsum (p=0,813). Von den insgesamt 37
Rauchern hatten 18 (69,2%) einen stark gefarbten Tumor. Von den 19 Nicht-Rauchern
waren bei 8 (30,8%) die Tumore stark gefarbt. Die Verteilung der packyears unterschei-
det sich kaum zwischen den Tumorschnitten mit schwacher bzw. starker RIPK4-Expres-
sion. Der Median lag bei den stark exprimierten Fallen bei 30 und bei den schwach ex-
primierten Fallen bei 31 py (Abbildung 18).

p=0,988* Abbildung 18: Konsumierte Packyears der
Raucher (n=37) differenziert nach der
707 —_— RIPK4-Expression. # Der p-Wert wurde
60 - _ mittels Mann-Whitney-U Test (Asympt., 2-
50 - seitig) berechnet.
v 404
o]
_% 304
g 2.
10
RIPK4 Expression
stark schwach
Anzahl n=18 n=19
Median 30 31
3. Quartil 41 40
1. Quartil 20 21

Hinsichtlich der dichotomen und nicht-dichotomen Einordnung des T-Stadium zeigt sich,
dass die OPSCC-Patienten mit niedrigen T-Stadien eine signifikant schwachere RIPK4-
Expression haben, als die in hohen T-Stadien (jeweils p=0,003).

Bezuglich der RIPK4-Expression gibt es keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der Geschlechterverteilung (p=0,547). Auch in Bezug zur Altersverteilung bei Diagnose-
stellung besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den RIPK4-Farbungsgruppen
(p=0,142).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Patienten mit schwacher RIPK4-
Expression der Tumoren signifikant haufiger einem niedrigen T- und N-Stadium zugeteilt

waren als die Patienten mit starker RIPK4-Expression.
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Tabelle 23: Tumorcharakteristika und Risikofaktoren der OPSCC-Untersuchungsko-
horte in Bezug zur RIPK4-Expression in der Rangfolge der Auswabhlkriterien.

gesamt

stark exprimiert

schwach exprimiert

Rang— —o¢ % n=26 % n=30 % p-Wert
assoziiert 28 50,0 14 53,8 14 46,7 "
HPV negativ 28 50,0 12 46,2 16 533 | %992
+ 28 50,0 14 53,8 14 46,7 R
LRIFM - 28 50,0 12 46,2 16 533 | 2992
NO 5 8,9 1 38 4 13,3 N
N+ 51 91,1 25 96,2 26 ge7 | 0358
NO 5 8.9 1 38 4 13,3
N-Stadium N1 1 9 16.1 3 11,5 6 20,0
N2-N2a 6 10,7 3 11,5 3 100 | 0,041*
N2b 27 48,2 12 46,2 15 50,0
N2c 9 16,1 7 26,9 2 6.7
ia 37 66,1 18 69,2 19 63.3 R
Rauchen nein 2 19 33,9 8 30,8 11 367 | 004
Median 30 30 31
Packyears® 3. Quartil | 2a 40 41 40 0,988"
1. Quartil 20,5 20 21
Alkohol >2 14 255 7 26.9 7 241
(Standard- <2 3 2 74,5 19 73,1 22 759 | 0,813
glaser/Tag) unbekannt 1 0 1
0-2 29 51,8 8 30,8 21 700 | 5 ooar
3-4 27 48,2 18 69,2 9 30,0 ’
0 1 18 0 0.0 1 33
T-Stadium? 1 4 8 143 2 7.7 6 20,0
2 20 35,7 6 23,1 14 46,7 | 0,003"
3 15 26,8 9 34,6 6 20,0
4 12 21,4 9 34,6 3 10,0
mannlich 45 80,4 20 76,9 25 83,3
Geschlecht | ciplich | 2 11 19,6 6 23.1 5 167 | 2%
Alter bei Median' 64,3 66,3 58,9
Diagnose 3. Quartil | 6 70,6 71,7 68,3 0,1428
1. Quartil 53,1 52,1 53,6

* Chi, Asympt., 2-seitig; * Fisher Exakt, 2-seitig; # Mann-Whitney-U Test, Asympt., 2-seitig; 8 t-Test, Asympt.,
2-seitig; ! Bei der Berechnung der Packyears werden nur die Raucher beriicksichtigt (n=37); 2 aufgrund von

geringer Fallzahl werden T4a-b zu T4 zusammengefasst; da keine Patienten in die Kategorie N3 fallen wurde
diese Zeile weqgelassen: fett geschrieben: signifikante p-Werte

Im nachsten Schritt wurden in Bezug zur RIPK4-Expression weitere Tumorcharakteris-

tika und Risikofaktoren untersucht, die keinen Einfluss auf die Auswahl der Patienten

hatten (Tabelle 24). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Far-

bungsgruppen hinsichtlich der Variablen: Lokalisation des Tumors, UICC7- und UICCS8-
Einteilung, Komorbiditat (ECOG-Stadium), M-Stadium, p63-Expression.
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Tabelle 24: Weitere Tumorcharakteristika und Risikofaktoren (ohne Einfluss auf die Pa-
tientenauswahl) der OPSCC-Untersuchungskohorte in Bezug zur RIPK4-Expression.

gesamt stark exprimiert |schwach exprimiert Wert
n=56 % n=26 | % n=30 % s
- Tonsille 28 50,0 15 60,0 13 40,0 .
Lokalisation | & ‘Tonsild 28 50,0 11 40,0 17 60,0 0,284
1111 12 21,4 4 15,4 8 26,7 0.305*
>Ii] 44 78,6 22 84,6 22 73,3
| 1 18 0 0,0 1 3.3
. I 2 3,6 0 0,0 2 6,7
UICCY Stadium i 9 16,1 4 15,4 5 16,7 0.147"
IV-IVa 27 48,2 12 46,2 15 50,0 '
Vb 5 8.9 3 11,5 2 6,7
Ve 12 21,4 7 26,9 5 16,7
1111 25 44,6 9 34,6 16 53,3 0 160"
STl 31 55,4 17 65,4 14 46,7 '
| 7 12,5 2 7.7 5 16,7
. I 10 17,9 2 7.7 8 26,7
UICC8 Stadium i 8 143 5 19.2 3 10,0 0.300"
IV-IVa 25 44,6 15 57,7 10 33,3 '
Vb 3 5.4 1 3,8 2 6,7
Ve 3 5,4 1 3,8 2 6,7
gesund (0-1) 41 73,2 18 69,2 23 76,7 0531+
krank (2-4) | 15 26,8 8 30,8 7 23,3 ’
o 0 5 8.9 0 0,0 5 16,7
Ko(rgggg')tat 1 36 64,3 18 69,2 18 60,0
2 13 23,2 7 26,9 6 20,0 0,155 "
3 2 3.6 1 3,8 1 3,3
4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
e MO 44 78,6 19 73,1 25 83,3 .
M-Stadium M+ 12 21,4 7 26,9 5 16,7 0,351
stark 30 53,6 16 61,5 14 46,7 .
pes3 schwach 26 46,4 10 38,5 16 53,3 0,266
* Chi, Asympt., 2-seitig; “Mann-W hitney-U Test, Asympt., 2-seitig; * M+ im Verlauf

4.4.4 Uberleben der OPSCC-Untersuchungskohorte stratifiziert nach der RIPK4-

Expression

In der OPSCC-Untersuchungskohorte differenziert nach der RIPK4-Expression zeigt

sich hinsichtlich des Uberlebens nach Kaplan-Meier kein signifikanter Unterschied
(p=0,208; Abbildung 19). Die Patienten der Gruppe ,RIPK4 schwach gefarbt* hatten eine
5-Jahresiiberlebensrate von 44,3% vs. 36,0% in der Gruppe ,RIPK4 stark gefarbt".

(o)) (2]
o o

Gesamtliberleben (%)
-
=]

20

p=0,208¢

— ~RIPK4 schwach (n=30)

“RIPK4 stark (n=26)

2

Zeit (Jahre)

3

Abbildung 19: Uberleben
nach Kaplan-Meier der
OPSCC-Untersuchungsko-
horte aufgeteilt nach der di-
chotomisierten Expression
von RIPK4 im Beobach-
tungszeitraum von  funf
Jahren. 8 Der p-Wert wurde
mit dem Log-Rank-Test er-
mittelt.
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4.5 Auswertung der immunhistochemischen Farbung von p63 der OPSCC-Un-

tersuchungskohorte

4.5.1 Deskriptive Auswertung der p63-Expression

In Kapitel 3.6 wurde das Vorgehen zur Auswertung der immunhistochemischen Farbung
der Tumorschnitte ausfiihrlich beschrieben. Gleich wie bei der RIPK4-Farbung, zeigte
sich auch bei der Anfarbung mit dem p63-Antikdrper bei manchen Tumorschnitten eine
inhomogene Expression. Aus diesem Grund wurde ebenfalls das vorhandene Tumorge-
webe nach Prozenten in ungefarbte, schwach, mittel und stark gefarbte Abschnitte ein-
geteilt (Abbildung 20).

a) b)

Abbildung 20: Intensitaten der Expression des p63-Antikdrpers aufgenommen mit dem
20-er Objektiv. a) ungefarbtes Tumorgewebe, b) schwache, c) mittlere und d) starke Ex-
pression im Tumorgewebe.
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4.5.2 Zusammenhdnge zwischen Risikofaktoren bzw. Tumorkriterien und der

metrisch eingeteilten p63-Expression

Um der Frage nachzugehen welche Variablen Einfluss auf die p63-Expression nehmen,
wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Die Ergebnisse hierzu finden sich in Ta-
belle 25. Hinsichtlich des TNM-Stadiums und der sich daraus ergebenden UICC7-Ein-
teilung besteht kein signifikanter Zusammenhang mit der p63-Expression. Die differen-
zierte Aufteilung des T- und N-Stadiums wird in Abbildung 21 gezeigt. Auch zwischen
dem HPV-Status und dem sich daraus ergebenden UICC8-Stadium besteht kein signifi-
kanter Zusammenhang mit der Expression von p63.

a) b)
p=0.140° p=0,983%
3.0 —_ — 3.0
25 — — o - ;
3 I — g 25 o Af
E 20 — E
: 2 . T
g 157 i o 20 o ]=L |
5 i L |
S 1,04 ] 1
: g 15 i
2 o
= 8 10 : ' ' w
T1 T2 T3 T4 NO N1 N22a N2b N2
n=9 n=20 n=15 n=12 n=5 n=9 n=6 n=27 n=9

Abbildung 21: Korrelation der p63-Expression in der OPSCC-Untersuchungskohorte mit
a) dem T-Stadium und b) dem N-Stadium. a) Der Korrelationskoeffizient betragt 0,200.
b) Der Korrelationskoeffizient betragt 0,003. S Der Korrelationskoeffizient und p-Wert
wurde mittels Spearman-Test bestimmt.
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Tabelle 25: Korrelation der Tumorcharakteristika der OPSCC-Untersuchungskohorte in
Bezug zur p63-Expression.

Spearman
Korrelation| p-Wert
0-2
3.4 0,081 0,554
0
T-Stadium? 1
2 0,200 0,140
3
4
ES -0,126 0,354
NO
N-Stadium N1
N2-N2a 0,003 0,983
N2b
N2c
M-Stadium® I\'\jf -0,096 0,483
HPV assozilet 0,166 0,222
negativ
il 0,071 0,601
>
I
. I
UICC7 Stadium m
V-IVa 0,020 0,884
IVb
IVc
i -0,049 0,720
>l
I
. I
UICC8 Stadium m
V-IVa 0,009 0,948
IVb
IVc
Auspragung der p63 Farbeintensitat zwischen 0 und 3; * M+ im
Verlauf; Z aufgrund von geringer Fallzahl werden T4a-b zu T4
zusammengefasst; da keine Patienten in die Kategorie N3 fallen
wurde diese Zeile weggelassen

In Tabelle 26 sind die Daten zu den allgemeinen Patienteneigenschaften und Risikofak-
toren in Bezug zur p63-Expression festgehalten. Weder das Geschlecht noch das Alter
bei Diagnosestellung wiesen einen signifikanten Zusammenhang zu der p63-Expression
auf. Auch zwischen dem Raucher-Status und dem Tabakkonsum in packyears besteht

kein signifikanter Zusammenhang zur metrisch eingeteilten p63-Expression. Bei den Pa-
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tienten, welche einen Alkoholkonsum bejahten, wurde das Tumorgewebe in der immun-
histochemischen Farbung signifikant starker mit dem p63-Antikorper angeféarbt
(p=0,030, Korrelationskoeffizient=0,292; Abbildung 22).

p=0,030% Abbildung 22: Korrelation des Alkoholkon-
3.0 - ‘ sum in der OPSCC-Untersuchungsko-
- horte mit der p63-Expression. Der Korre-
g 2,5 : lationskoeffizient betragt 0,292.5 Der Kor-
L | ' relationskoeffizient und p-Wert wurde mit-
3 20 [— ; tels Spearman-Test bestimmt.
%
o 15
Qo
1,0 -
kein Alkohol Alkohol
[ Anzahl n=41 n=15

Tabelle 26: Korrelation der Risikofaktoren der OPSCC-Untersuchungskohorte in Bezug
Zur p63-Expression.

Spearman
Korrelation| p-Wert
Geschlecht mannlich 0,056 0,684
weiblich
Alter bei Diagnose -0,120 0,380
Alkohol 1a 0,292 0,030
nein
ja
Rauchen . 0,154 0,256
nein
Packyears 0,080 0,557
Auspragung der p63 Farbeintensitéat zwischen 0 und 3; fett
geschrieben: signifikante p-Werte.

4.5.3 Risikofaktoren und Tumorcharakteristika in Bezug zur dichotomisierten

p63-Expression

Tabelle 27 zeigt die ausfiihrlichen Daten zu den Tumorcharakteristika und Risikofaktoren
der OPSCC-Untersuchungskohorte mit Differenzierung nach der Expression von p63.
Insgesamt zeigten 30 Tumoren eine starke und 26 Tumoren eine schwache p63-Expres-
sion. Bei Betrachtung der Verteilung der Packyears in den Gruppen mit starker bzw.
schwacher p63-Expression, lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Grup-
pen feststellen (p=0,489, Abbildung 23). Der Median der Packyears bei den Patienten,
deren Tumorgewebe eine starke Expression zeigte, lag bei 30. Bei den Patienten mit

schwach gefarbten Tumoren lag der Median bei 31 py. Die anderen Variablen, die zur
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Auswahl der OPSCC-Untersuchungskohorte herangezogen wurden, zeigen ebenso kei-

nen signifikanten Unterschied bei der Stratifizierung nach Intensitat der p63-Expression.

704
60 4
50 4
40 +

p=0,489#

Packyears

30 4

201
10-

p63 Expression

stark

schwach

Anzahl

n=21

n=16

Median
3. Quartil

30
40

31

53,4

1. Quartil

20,5

21,3

Abbildung 23: Konsumierte Packyears der
Raucher (n=37) differenziert nach der
p63-Expression. * Der p-Wert wurde mit-
tels Mann-Whitney-U Test (Asympt., 2-sei-

tig) berechnet.

Tabelle 27: Tumorcharakteristika und Risikofaktoren der OPSCC-Untersuchungsko-
horte in Bezug zur p63-Expression in der Rangfolge der Auswabhlkriterien.

gesamt

stark exprimiert

schwach exprimiert

Rang— —o¢ % n=30 % n=26 % p-Wert
assoziiert 28 50,0 14 46,7 14 53,8 "
HPV negativ 28 50,0 16 53,3 12 462 | 0°%
+ 28 50,0 12 40,0 16 61,5 R
LRIFM - 28 50,0 18 60,0 10 g5 | 0108
NO 5 8.9 3 10,0 2 7.7 .
N+ 51 91,1 27 90,0 24 92,3 | 1000
NO 5 8,9 3 10,0 2 7.7
N-Stadium N1 1 9 16.1 3 10,0 6 23,1
N2-N2a 6 10,7 3 10,0 3 11,5 | 0478*
N2b 27 48,2 16 53,3 11 42,3
N2¢ 9 16,1 5 16,7 4 15,4
ja 37 66,1 21 70,0 16 61,5 R
Rauchen nein 2 19 33,9 9 30,0 10 g5 | 0000
Median 30 30 31
Packyears’ | 3.Quartil | 2a 40 40 53,4 0,489"
1. Quartil 20,5 20,5 21,3
Alkohol >2 14 255 10 34,5 4 15.4
(Standard- <2 3 41 74,5 19 65,5 22 84,6 0,105*
glaser/Tag) unbekannt 1 1 0
0-2 29 51,8 13 43,3 16 615 | 174
3-4 27 48,2 17 56,7 10 38,5 '
0 1 1.8 0 0,0 1 3.8
T-Stadium? 1 4 8 143 3 10,0 5 19,2
2 20 35,7 10 33,3 10 385 | 0,071
3 15 26,8 8 26,7 7 26,9
4 12 21,4 9 30,0 3 11,5
mannlich 45 80,4 23 76,7 22 84,6 R
Geschlecht [ ciblich | 2 11 19,6 7 23,3 4 154 | 9351
Alter bei Median 64,3 64,2 64,3
Diag;g:'e 3.Quartl | 6 | 706 70,6 70,6 0,317
1. Quartil 53,1 51,1 57,3

* Chi, Asympt., 2-seitig; * Fisher Exakt, 2-seitig; * Mann-Whitney-U Test, Asympt., 2-seitig; S t-Test, Asympt.,
2-seitig; * Bei der Berechnung der Packyears werden nur die Raucher berticksichtigt (n=37); 2 aufgrund von

geringer Fallzahl werden T4a-b zu T4 zusammengefasst; da keine Patienten in die Kategorie N3 fallen wurde
diese Zeile weggelassen
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In Tabelle 28 sind die Daten zu weiteren Tumorcharakteristika und Risikofaktoren auf-
gefuhrt, die keinen Einfluss auf die Auswahl der OPSCC-Untersuchungskohorte hatten,
stratifiziert nach der p63-Expression. Hinsichtlich keiner der untersuchten Variablen zeigt
sich ein signifikanter Unterschied bei Differenzierung nach der dichotomen p63-Expres-
sion.

Tabelle 28: Weitere Tumorcharakteristika und Risikofaktoren (ohne Einfluss auf die Pa-
tientenauswahl) der OPSCC-Untersuchungskohorte in Bezug zur p63-Expression.

gesamt stark exprimiert |schwach exprimiert p-Wert
n=56 % n=30 % n=26 %
I Tonsille 28 50,0 17 60,0 11 40,0 N
Lokalisation | Tonsilld 28 50,0 13 40,0 15 60,0 0,284
11l 12 21,4 5 16,7 7 26,9 0351
STl 44 78,6 25 83,3 19 73,1 ’
| 1 18 1 33 0 0,0
. I 2 36 2 6,7 0 0,0
UICCT Stadium I 9 16,1 2 6.7 7 26,9 051"
IV-IVa 27 48,2 16 53,3 11 42,3 ’
Vb 5 8,9 4 13,3 1 38
Ve 12 21,4 5 16,7 7 26,9
-1l 25 44,6 14 46,7 11 42,3 0743
STl 31 55,4 16 53,3 15 57,7 ’
| 7 125 6 20,0 1 38
. I 10 17,9 3 10,0 7 26,9
UICC8 Stadium I 8 1433 5 16,7 3 11,5 .
IV-IVa 25 44,6 13 43,3 12 46,2 0,749
IVb 3 5.4 2 6,7 1 38
Ve 3 5,4 1 33 2 7.7
gesund (0-1)] 41 73,2 21 70,0 20 76,9 0.560°
krank (2-4) | 15 26,8 9 30,0 6 23,1 ’
. 0 5 8,9 2 6,7 3 115
Kogcc’rgg'tat 1 36 64,3 19 63,3 17 65,4 )
2 13 23,2 7 23,3 6 23,1 0,389
3 2 36 2 6,7 0 0,0
4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
. MO 44 78,6 25 83,3 19 73,1 .
M-Stadium M+ 12 21,4 5 16,7 7 26,9 0,351
stark 26 46,4 16 53,3 10 38,5 R
RIPK 4 schwach 30 53,6 14 46,7 16 61,5 0,266
* Chi, Asympt., 2-seitig; * Mann-Whitney-U Test, Asympt., 2-seitig; * M+ im Verlauf

4.5.4 Uberleben der OPSCC-Untersuchungskohorte stratifiziert nach der
p63-Expression

In der OPSCC-Untersuchungskohorte lasst sich bei Aufteilung der Patienten nach der
Expression von p63 kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der 5-Jahresiiberlebens-
rate feststellen (p=0,604). Patienten der Gruppe mit starker p63-Expression hatten ein
5-Jahrsiberleben von 44,0%. Die Patienten in der Gruppe mit schwacher p63-Expres-
sion erreichten zu 36,5% ein Uberleben von 5 Jahren nach Diagnosestellung (Abbildung
24).
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Abbildung 24: Uberleben
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4.6 Zusammenh&nge zwischen der Expression von p63- und RIPK4

4.6.1 Korrelation der p63- und RIPK4-Expression

In einer Korrelationsanalyse wurde geprift, ob es einen Zusammenhang der Farbein-
tensitaten zwischen der p63- und der RIPK4-Expression gibt. Die Abbildung 25 zeigt,
dass mit ansteigender Expression von RIPK4 auch die Expression von p63 signifikant
ansteigt (p=0,038). Der Korrelationskoeffizient betragt 0,278. Folglich besteht ein schwa-

cher bis mafiger Zusammenhang zwischen den untersuchten Variablen.

Abbildung 25: Korrelation der

30 p63- mit der RIPK4-Expression
. . o’ . ¢ in der OPSCC-Untersuchungs-
25 et o8 Ce Ly kohorte. Der Korrelationskoeffi-
2g ..;“_ g Mgt g0 p=0,0380 zient betragt 0,278. S Der Korre-
g e ™ 8 ° * . lationskoeffizient und der p-Wert
18 Ve .« . wurde mittels Spearman-Test
1.0 . ® o bestimmt.
05
10 15 2,0 25 3,0
RIPK4

4.6.2 Deskriptive Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Zunachst wurde der Frage nachgegangen, ob sich Unterschiede hinsichtlich der Expres-
sion von p63 und RIPK4 in den vier Untergruppen in der OPSCC-Untersuchungskohorte
zeigen. Hinsichtlich der p63-Expression zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Untergruppen (p=0,368). Der geringste Anteil stark p63-gefarbter Tumoren
(35,7%; 5/14) ist in der Patientengruppe mit HPV-assoziierten OPSCC mit LR/FM zu
finden. In den anderen drei Gruppen waren zu jeweils Uber 50% Patienten stark p63-

gefarbte Tumoren (Abbildung 26a).

Auch die Verteilung der RIPK4-Expression ergibt keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen den Gruppen (p=0,368). Den hochsten Anteil starker RIPK4-Expression mit
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64,3% (9/14) hatte die Patientengruppe mit HPV-assoziierten OPSCC und LR/FM. Der
geringste Anteil von 35,7% (5/14) fand sich sowohl bei den Patienten mit HPV-negativen
OPSCC und LR/FM als auch bei den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ohne
LR/FM. Bei den Patienten mit HPV-negativen OPSCC ohne LR/FM zeigte sich mit je-
weils 50% (7/14) eine gleiche Verteilung zwischen der starken und der schwachen Ex-
pression (Abbildung 26b).

d HPV-negativ HPV-assoziiert b HPV-negativ HPV-assoziiert
) 9 p=0,368* ) ¢ p=0,368*
100% 100%
75% 75% 50,0%
64,3%
50% 50%
25% 25% 50,0%
35,7%
0% 0%
.Pm' LR/FM + LR/FM - LR/FM + R..IPKA" LR/FM + LR/FM - LR/FM +
Farbung Farbung
stark n=9 stark n=7
schwach n=5 schwach n=7

Abbildung 26: Verteilung der a) p63 und b) RIPK4-Expression in der OPSCC-Untersu-
chungskohorte aufgeteilt nach dem HPV-Status und LR/FM. Jede der Gruppen umfasst
14 Falle. * Der p-Wert wurde mittels Chi-Test (Asympt., 2-seitig) berechnet.

4.6.3 Multivariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte

In Tabelle 29 ist eine weiterfiihrende Analyse zum Gesamtiiberleben abgebildet. Hierfiir
wurden die Variablen zur Expression von p63 und RIPK4 in das finale Modell der mul-
tivariaten Cox-Regression (Tabelle 20 Schritt 3) miteinbezogen. Beide hinzugefligten
Variablen hatten keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiuberleben. Auch in der
einzelnen Einbeziehung der Variablen zur Expression von RIPK4 und p63 wurde kein
signifikanter Einfluss auf das Uberleben festgestellt (Anhang: Tabelle 33 und Tabelle
34). Daher kann konstatiert werden, dass die p63- und die RIPK4-Expression keine un-

abhéangigen Variablen im Modell des Gesamtlberlebens sind.
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Tabelle 29: Multivariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte inklu-
sive der Variablen zur RIPK4- und p63-Expression.

multivariate Cox-Regression

0, 0,
HR 95% KI | 95% KI p-Wert °
unten oben
Alter < Median 1 0,031
> Median 2,353 1,081 5,122
<
Alkohol <2 1 0.005
(Standardglaser/Tag) >2 3,367 1,438 7,883
T-Stadium 1-2 ! 0,020
3-4 2,546 1,162 5,582
M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 6,295 2,688 | 14,742
063 schwach 1 0.321
stark 0,673 | 0,308 1,472
RIPKA schwach 1 0,706
stark 0,867 0,413 1,82

Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; S.d.: Standard-
fehler; 5-JUR: 5-Jahresiiberleben in Prozent; HR: Hazard Ratio; 95%
Kl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze; p-Wert °:
durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben: signifikante p-Werte
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5. Diskussion

5.1 Analyse des OPSCC-Gesamtkollektivs
5.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

In Deutschland liegt der Anteil HPV-assoziierter OPSCC bei 20-40% (Wurdemann et al.
2017; Quabius et al. 2015). In dem untersuchten OPSCC-Gesamtkollektiv hatten 27,3%
der Patienten HPV-assoziierte Tumore, was im angegebenen Rahmen der Prévalenz
liegt (Tabelle 9). Verschiedene Studien zeigen, dass eine deutliche Mehrheit von Uber
70% der OPSCC-Patienten méannlich ist (Lin et al. 2013; Ang et al. 2010; O'Sullivan et
al. 2013). Dieses Verhéltnis spiegelt sich auch in dem OPSCC-Gesamtkollektiv wieder
(77,9% vs. 22,1%). In einigen Studien waren die Patienten mit HPV-assoziierten Tumo-
ren im Median jlunger als die Patienten mit HPV-negativen OPSCC (Lin et al. 2013; Ang
et al. 2010; O'Sullivan et al. 2013). Jedoch waren in unserem Kollektiv die Patienten mit
HPV-assoziierten OPSCC signifikant alter (im Median 62,6 vs. 60 Jahre). Es wurden
auch andere Daten publiziert, die einen Anstieg des medianen Diagnosealters bei HPV-
assoziierten OPSCC-Patienten zeigen (Thompson et al. 2018). Bereits verdffentlichte
Daten unseres Kollektivs in Kombination mit den Ergebnissen dieser Arbeit weisen einen
ahnlichen Trend nach. Anhand dieser Daten kann geschlussfolgert werden, dass bei
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC die Diagnose in zunehmend héherem Alter ge-
stellt wird. Im Rahmen des demographischen Wandels kdnnte dies durch eine stetige
Zunahme der Lebenserwartung erklart werden. Als limitierend muss der Aspekt gewertet
werden, dass die hier genannten Datenséatze jeweils nur in einer einzelnen Institution

erhoben wurden und populationsbasierende Daten weitgehend fehlen.

In unserem Kollektiv wird die allgemeine Ansicht bestétigt, dass die HPV-negativen
OPSCC mehrheitlich auf den Konsum von Alkohol und Tabakwaren zurlickzufiihren
sind. Die Karzinogenese bei Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC lasst sich dagegen
weniger deutlich durch den Abusus von Noxen begriinden. Jedoch wurden auch in die-
ser Subgruppe Patienten identifiziert, die das ,klassische Risikoprofil“ aufwiesen. Die
Malignomentstehung ist in den meisten Fallen daher kaum auf singulare Aspekte zu-
rickzufiihren. Vielmehr kann der Einfluss verschiedenster kanzerogener Faktoren eine
komplexe Kaskade an Interaktion begulnstigen, die letztendlich in der malignen Entar-

tung von Zellen gipfelt.

Verschiedene Studien zeigen, dass die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC mehr-
heitlich einen guten Allgemeinzustand nach ECOG hatten (Ang et al. 2010; Fakhry et al.
2008). In unserem OPSCC-Gesamtkollektiv kann dieses Ergebnis ebenso gezeigt wer-

den (ohne signifikante Unterschiede, p=0,054). Ein &hnlicher Trend wurde auch in einer
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anderen Publikation nachgewiesen unter Anwendung des detaillierteren ACE27 Scores
(Rietbergen et al. 2013). Im Gegensatz zur ECOG-Skala bertcksichtigt der ACE27
Score unter anderem auch die Menge konsumierten Alkohols. Das kénnte erklaren, wes-
halb die Patienten mit HPV-negativen OPSCC oft in hohere Stadien eingeteilt wurden.
Des Weiteren ist bekannt, dass der Konsum von Tabak und Alkohol grundsatzlich ge-
sundheitsschadlich ist. Damit einhergehend erklart sich, dass der intensive Noxenabu-
sus auch zu einer erhdhten Komorbiditét fihrt und dies folglich geh&uft bei den Patienten
mit HPV-negativen OPSCC vorliegt.

Wie zu Beginn des Kapitels erwahnt, ist eine Mehrheit der Patienten mit HPV-negativen
OPSCC uber 60 Jahre alt. Das konnte ein weiterer Erklarungsansatz fir die hohen
ECOG-Stadien dieser Patienten sein. Nennenswert ist jedoch, dass die Patienten mit
HPV-assoziierten Tumoren im Median &lter sind als die mit HPV-negativen und trotzdem
haufiger ein niedrigeres ECOG-Stadium haben. Mdglicherweise hat das numerische Al-
ter einen geringen Einfluss auf den Allgemeinzustand der Patienten. Vielmehr kénnte
das biologische Alter, das ndherungsweise durch Skalen wie ECOG oder ACE27 abge-

bildet werden kann, fir die Prognose entscheidender sein.
5.1.2 Tumorcharakteristika

Bei den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC werden die Tumorerkrankungen oft in
niedrigen T-Stadien, jedoch bei bereits fortgeschrittenen N-Stadien diagnostiziert (Wir-
demann et al. 2017; Rietbergen et al. 2013; Klozar et al. 2013). Diese Ergebnisse werden
auch in unserem OPSCC-Gesamtkollektiv wiedergespiegelt (jeweils p<0,001; Tabelle
10). Bei den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC findet offenbar bereits friiher im
Krankheitsverlauf eine lymphogene Metastasierung statt als bei den HPV-negativen
(Sood et al. 2014; Rajasekaran et al. 2021; Sood et al. 2014). Dies kdnnte erklaren,
weshalb die Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren aufgrund einer Schwellung am
Hals (hervorgerufen durch die Lymphknotenmetastase) ,friiher einen Arzt aufsuchen
und daher haufiger kleinere Primartumore diagnostiziert werden. Die Einteilung der Tu-
morstadien nach UICC?7 zeigte keinen signifikanten Unterschied im OPSCC-Gesamtkol-
lektiv bei Differenzierung nach dem HPV-Status. Dagegen wurde dargestellt, dass die
Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren signifikant niedrigere Stadien nach UICCS8 hat-
ten, als die HPV-negativen (p<0,001). Verschiedene Veroffentlichungen zeigen, dass die
neue Version der Einteilung der Tumorstadien (UICC8) die Patienten mit HPV-assoziier-
ten Tumoren einem adaquateren Stadium zuordnet (Wirdemann et al. 2017; O'Sullivan
et al. 2016).
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Zusammenfassend bildet sich bei den Patienten des OPSCC-Gesamtkollektivs eine Zu-
sammensetzung an Risikofaktoren und Tumorcharakteristika ab, die auch in anderen
Studienkohorten wiedergefunden wurde. So kann davon ausgegangen werden, dass die
vorliegende Stichprobe eine weitgehend reprasentative Zusammensetzung an OPSCC-

Patienten zeigt.
5.1.3 Uni- und multivariate Uberlebensanalyse

In der univariaten Uberlebensanalyse wurde bei allen untersuchten Risikofaktoren und
Tumorcharakteristika mit Ausnahme des Geschlechts ein signifikanter Unterschied hin-
sichtlich des Gesamtiiberlebens gezeigt (Tabelle 17). In anderen Studien wurde ebenso
belegt, dass die Differenzierung nach Geschlecht keinen Einfluss auf das Gesamtuber-
leben hat (Hashida et al. 2021). Ein geringer Nikotin- und Alkoholkonsum ging dagegen
in dem OPSCC-Gesamtkollektiv mit einem besseren Gesamtiiberleben einher. Ver-
gleichbare Ergebnisse wurden auch in weiteren Studien gezeigt: ein signifikant negativer
Zusammenhang wurde zwischen einem hohen Nikotin- sowie Alkoholkonsum und dem
Uberleben nachgewiesen (Rios Velazquez et al. 2014; Ang et al. 2010). In den genann-
ten Studien waren ebenfalls hohe T- und N-Stadien, ein schlechter Allgemeinzustand
sowie ein negativer HPV-Status mit schlechtem Gesamtiiberleben assoziiert. Fir die
gleichen Variablen wurde auch in unserem Kollektiv eine signifikant schlechtere Prog-

nose gezeigt.

Zusammenfassend zeigen verschiedene Studien in Ubereinstimmung mit unseren Da-
ten, dass sich der Noxenabusus negativ auf das Uberleben auswirkt. Moglicherweise
sind diese Risikofaktoren auch urséachlich fur ein hoheres ECOG-Stadium, was ebenso
das Gesamtiiberleben negativ beeinflusst. Auch hohe T- und N-Stadien und damit ein-
hergehend eine insgesamt fortgeschrittene Tumorerkrankung, wirken negativ auf die
Prognose ein. Ebenso ist der HPV-Status als prognosebestimmender Faktor zu bertick-

sichtigen.

In der multivariaten Uberlebensanalyse wurden folgende Variablen identifiziert, die eine
signifikante Auswirkung auf das Gesamtiberleben haben: Alter bei Diagnosestellung,
HPV-Status, Komorbiditat (nach ECOG), Alkoholkonsum, T- und M-Stadium (Tabelle
18). Der Alkoholkonsum scheint ein weitgehend unabhangiger Einflussfaktor hinsichtlich
des Uberlebens zu sein (Anhang: Tabelle 35 und Tabelle 36). Jedoch scheint die Vari-
able Rauchen kein unabhéngiger Risikofaktor zu sein (Anhang: Tabelle 36, Tabelle 37
und Tabelle 38).

Grundsatzlich wurde von Anderen gezeigt, dass sich Patienten anhand verschiedener

Variablen in Risikogruppen hinsichtlich des Uberlebens klassifizieren lassen. So wurden
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die Variablen HPV-Status, Nikotinkonsum, T- und N-Stadium als unabhangige Risiko-
faktoren in der Uberlebensanalyse identifiziert (Agrawal et al. 2011; Ang et al. 2010). In
einer Studie unserer Arbeitsgruppe wurde neben dem HPV-Status zusatzlich die Komor-
biditat (nach ECOG), das T- und N-Stadium, der Raucherstatus sowie das Alter bei Di-
agnosestellung als Variablen mit signifikantem Einfluss auf das Gesamtuberleben her-

ausgearbeitet (Wagner et al. 2017).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in allen untersuchten Datensatzen
der HPV-Status in Kombination mit bestimmten Risikofaktoren und den TNM-Stadien
einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patienten hatte. Der HPV-Status kann
auch anhand der Ergebnisse der multivariaten Analyse in unserer OPSCC-Kohorte als
prognosebestimmender Faktor benannt werden.

5.2 Analyse der Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren mit LR/FM

5.2.1 Patientencharakteristika bei HPV-assoziierten OPSCC mit LR/FM

Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC haben ein sehr gutes Ansprechen auf die tu-
morspezifische Therapie und folglich ein besseres Gesamtiberleben als Patienten mit
HPV-negativen Tumoren (Wagner et al. 2020; Fakhry et al. 2017). Jedoch entwickeln
auch unter diesen Patienten etwa 13-25% ein LR/FM innerhalb von zwei Jahren nach
Durchfihrung der Standardtherapie (Vyas et al. 2021; Faraji et al. 2017; Fakhry et al.
2008). Unter den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC des Gesamtkollektivs dieser
Arbeit wiesen 10,5% im Verlauf ein LR/FM auf (Tabelle 11 und Tabelle 12). Besonders
auffallig an diesen Patienten war das fortgeschrittene Alter bei Diagnosestellung, sowie
ein hohes EGOC-Stadium im Vergleich zu den anderen drei Gruppen. Das fortgeschrit-
tene Alter gilt als allgemeiner Risikofaktor fur Tumorerkrankungen (White et al. 2014).
Neben zahlreichen weiteren Ursachen, konnte beispielsweise gezeigt werden, dass me-
tabolische Veranderungen bei alteren Menschen, einen Tumorprogress und aggressiven
Krankheitsverlauf begtinstigen kbnnen (Gomes et al. 2020). Eine weitere denkbare Er-
klarung fir das Auftreten von LR/FM ist die intrinsische Schwachung des Immunsystems

mit zunehmendem Alter (Salam et al. 2013).
5.2.2 Tumoreigenschaften bei HPV-assoziierten OPSCC mit LR/FM

In unserem Kollektiv wurde gezeigt, dass die Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC
und LR/FM mehrheitlich in einem hohen T-Stadium waren. Grundsatzlich konnte davon
ausgegangen werden, dass ein lokal weit fortgeschrittener Tumorbefund durch be-
grenzte operative Mdglichkeiten im Kopf-Halsbereich mit einem hdheren Risiko fir ein
Lokalrezidiv assoziiert sein konnte. Dahingegen konnte gezeigt werden, dass bei Pati-

enten mit HPV-assoziierten OPSCC, die lediglich eine operative Therapie erhielten, das
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T-Stadium keinen signifikanten Einfluss auf das Auftreten eines Lokalrezidivs hatte (Wal-
tonen et al. 2021). Neben der primar chirurgischen Therapie kann auch bei ausgedehn-
ten lokalen Tumorbefunden eine primare Radio(chemo)therapie angewandt werden. In
mehreren Studien wurde gezeigt, dass die Wahl des Therapieverfahrens keinen Unter-
schied im Hinblick auf das Gesamtiberleben von OPSCC-Patienten hatte (Zimmermann
et al. 2021; Kano et al. 2013). Grundsatzlich geht ein hohes T-Stadium bei HPV-assozi-
ierten OPSCC-Patienten mit einer schlechteren Uberlebensprognose einher, als nied-
rige T-Stadien. Die Wahl des Therapieverfahrens scheint, unabhangig vom T-Stadium,
keinen Unterschied in Bezug auf das Gesamtuberleben zu bewirken (Beltz et al. 2018;
Zimmermann et al. 2021).

Auch auf molekularer Ebene gibt es verschiedene Erklarungsansétze fir einen schlech-
ten Verlauf unter den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC. Unsere Arbeitsgruppe hat
eine Mutationsanalyse veroffentlicht in der gezeigt werden konnte, dass die HPV-asso-
ziierten Tumoren der Patienten mit einem LR/FM mehr Mutationen aufweisen, als die
der Patienten ohne LR/FM. Die Anzahl der Mutationen entsprach ungeféahr der in HPV-
negativen Tumorproben (Reder et al. 2019). Dieses Ergebnis wurde von verschiedenen
anderen Studien bestétigt (Harbison et al. 2018; Morris et al. 2017). Wie bereits in Kapitel
1.2.2 beschrieben, kann die HPV-DNA in verschiedenen Zustanden in den Tumorzellen
vorliegen. Es konnte gezeigt werden, dass die Integration von HPV-DNA und somit der
Verlust der E2-Expression mit einem schlechteren Uberleben assoziiert ist (Nulton et al.
2018). Es scheint auch einen Zusammenhang zwischen der Tumorlokalisation und der
Expression von E2 zu geben. So wurde in einer Studie nachgewiesen, dass bei Tumoren
des Oropharynx das E2 Gen haufiger intakt ist, als bei Kopf-Halstumoren auRerhalb des
Oropharynx. Dies wurde auch mit einem besseren klinischen Verlauf in Verbindung ge-
bracht (Anayannis et al. 2018). Dahingegen wurde unter den HPV-assoziierten OPSCC
eine Subgruppe mit zerstértem E2-Gen und/oder niedriger E2-Expression identifiziert,

die eher eine schlechte Prognose haben (Anayannis et al. 2018).

Es ist nicht vollstandig geklart, weshalb manche Félle ein LR/FM entwickeln. Einerseits
scheint eine hohe Mutationslast mit einem schlechten Verlauf in Verbindung zu stehen.
Auf der anderen Seite konnte HPV selbst, z.B. durch Interaktionen mit dem Wirtsgenom,

zum gehauften Auftreten eines LR/FM fihren.

5.2.3 Gesamtiberleben des OPSCC-Gesamtkollektiv differenziert nach dem
HPV-Status und dem Auftreten eines LR/FM
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Das Gesamtuberleben der Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren mit LR/FM ist
schlechter als das der Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren ohne LR/FM, sogar
schlechter als das der Patienten mit HPV-negativen Tumoren unabhangig vom Auftreten
eines LR/FM in dieser Gruppe (Abbildung 12). Dieses Ergebnis wurde bereits in einer
Veroffentlichung unserer Arbeitsgruppe gezeigt (Reder et al. 2021). Jedoch wurde in
anderen Untersuchungen herausgefunden, dass das Gesamtiberleben der Patienten
mit HPV-assoziierten OPSCC mit LR/FM besser war, als das der HPV-negativen Pati-
entengruppen (Faraji et al. 2017; Fakhry et al. 2014). Der Uberlebensvorteil HPV-asso-
Ziierter OPSCC-Patienten konnte, im Gegensatz zu unserem OPSCC-Gesamtkollektiv,
bei den zitierten Studien auch im Fall des Auftretens eines LR/FM nachgewiesen wer-
den.

Interessanterweise zeigt sich bei den Uberlebenskurven der Patienten mit HPV negati-
ven OPSCC mit bzw. ohne LR/FM ein umgekehrt sigmoidaler Verlauf (Abbildung 12).
Bei den Patienten mit einem LR/FM zeigt sich friih ein Abfall der Kurve, der sich wieder
stabilisiert. Die Uberlebenskurve der Patienten ohne LR/FM ist initial relativ stabil und
weist im Verlauf einen Abfall auf. Mdgliche Ursachen fir den auffalligen Verlauf kbnnten

in den verschiedenen Therapieregimen liegen.
5.3 Komposition und Gesamtiberleben der OPSCC-Untersuchungskohorte

Die OPSCC-Untersuchungskohorte setzt sich aus gezielt ausgewahlten Fallen zusam-
men (vgl. Kapitel 3.1). Dabei war die Gruppe der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC
mit einem LR/FM, auf Grund des zu Verfiigung stehenden FFPE-Materials, auf eine Fall-
zahl von n=14 limitiert. Durch die gezielte Auswahl wurden Einflisse und Zusammen-
hange der patientenspezifischen Eigenschaften, Risikofaktoren und Tumorcharakteris-
tika weitgehend ausgeschaltet. Damit konnte eine vergleichbare Basis innerhalb der vier
Gruppen zur Untersuchung von Gemeinsamkeiten und Unterschieden unter anderem im
Hinblick auf die immunhistochemische Expression von p63 und RIPK4 geschaffen wer-
den. Die signifikanten Unterschiede des OPSCC-Gesamtkollektiv hinsichtlich der Aus-
wabhlkriterien wurden bei der gezielt ausgewahlten OPSCC-Untersuchungskohorte weit-
gehend aufgehoben (vgl. Tabelle 13 und Tabelle 15). In einer Publikation unserer Ar-
beitsgruppe wurde diese Patientenkohorte fir die Untersuchung von Genommutationen
genutzt (Reder et al. 2019). Auch andere Studien haben aus &hnlichen Grinden das

Patientenkollektiv durch gezielte Auswahl zusammengestellt (Vyas et al. 2021).

Im Vergleich zum OPSCC-Gesamtkollektiv bildet sich bei der Uberlebensanalyse der
OPSCC-Untersuchungskohorte ein weniger deutlicher Verlauf ab (Abbildung 14). Wie
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das Kaplan-Meier Diagramm zeigt, kann nur eine Tendenz (ohne signifikante Unter-
schiede) hinsichtlich der unterschiedlichen Uberlebenskurven konstatiert werden. Je-
doch sind die Verlaufe der Uberlebenskurven der OPSCC-Untersuchungskohorte insge-
samt betrachtet mit denen des OPSCC-Gesamtkollektivs vereinbar (Abbildung 12), trotz

gezielter Auswahl der Patienten.
5.4 Immunhistochemischer Nachweis von RIPK4

In HPV-assoziierten OPSCC findet sich eine signifikante Haufung von Mutationen im
RIPK4-Gen (vgl. Kapitel 1.3.2; Gillison et al. 2019; Stransky et al. 2011). Unsere Arbeits-
gruppe hat in einer Sequenzierungsuntersuchung des gesamten Genoms (whole-
exome-sequencing) eines Falles mit HPV-assoziiertem OPSCC ebenso ein mutiertes
RIPK4-Gen nachgewiesen (unveroffentlicht). Uber verschiedene Interaktionen und
durch die Regulation von Signalwegen nimmt RIPK4 eine zentrale Rolle in der Karzino-
genese ein (vgl. Kapitel 1.3.2). Verschiedene Quellen belegen eine signifikant erhghte
Expression von RIPK4 in unterschiedlichen Tumorentitdten unter anderem auch in Kopf-
Hals-Tumoren (Gong et al. 2018; Qi et al. 2018; Liu et al. 2015). Bei vielen Tumorentita-
ten konnte festgestellt werden, dass die Patienten mit starker RIPK4-Expression im Tu-
morgewebe ein signifikant verklirztes Gesamtiberleben hatten (Yi et al. 2020; Liu et al.
2021; Azizmohammadi et al. 2017; Liu et al. 2015). Die RIPK4-Expression scheint daher
haufig mit einer schlechten Prognose einherzugehen. In der vorliegenden Arbeit sollte
daher die Expression von RIPK4 in den OPSCC untersucht werden, insbesondere im
Zusammenhang mit HPV und dem Auftreten von LR/FM bei bestimmten Patienten. So
sollte diese Patientengruppe und mdgliche Ursachen fur das Auftreten eines LR/FM na-

her beschrieben werden.

Die immunhistochemische Farbung von RIPK4 zeigte in der Untersuchungskohorte bei
26 OPSCC eine starke und bei 30 eine schwache Expression (Tabelle 23 und Tabelle
24). Weder bei Aufteilung der Patienten nach dem HPV-Status noch nach dem Auftreten
eines LR/FM zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der RIPK4-Expression.
Jedoch hatten Patienten mit hohen T-Stadien im Tumorgewebe eine signifikant erhéhte
RIPK4-Expression. Bei Cervixkarzinomen wurde ebenso eine signifikant erhdhte Ex-
pression von RIPK4 in den hohen T-Stadien nachgewiesen (Liu et al. 2015). Gleiches
wurde auch in einer Untersuchung zu Osteosarkomen gezeigt (Yi et al. 2020). In der
OPSCC-Untersuchungskohorte war ebenfalls bei den Patienten mit fortgeschrittener
lymphogener Metastasierung die RIPK4-Expression erhoht. Auch bei Cervixkarzinom-
patientinnen mit positiven N-Stadien wurde eine starke RIPK4-Expression des Tumor-
gewebes festgestellt (Azizmohammadi et al. 2017). Dem gegeniiber wurde in einer an-

deren Studie gezeigt, dass das N-Stadium keinen Einfluss auf die RIPK4-Expression

66



hatte, jedoch waren dies keine OPSCC (Wang et al. 2014). Das M-Stadium hatte in der
untersuchten Patientenkohorte keine Auswirkung auf die Intensitat der RIPK4-Expes-
sion. Bei Patientinnen mit vorliegender Fernmetastasierung eines Cervixkarzinoms oder
Ovarialkarzinoms wurde eine erhdhte RIPK4-Expression im Tumorgewebe nachgewie-
sen (Liu et al. 2021; Liu et al. 2015). Die allgemeinen Risikofaktoren wie Geschlecht,
Alter, Nikotin- und Alkoholkonsum hatten in der OPSCC-Untersuchungskohorte keinen
Einfluss auf die RIPK4-Expression. Bei Plattenepithelkarzinomen der Zunge wurde eine
erhohte RIPK4-Expression bei mannlichen Patienten und auch bei Patienten in héherem
Alter nachgewiesen (Wang et al. 2014). Jedoch konnte kein Einfluss der Risikofaktoren
Nikotin- und Alkoholkonsum auf die Expression von RIPK4 gezeigt werden (Wang et al.
2014).

Wie eingangs erwahnt, haben einige Autoren eine starke RIPK4-Expression mit einer
schlechten Uberlebensprognose in Verbindung gebracht. In Ubereinstimmung mit die-
sen Daten wurde auch in der OPSCC-Untersuchungskohorte nachgewiesen, dass die
Patienten mit starker RIPK4-Expression eine geringere 5-Jahrestiberlebensrate hatten,
als die Patienten mit schwacher RIPK4-Expression (jedoch ohne signifikanten Unter-
schied, Abbildung 24, p=0,604).

Aufgrund der starken Expression von RIPK4 bei Tumoren mit hohen T- und N-Stadien
kann postuliert werden, dass RIPK4 in den OPSCC tumorférdernde Funktionen ausiiben
koénnte. Besonders im Hinblick auf die aktivierende Wirkung von RIPK4 auf den Wnt/j-
Catenin-Signalweg kénnte es mdglicherweise zu einer generellen Tumorprogression so-

wie zu einer Beglinstigung der lymphogenen Invasion kommen.
5.5 Immunhistochemischer Nachweis von p63

Je nach Isoform tbernimmt p63 unterschiedliche Funktionen in der Karzinogenese (vgl.
Kapitel 1.4.2). Unserer Arbeitsgruppe zeigte in einer targeted-next-generation-sequen-
cing Untersuchung, dass p63 in 28,6% der HPV-negativen OPSCC mit einem LR/FM
und in 50% der HPV-negativen ohne LR/FM mutiert war. In den HPV-assoziierten
OPSCC mit LR/FM wurden die p63-Mutationen haufiger gefunden als bei den Patienten
ohne LR/FM (Reder et al. 2021; Reder et al. 2019). Die Integration von HPV ins Wirts-
genom bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereichs findet oft in unmittelbarer
Nahe von oder im p63 Gen selbst statt. Dies bewirkt haufig eine Uberexpression des
Gens mit entsprechenden physiologischen Konsequenzen (Koneva et al. 2018; Walline
et al. 2016; Bodelon et al. 2016; Parfenov et al. 2014).

Viele Studien haben eine starke p63-Expression in verschiedenen Tumorentitaten nach-

gewiesen, unter anderem auch in OPSCC (Sniezek et al. 2004; Massion et al. 2003). In
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der OPSCC-Untersuchungskohorte dieser Arbeit wurde bei 30 Proben eine starke und
bei 26 eine schwache Expression von p63 festgestellt (Tabelle 27 und Tabelle 28). Bei
Differenzierung der Patienten nach dem HPV-Status und nach dem Auftreten eines
LR/FM wurde eine vergleichbare Aufteilung der Farbeintensitat unter den Gruppen beo-
bachtet. Hinsichtlich der Risikofaktoren wurde in unserer OPSCC-Untersuchungsko-
horte nachgewiesen, dass die Patienten die einen Alkoholkonsum bejaht haben eine
signifikant hthere p63-Expression der OPSCC hatten, als die Patienten ohne regelma-
Bigen Alkoholkonsum. Eine &hnliche Tendenz konnte bei den Rauchern gezeigt werden.
Die Tumorproben dieser Patienten wiesen haufiger eine starke p63-Expression auf als
die der Nichtraucher, jedoch ist der Unterschied nicht signifikant. In Ubereinstimmung
mit unseren Ergebnissen konnte auch in einer anderen Studie gezeigt werden, dass die
Patienten mit einem hohem Konsum an Alkohol oder Nikotin eine signifikant hGhere p63-
Expression hatten als die Patienten mit geringem Noxenabusus (Yang et al. 2021). Zu-
sammenfassend wurde durch die Autoren der genannten Studie festgehalten, dass p63
eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielt und dass dieser Effekt durch den regel-

mafigen Konsum von Alkohol und Tabak verstarkt werden kénnte.

In OPSCC, aber auch in anderen Tumorentitaten wurde vielfach nachgewiesen, dass
ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit einer hohen p63-Expression assoziiert ist
(Saghravanian et al. 2017). In unserer OPSCC-Untersuchungskohorte wurden keine sig-
nifikanten Unterschiede im Hinblick auf das Tumorstadium und die Expression von p63
nachgewiesen. In der nicht-dichotomen Einteilung der p63-Expression kann man erken-
nen, dass mit Zunahme des T-Stadiums auch die Farbeintensitat zunimmt, jedoch ohne
das diese Korrelation Signifikanz erreicht. Bei der Differenzierung nach dem N-Stadium
zeigt sich kein signifikanter Unterschied der p63-Expression. Auch in einer weiteren Stu-
die konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der p63-Expression und dem Tu-

morstadium nachgewiesen werden (Lo Muzio et al. 2005).

In viele anderen Publikationen wird nicht zwischen den einzelnen p63-Isoformen diffe-
renziert, da die genutzten Antikorper oft eine Vielzahl von Isoformen binden (Nekulova
et al. 2013). Hierin konnte eine Erklarung fur die zum Teil uneinheitlichen Ergebnisse
aus unterschiedlichen Studien liegen. Wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, wird auch durch
den hier verwendetet p63-Antikbrper von Santa Cruz nicht zwischen den TAp63- und

ANp63-Isoformen unterschieden.

Einige Studien haben den Einfluss der p63-Expression auf das Uberleben von Tumor-
patienten untersucht. Bei NSCLC war eine Uberexpression von allen p63-Isoformen mit
einem besseren Uberleben assoziiert (Massion et al. 2003). In einer anderen Studie

wurde gezeigt, dass in Mammakarzinomen die Uberexpression von TAp63 mit einem
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signifikant besseren Uberleben assoziiert war, jedoch nicht die von ANp63 (Coates et al.
2018). Auch hinsichtlich der Auswirkung einer p63-Uberexpession auf das Gesamtiiber-
leben von Patienten mit Kopf-Halstumoren wurden in verschiedenen Studien unter-
schiedliche Ergebnisse gezeigt, dies ist moglicherweise auch darin begriindet, dass in
den Untersuchungen kaum eine Differenzierung der Isoformen stattfindet. So wurde ei-
nerseits eine bessere Prognose bei hoher p63-Expression festgestellt, auf der anderen
Seite haben einige Studien eine verschlechterte Prognose nachgewiesen, bzw. kein sig-
nifikanten Einfluss auf das Uberleben (Oliveira et al. 2007; Lo Muzio et al. 2005;
Saghravanian et al. 2017; Moergel et al. 2010). In der von uns untersuchten Kohorte
wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Uberlebens bei Differenzierung
nach der p63-Expression sichtbar.

Zusammenfassend wurde in der OPSCC-Untersuchungskohorte bei den Patienten mit
hohem Alkoholkonsum auch eine signifikant stérkere p63-Expression festgestellt, als bei
Patienten mit niedrigem Alkoholkonsum. Hinsichtlich der weiteren untersuchten Variab-
len, auch im Hinblick auf das Gesamtiiberleben, zeigte sich kein signifikanter Zusam-
menhang mit der p63-Expression. Der genutzte Antikorper lasst jedoch keine klare Aus-
sage hinsichtlich der Anfarbung der Isoformen zu. Andere Publikationen haben teilweise
uneinheitliche Ergebnisse gezeigt, so dass keine pauschal gliltige Aussage hinsichtlich
der p63-Expression und dem Gesamtiiberleben mdglich ist. Wie bereits in Kapitel 1.4.2
erwahnt, werden in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs einiger Publikati-
onen zufolge vorrangig die ANp63-Isoformen exprimiert (Sniezek et al. 2004; Brancaccio
et al. 2018). Auf dieser Basis kann postuliert werden, dass auch in unserem Kollektiv
primar diese Isoformen angefarbt wurden. Die ANp63-Isoformen wirken insgesamt eher
tumorfoérdernd. Dies konnte anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch nicht

dargestellt werden.
5.6 Zusammenhange zwischen der Expression von RIPK4 und p63

Von verschiedenen Autoren wurde eine starke Expression von p63 und RIPK4 in Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereichs nachgewiesen. Auch in unserer Untersu-
chung wurde gezeigt, dass RIPK4 und p63 in den OPSCC exprimiert wird. In unserer
Untersuchungskohorte wurde festgestellt, dass bei Zunahme der RIPK4-Expression
auch die p63-Expression in den Tumorproben signifikant erhdht ist (Abbildung 25). Dar-
aus lasst sich ein moglicher Zusammenhang dieser Proteine ableiten. Beide Proteine
nehmen Einfluss auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg und kénnen dadurch die Transkrip-
tion bestimmter Zielgene regulieren. AufRerdem besteht ein direkter Einfluss von p63 auf
RIPK4: Die Transkription des RIPK4-Gens wird direkt durch ANp63 aktiviert (Mitchell et
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al. 2012). Demzufolge hat unsere Arbeitsgruppe bereits in einer vorangegangenen Pub-
likation postuliert, dass zwischen p63 und RIPK4 ein Zusammenhang besteht, was einen
Einfluss auf die Prognose von HPV-assoziierten OPSCC haben kénnte (Reder et al.
2019). Eine weitere Komponente der p63-RIPK4-Interaktion ist der interferon regulatory
factor 6 (IRF6). Die ANp63-Isoform aktiviert auch die Transkription von IRF6. Uber ne-
gative Ruckkopplung kann IRF6 die Aktivitdt von p63 inhibieren (Moretti et al. 2010). Es
konnte gezeigt werden, dass es eine Interaktion von p63 und IRF6 mit dem Wnt/B-
Catenin-Signalweg gibt (Ferretti et al. 2011). Auch RIPK4 ist ein Regulator von IRF6.
Diese Interaktion verlauft primér Uber den PKC-Signalweg. Ausgeschlossen werden
konnte jedoch nicht, dass die beiden Proteine auch im Wnt/B-Catenin-Signalweg eine
bedeutende Rolle einnehmen (Kwa et al. 2014). So kdnnte IRF6 neben einer Funktion
bei der Differenzierung von Epithelien, auch tber Interaktionen mit p63 und RIPK4 bei
der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen von Bedeutung sein (Kwa et al. 2014).

Zusammenfassend wurde in unserer Untersuchungskohorte ein signifikanter Zusam-
menhang von der p63- und der RIPK4-Expression festgestellt. Jedoch wurde kein Ein-
fluss der Expression beider Proteine auf das Uberleben der Patienten der Untersu-

chungskohorte nachgewiesen.
5.7 Limitationen

An erster Stelle muss als Einschrankung dieser Arbeit die Patientenanzahl von n=56 in
der OPSCC-Untersuchungskohorte genannt werden. Die relativ geringe Anzahl begriin-
det sich einerseits darin, dass nur OPSCC-Patienten der Universitatsklinik in Giel3en
eingeschlossen wurden. Zum anderen war nicht von allen Patienten ausreichend in Pa-
raffin eingebettetes Tumorgewebe vorhanden. Des Weiteren kann die Qualitat der
FFPE-Schnitte als Limitation des Verfahrens gewertet werden. Je nach Alter der FFPE-
Schnitte bindet der Antikérper méglicherweise unterschiedlich stark an das jeweilige
Epitop. Auch die manuelle Herstellung der FFPE-Praparate und Schnitte kann zu Ab-

weichungen der Qualitat fuhren.

Als weiterer Aspekt ist die Bindungsspezifitdt der Antikbrper zu nennen. Durch den ge-
nutzten Antikbrper werden beide Isoformen von RIPK4 angefarbt. Durch den p63-Anti-
korper werden die Epitope der ANp63- sowie der TAp63-Isoformen gebunden. Folglich
kann fur die Ergebnisse der p63-Expression aus unserer OPSCC-Untersuchungsko-
horte keine eindeutige Aussage im Hinblick auf die Isoformen getroffen werden. Auch in
der Literatur wird die Differenzierung nach Isoformen oft nicht beriicksichtigt, da viele
Studien Antik6rper nutzen, welche alle p63-Isoformen binden (Nekulova et al. 2013). So

kann haufig keine klare Unterscheidung hinsichtlich der Isoformen von p63 durchgefihrt
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werden. Zuklnftig sind weitere Studien anzustreben, welche eine eindeutige Differen-
zierung der Isoformen gewahren, da sich hieraus unterschiedliche Implikationen auf die

Karzinogenese ergeben kdnnten.

Hinsichtlich der klinischen Patientendaten ist zu erwdhnen, dass diese vornehmlich aus
Arztbriefen, dokumentierten Arzt-Patienten-Gesprachen der Tumornachsorge und Akten
von stationdren Aufenthalten stammen. Folglich wurden die Daten zu der OPSCC-Un-
tersuchungskohorte retrospektiv aus Sekundardaten erhoben. Bei manchen Variablen
wie bspw. der Anzahl gerauchter packyears oder der Menge konsumierten Alkohols,
kann von einer gewissen Unsicherheit in den Daten ausgegangen werden, da diese nicht
direkt messbar waren.
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5.8 Ausblick

Grundsatzlich sind gezielte Therapien (targeted therapy) in der Onkologie zunehmend
erfolgsversprechend. Hierbei werden Arzneimittel appliziert, die bspw. in die Mechanis-
men der Onkogenese eingreifen. Basis fur die Anwendung dieser neuen Therapien ist
die genaue Kenntnis des Tumorgenoms, sowie der karzinogenen Mechanismen. Im Be-
reich der OPSCC gibt es hierzu aktuell verschiedene laufende Studien (Schuler et al.
2018). In diesem Rahmen wird bspw. die Ergéanzung einer priméaren Radiochemothera-
pie durch den PD1-Inhibitor-Pembrolizumab untersucht (U.S. National Library of Medi-

cine).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine RIPK4 und p63 ndher untersucht. Hie-
raus lassen sich mogliche neue Therapieoptionen ableiten. So wurde in verschiedenen
Veroffentlichungen RIPK4 als Zielgen fur eine individuelle Therapie vorgeschlagen (Xu
et al. 2020; Liu et al. 2015). Auch fur p63 konnte aus unterschiedlichen Publikationen die
Mdoglichkeit zur therapeutischen Anwendung abgeleitet werden (Sniezek et al. 2004).
Beide Proteine spielen bei der Differenzierung von Epithelien und in der Karzinogenese
von Plattenepithelkarzinomen eine wichtige Rolle. Dies geschieht unter anderem durch
Regulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs. Auch darin kénnte ein moglicher Angriffs-

punkt fur zukinftige Therapien liegen.

Der bereits angesprochene Aspekt der Pravention (Kapitel 1.2.1) kbnnte die Préavalenz
der OPSCC insgesamt senken. Einerseits wére eine Ausweitung der Aufklarung und
Suchtberatung zur Reduktion des Nikotin- und Alkoholkonsums empfehlenswert. Auf der
anderen Seite sollte auch eine flichendeckende Impfung aller Jugendlichen gegen HPV
angestrebt werden. Hierdurch kann sowohl ein Schutz vor HPV-Infektionen im Allgemei-
nen, aber auch vor der Entstehung maligner Tumoren im Kopf-Hals-Bereich gewéahrt

werden.
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6. Zusammenfassung

Malignome des Oropharynx (OPSCC) werden anhand des HPV-Status in zwei unter-
schiedliche Tumorentitaten klassifiziert. Die Patienten mit HPV-negativen OPSCC haben
mebhrheitlich einen regelméRigen Konsum an Noxen wie Alkohol und Nikotin. Die Integra-
tion der HPV-DNA in das Wirtsgenom und weitere zelluléare Interaktionen von HPV-Pro-
teinen bewirken vielseitige Aktivierungen karzinogener Mechanismen. Die Patienten mit
HPV-assoziierten OPSCC haben insgesamt eine bessere Prognose als die Patienten
mit HPV-negativen Tumoren. Jedoch haben verschiedene Studien gezeigt, dass es auch
unter den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC Falle mit schlechter Prognose gibt.
Diese zeichnen sich hauptsachlich durch das Auftreten von Fernmetastasen bzw. Lokal-
rezidiven (LR/FM) aus.

In der vorliegenden Arbeit wird die Subgruppe der Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC und LR/FM im Hinblick auf die patientenspezifischen Risikofaktoren und Tu-
morcharakteristika genauer beschreiben. Die mediane 5-Jahresiberlebensrate liegt bei
den Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC bei 74,5% gegeniber 39,2% bei den HPV-
negativen. Bei den Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren trat in 10,5% der Féalle im
Verlauf ein LR/FM auf. Die Uberlebensprognose dieser Patienten war deutlich schlechter

als bei der Patientengruppe mit HPV-assoziierten Tumorpatienten ohne LR/FM.

Der experimentelle Hauptteil der Arbeit bestand in der immunhistochemischen Untersu-
chung der Expression von RIPK4 und p63 in OPSCC einer Untersuchungskohorte. Die
Starke der RIPK4-Expression korrelierte hierbei mit einem Anstieg des T- und N-Stadi-
ums, als auch mit der Expression von p63. Eine starke p63-Expression war mit einem
erhohtem Alkoholkonsum assoziiert. Fir die weiteren untersuchten Variablen zeigt sich
kein signifikante Zusammenhange mit der Expression von RIPK4 und p63. Fur die Pati-
enten mit einer starken RIPK4-Expression zeigte sich ein Uberlebensvorteil, jedoch
keine signifikanten Werte. Es zeigte sich kein Unterschied des Uberlebens im Hinblick

auf die p63-Expression.

Durch die zahlreichen Interaktionen und Regulationen des Wnt/B-Catenin-Signalwegs,
sowohl durch RIPK4, p63 und auch durch HPV, kann auf einen Zusammenhang dieser

drei Komponenten bei der Karzinogenese von OPSCC geschlossen werden.
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7. Abstract

The malignancies oft the oropharynx (OPSCC) are classified into two different entities of
tumours based on HPV-status. The majority of patients with HPV-negative OPSCC have
a frequent consumption of substances such as alcohol and nicotine. The integration of
HPV-DNA into the host genome and other cellular interactions of HPV-proteins cause
many activations of carcinogenic effects. The patients with HPV-associated OPSCC
have overall a better prognosis than those with HPV-negative tumours. However, several
studies showed that even among patients with HPV-associated OPSCC, there are cases
having a poor prognosis. These are mainly caused by the occurrence of distant metas-

tasis or local recurrences (LR/FM).

In the present study we describe in more detail the subgroup of patients with HPV-asso-
ciated OPSCC with LR/FM particularly with regard to the patient specific attributes, risk
factors and tumour characteristics. The median 5-year survival rate is 74,5% in the pa-
tients with HPV-associated OSPCC vs. 39,2% in the HPV-negative ones. Among pa-
tients with HPV-associated tumours, LR/FM occurred in 10,5% of cases during follow-
up. The survival prognosis was considerably worse compared to the group with HPV-

associated tumour patients without LR/FM.

The main experimental part of the work consisted of immunohistochemical staining
(RIPK4 and p63) of an investigational cohort. RIPK4 expression was associated with an
increase in T- and N-state as well as with the p63 expression. Strong p63 expression
was associated with high alcohol consumption. For the other investigated variables,
there was no significant association with the staining intensity of RIPK4 or p63. For the
patients with strong RIPK4 expression, there was a survival advantage, but without sig-

nificant values. There was no difference in survival with respect to p63 expression

Due to the numerous interactions and regulations of the Wnt/B-Catenin signalling path-
way both by RIPK4, p63 and also by HPV, a correlation of these three components in

the carcinogenesis of OPSCC can be concluded.
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12. Anhang
12.1 Einteilung der TNM-Stadien und UICCS8 Stadien

Tabelle 30: Pathologische TNM-Stadien der OPSCC in der 8. Auflage
pl6-negative OPSCC |

pl6-positive OPSCC

T-Stadium
Tl |<2cm Tl |<2cm
T2 |>2cm, <4 cm T2 |>2cm, <4 cm
>4 cm, oder Ausbreitung auf linguale >4 cm, oder Ausbreitung auf linguale
T3 . . T3 . )
Epiglottis Epiglottis
Infiltration Larynx, aul3ere Zunggn- Infiltration Larynx, duRere
muskulatur, Hartgaumen, Mandibula, .
T4a . . Zungenmuskulatur, Lamina med./lat.
Lamina med. Processus pterygoideus, ;
: Processus pterygoideus, harter
harter Gaumen oder Unterkiefer T4 ; .
N . . Gaumen, Unterkiefer M. pterygoideus
Infiltration M. pterygoideus lateralis, . N .
X N . lateralis, Schadelbasis, ACI, lat.
T4b |Processus pterygoideus, Schadelbasis,
Nasopharynx
ACI
N-Stadium
NO keine regionéaren NO keine regionéaren
Lymphknotenmetastasen Lymphknotenmetastasen
N1 |Ipsilateral solitar <3 cm N1 [<4 betroffene Lymphknoten
N2a Ipsilateral solitar, <3 cm mit ECS, >3cm
aber <6 cm ohne ECS N2 [=5 betroffene Lymphknoten
N2b |Ipsilateral multipel, <6 cm, ohne ECS
N2c |Bilateral, kontralateral <6 cm ohne ECS
N3a |Metastasen >6 cm, ohne ECS
N3b Metastasen >3 cm mit ECS oder kontra-
/bilateral mit ECS
M-Stadium
MO |Keine Fernmetastase MO |Keine Fernmetastase
M1 |Fernmetastasen vorhanden M1 |Fernmetastasen vorhanden

ECS= extranodale Ausbreitung
Die Tabelle wurde erstellt auf Grundlage von (Amin et al. 2017).

Tabelle 31: Pathologische Einteilung der Tumorstadien nach UICC bei den OPSCC in
der 8. Auflage

HPV-negative OPSCC HPV-assoziierte OPSCC
Stadium | T-Status | N-Status | M-Status | Stadium | T-Status | N-Status | M-Status
0 Tis NO MO 0 Tis NO MO

| T1 NO MO | T1, T2 NO, N1 MO
Il T1, T2 N2 MO
Il T2 NO MO T3 NO. N1 MO
11 T3 NO MO
T1.T2.73 NL MO 1] T3, T4 N2 MO
IVA T4a NO, N1 MO
mE ] e | w
VB Jedes T N3 MO v Jedes T Jedes N M1
T4b Jedes N MO
IVC Jedes T Jedes N M1

Die Tabelle wurde erstellt auf Grundlage von (Amin et al. 2017).




12.2 Wnt/B-Catenin-Signalweg

a) Fz
f i

Abbildung 27: Wnt/B-Catenin-Signalweg a) inaktiv und b) aktiv.

Die Abbildung ist maodifiziert nach einer Vorlage von (Gao et al. 2014) erstellt.

a) Im Zytoplasma bildet sich der destruction-Komplex durch Bindung des Gerustproteins
Axin an GSK 3 (Glykogen-Synthase-Kinase 3), CK1 (Casein-Kinase 1), APC (Adeno-
matose-Polyposis-Coli-Protein) und B-Catenin. p-Catenin wird durch CK1 und GSKS3
phosphoryliert (P in pinkem Kreis). Dieses wird durch Bindung an B-TrCP (B-transducin
repeats-containing protein) ubiquitiniert (U in rotem Kreis), was den Abbau im Proteasom
zur Folge hat.

b) Ein Wnt-Protein bindet an den Membranrezeptor Fz (Frizzled) und den Corezeptor
LRP 5/6 (low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6). Dadurch wird Dvl (Dishe-
velled) aktiviert und begunstigt die Bindung des destruction-Komplex an der Membran.
B-Catenin wird phosphoryliert (P in pinkem Kreis), jedoch nicht ubiquitiniert. So kommt
es zu einer Sattigung des destruction-Komplex mit phosphoryliertem -Catenin und der
Abbau wird inhibiert. Die neu synthetisierten Transkriptionscofaktoren reichern sich im
Zytosol an und translozieren zum Nukleus. Dort interagiert f-Catenin mit dem Transkrip-
tionsfaktor TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancing factor) und bewirkt die Transkrip-
tion von Genen.
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Abbildung 28: Modulation des Wnt/B-
Catenin-Signalwegs durch RIPK4.
Die Abbildung wurde modifiziert nach
einer Vorlage von (Gao et al. 2014)
erstellt.

RIPK4 kann Dvl phosphorylieren (P in
pinkem Kreis). Dadurch wird die An-
lagerung des destruction-Komplex
beginstigt und fihrt so zu einer Sta-
bilisierung von B-Catenin. Dadurch
wird der Wnt/B-Catenin-Signalweg
aktiviert und die Wnt-abhangigen
Gene konnen verstarkt transkribiert
werden.

Abbildung 29: Modulation des Wnt/B-
Catenin-Signalwegs durch p63: a) phy-
siologischer Zustand; b) Uberexpres-
sion von p63; c) Herabregulierung von
p63.

Die Abbildung wurde modifiziert nach
einer Vorlage von (Drewelus et al.
2010) erstellt.

a) Beim Vorliegen einer physiologi-
schen Expression von p63 wird durch
eine Anreicherung von inhibierenden
Faktoren die Transkription gemindert.
b) Beim Vorliegen einer p63-Uberex-
pression, werden die inhibierenden
Faktoren gehemmt, sodass die Wnt-ab-
hangigen-Gene transkribiert werden.

c¢) In frihen Tumorstadien bewirkt eine
p63-Expression die Erneuerung und
Proliferation von Tumorzellen. In den
fortgeschrittenen Tumorstadien wird
p63 haufig herabreguliert. Die Vermin-
derung von p63 kann zu einer Aktivie-
rung der Transkription fihren und das
invasive Wachstum sowie die Metasta-
sierung begunstigen.



12.3 Definition ECOG-Stadieneinteilung

Tabelle 32: Einteilung der ECOG-Stadien
ECOG-Schweregrad | Leistungszustand

0 keine Einschrénkung, normale Aktivitat
1 leichte Einschrdnkung, geh- und arbeitsféhig
2 gehfahig, nicht arbeitsfahig, Selbstversorgung mdaglich,

>50% pflegebediirftig

nur teilweise Selbstversorgung moglich, >50% kontinuierlich
pflegebedurftig

4 100% pflegebediirftig

5 Tod *

Die Tabelle wurde modifiziert nach einer Vorlage von (Herold 2021; Oken et al. 1982)
erstellt.

* Die Schweregradeinteilung 5 wurde in der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt, da
bei Erhebung des ECOG-Stadiums alle Patienten lebten und somit keiner in diese Kate-
gorie eingenordet wurde.

12.4 Erganzende Tabellen zur multivariaten Uberlebensanalyse

Tabelle 33: Multivariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte mit Er-
ganzungen der Variable RIPK4

multivariate Cox-Regression
0, 0,
HR 95% Kl | 95% Kl p-Wert °

unten oben

Alter < Median L 0,009
2> Median 2,672 | 1,272 | 5,613

<

Alkohol =2 1 0,008
(Standardglaser/Tag) >2 3,042 | 1,338 | 6,915

T-Stadium 12 1 0,030
3-4 2,260 | 1,083 | 4,717

M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 6,629 | 2,843 | 15,455

RIPK4 schwach 1 0,643
stark 0,84 0,406 | 1,746

Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; HR: Hazard
Ratio; 95% KIl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze;
p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben:
signifikante p-Werte




Tabelle 34: Multivariate Uberlebensanalyse der OPSCC-Untersuchungskohorte mit Er-
génzungen der Variable p63

multivariate Cox-Regression
0, 0,
HR 95% Kl | 95% KiI p-Wert ©

unten oben

Alter < Median 1 0,035
2> Median 2,316 | 1,062 | 5,051

<

AIko_hoI <2 1 0.005
(Standardglaser/Tag) >2 3,291 1,42 7,628

T-Stadium 1-2 1 0,017
3-4 2,401 | 1,169 | 4,933

M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 6,149 | 2,641 | 14,317

063 schwach 1 0,304
stark 0,665 | 0,305 | 1,449

Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; HR: Hazard
Ratio; 95% KIl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze;
p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben:
signifikante p-Werte

Tabelle 35: Multivariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs mit Ergan-
zungen der Variable Alkohol ohne den HPV-Status.

multivariate Cox-Regression
0, 0,
HR 95% Kl | 95% KI p-Wert °
unten oben
< -
Alter Median 1 0,005
2 Median 1,368 | 1,099 | 1,704
Komorbiditat gesund (0-1) 1 <0.001
(ECOG) krank (= 2) 1,593 | 1,256 | 2,021 ’
T-Stadium 12 1 <0,001
3-4 2,674 2,12 3,374
M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 2,245 | 1,568 | 3,214
Alkohol <2 1 <0.001
(Standardgléser/Tag) >2 1,66 1,322 2,084 !

Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; HR: Hazard
Ratio; 95% KIl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze;
p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben:
signifikante p-Werte




Tabelle 36: Multivariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs mit Ergan-
zungen der Variablen Rauchen und Alkohol ohne den HPV-Status.

multivariate Cox-Regression
0, 0,
HR 95% Kl | 95% KI p-Wert °
unten oben
Alter < Median 1 0,004
= Median 1,390 1,112 1,739
Komorbiditat gesund (0-1) 1 <0.001
(ECOG) krank (= 2) 1,598 | 1,259 | 2,028 ’
T-Stadium 1-2 1 <0,001
3-4 2,650 | 2,095 | 3,351
M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 2,228 | 1,556 | 3,192
<
Alkohol <2 1 <0,001
(Standardgléser/Tag) >2 1,594 1,257 2,02
i 1
Rauchen Nein 0,965
Ja 1,192 | 0,840 | 1,692
Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; HR: Hazard
Ratio; 95% KIl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze;
p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben:
signifikante p-Werte

Tabelle 37: Multivariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs mit Ergan-
zungen der Variable Rauchen.

multivariate Cox-Regression
0, 0,
HR 95% Kl | 95% KI p-Wert °
unten oben
Alter < Median 1 <0,001
> Median 1,472 | 1,191 | 1,820
HPV-Status negatl 1 <0,001
assoziiert 0,362 0,261 0,502
Komorbiditat gesund (0-1) 1 <0.001
(ECOG) krank (= 2) 1,763 | 1,401 | 2,218 ’
T-Stadium 12 1 <0,001
3-4 2,626 | 2,099 | 3,285
M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 1,994 | 1,419 | 2,801
Rauchen Nein 1 0,531
Ja 0,898 0,64 1,259
Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; HR: Hazard
Ratio; 95% KIl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze;
p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben:
signifikante p-Werte




Tabelle 38: Multivariate Uberlebensanalyse des OPSCC-Gesamtkollektivs mit Ergan-

zungen der Variable Rauchen, ohne den HPV-Status.

multivariate Cox-Regression

0, 0,
HR 95% Kl | 95% KI p-Wert °

unten oben

Alter < Median 1 0,001
2 Median 1,446 1,17 1,787

Komorbiditat gesund (0-1) 1 <0.001

(ECOG) krank (= 2) 1,676 | 1,334 | 2,105 ’

T-Stadium 1-2 1 <0,001
34 2,704 2,162 3,381

M-Stadium MO 1 <0,001
M+ 2,099 1,493 2,951

Rauchen Nein 1 0,029
Ja 1,418 1,037 1,939

Median des Uberlebens in Jahren nach Kaplan-Meier; HR: Hazard

Ratio; 95% KIl: 95% Konfidenzintervall mit unterer und oberer Grenze;
p-Wert °: durch Cox-Regression ermittelt; fett geschrieben:
signifikante p-Werte




12.5 Bescheid der Ethikkommission

JUSTUS-LIEBIG
UNIVERSITAT
ﬁ GIESSEN

ik ission, Klinikstr. 3 ini ieR ETHIK-KOMMISSION
am Fachbereich Medizin
Prof. Dr. J.P. KluBmann Vorsitz: Prof. H. Tillmanns
Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde
Klinikstr. 33 Klinikstr. 32 (Alte Frauenklinik)
35392 GieRen D-35385 GieRen

Tel.: (0641)99-42470 / 47660

ethik. kommission@pharma.med.uni-giessen.de

GieRen, 19. Oktober 2015
Dr. Kr./

AZ.: 95/15

Titel: Untersuchung und Biobanking von Blut- und Gewebeproben von Patienten mit Kopf-Hals-
Karzinomen zur Etablierung prognostischer und prédiktiver Biomarker sowie von Zellkultur-
modellen.

Sitzung am 25.06.15

B ’ P
- ° /
Sehr geehrte(r) Antragsteller/Antragstellerin, ,Z-ﬁ%er 2:;4’ 7 G e \/

wir bedanken uns fiir die Vorstellung lhres Forschungsprojektes. Im Folgenden erhalten Sie das
Votum der GieRener Ethik-Kommission zur oben genannten Studie:

Es handelt sich um eine Erstbegutachtung fiir den Leiter der Klinischen Priifung (LKP) (
Es handelt sich um eine Anschlussbegutachtung (m]
Ei/ngesandte Unterlagen:

Formalisierter Antrag

Genaue Beschreibung des Vorhabens (Studienprotokoll)

Patientenaufklarung und -Einverstandnis zum "Biobanking" Version 1 vom 08.05.2015

Erhebungsbogen Biomarker

Der Antrag wurde unter ethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und rechtlichen Gesichtspunkten
gepruft. Soweit betreffend, wurde das auf Seite 2 wiedergegebene Protokoll unter Beriicksichtigung
des Good Clinical Practice for Trials on Medicinal Products in the European Community (ICH-GCP)
erstellt. Es bezieht sich auf die vorgelegte Fassung des Antrags.

Forderungen der Ethik-Kommission, soweit darin aufgefiihrt, wurden inzwischen erfiillt. m}
Sie stimmt dem Vorhaben zu.

Sie stimmt dem Vorhaben unter Auflagen zu (siehe S. 2).

Sie stimmt dem Vorhaben nicht zu (siehe S. 2). (m]

Die Ethik-Kommission erwartet, dass ihr bis ..... / ohne Aufforderung ein kurzer Bericht auf
beigefiigtem (roten) Formblatt ibermittelt wird. Er soll mitteilen, ob das Ziel der Studie erreicht wurde,
ob ethische, medizinisch-wissenschaftliche oder rechtliche Probleme aufgetreten sind, und ob das
Ergebnis publiziert ist/wird. Unabh&ngig davon ist die Ethik-Kommission iiber alle Anderungen des
Priifplans zu unterrichten. Ihr sind alle schweren unerwiinschten Wirkungen mitzuteilen, soweit sie im
Bereich der Zusténdigkeit dieser Ethik-Kommission aufgetreten sind. Bei iiberregionalen Studien sind
sie auch dem LKP mitzuteilen.

Die &rztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Priifung und der an der Priifung
teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethik-Kommission durch unsere
Stellungnahme unberiihrt.



Auszug aus dem Protokoll der Kommissionsitzung vom 25.06.15:

Herr Prof. Dr. med. Claus Wittekindt tragt vor. Hintergrund und Ziele der Studie: Unter Kopf-Hals-
Karzinomen versteht man eine Gruppe maligner Tumore, die im Kopf-Hals-Bereich ihren Ursprung
haben. Die Malignome im Kopf-Hals-Bereich weisen, in Abhangigkeit vom Ort ihrer Entstehung,
individuelle Besonderheiten auf. In der Mehrzahl (in > 90 %) handelt es sich um
Plattenepithelkarzinome [Uniklinik Heidelberg: Bésartige Tumore des Kopf-Hals-Bereichs allgemein,
abgerufen am 10. August 2007 (http://www.klinikum.uni-heidelberg.de/Boesartige-Erkrankungen-des-
Kopf-Hals-Bereiches.7069.0.html)]. Die meisten bdsartigen Tumore im Kopf-Hals-Bereich werden erst
in einem fortgeschrittenen Stadium entdeckt, was zu einer erheblichen Verschlechterung der
Prognose fiihrt. Die Therapie wird, je nach Lokalisation, von Hals-Nasen-Ohren (HNO)-Arzten oder
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgen (MKG-Chirurgen) vorgenommen. Weltweit stellen
Krebserkrankungen im Kopf-Hals-Bereich heute die siebthéufigste Malignomerkrankung dar; diese
Krebsform wird zunehmend bei Mannern in den 50er und 60er Jahren sowie vor allem auch bei
jungen Frauen beobachtet (M.R. Spitz: Epidemiology and risk factors for head and neck cancer.
(Semin. Oncol. 1994; 21: 281-288). Zu den Kopf-Hals-Karzinomen werden u.a. folgende
Krebserkrankungen gerechnet: 1) Das Mundhohlenkarzinom, 2) das Nasopharynxkarzinom, 3) das
Oropharynxkarzinom, 4) das Hypopharynxkarzinom, 5) das Larynxkarzinom, 6) das
Trachealkarzinom. Die Hauptursache fiir die meisten Krebserkrankungen im Kopf-Hals-Bereich ist der
Nikotinabusus in Form von Tabakrauchen. Rauchen potenziert das Risiko, an einer Form von Kopf-
Hals-Karzinom zu erkranken, erheblich. Die Wahrscheinlichkeit erhéht sich zudem noch durch den
tibermé&Rigen Konsum von hochprozentigem Alkohol, der hierbei als Lésungsmittel fir die im
Zigarettenrauch Dbefindlichen Kanzerogene dient (Uniklinik Heidelberg, http:/www.klinikum.uni-
heidelberg.de/Boesartige-Erkrankungen-des-Kopf-Hals-Bereiches.7069.0.html; M.R. Spitz, Semin.
Oncol. 1994; 21: 281-288; André, K., Schraub, S., Mercier, M., Bontemps, P.: Role of alcohol and
tobacco in the aetiology of head and neck cancer: a case-control study in the Doubs region of France.
Eur. J. Cancer B Oral Oncol. 1995; 31B: 301-309.). — Schuppenférmige (squamdse) Zellkarzinome
stellen Malignome dar, die aus besonderen Zellen, den schuppenférmigen (squamdsen) Zellen
entstehen. Squamdse Zellen werden in der duReren Schicht der Haut und in den Schleimh&duten
gefunden, welche die feuchten Gewebe darstellen, die Kérperhdhlen, wie z.B. die Luftwege und den
Darm auskleiden. Das squamdse Zellkarzinom des Kopfes und des Nackens (head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC) entwickelt sich in den Schleimh&uten des Munds, der Nase und
des Rachens. Die HNSCC werden nach ihrer Lokalisation klassifiziert: Sie kénnen im Mund (in der
Mundhéhle), im mittleren Teil des Rachens nahe dem Mund (im Oropharynx), im Raum hinter der
Nase (in der Nasenhéhle und in den paranasalen Sinus), im oberen Teil des Rachens in der Ndhe der
Nasenhohle (im Nasopharynx), im Kehlkopf (Larynx) oder im unteren Teil des Rachens in der Nahe
des Larynx (im Hypopharynx) auftreten. HNSCC kénnen in andere Teile des Kérpers metastasieren,
wie z.B. in Lymphknoten oder in die Lungen. Wenn das HNSCC metastasiert, hat das Karzinom eine
schlechtere Prognose und kann zum Tod filhren. Etwa die Hélfte der von einem HNSCC befallenen
Personen uberleben nach der Diagnosestellung mehr als 5 Jahre. — Die HNSCC stellen eine
heterogene Gruppe solider Tumore dar, deren Behandlung weitgehend unabh&ngig ihrer
zugrundeliegenden Biologie erfolgt. Mit einem humanen Papillomavirus (HPV) assoziierte Tumore
unterscheiden sich von Noxen-assoziierten Tumoren in verschiedenen Aspekten der Tumorbiologie. —
Die Behandlung in Deutschland erfolgt multimodal (Chirurgie, simultane Radiochemotherapie), ohne
zwischen beiden Tumoridentitdten zu unterscheiden; dies ist mit einer erheblichen Toxizitdt und
Spatschaden verbunden. HPV-assoziierte orale squamdse Zellkarzinome (OSCC) weisen
iblicherweise weniger, aber dafiir spezifischere Mutationen auf, und die Tumore sind weniger
heterogen. In einer eigenen Studie konnten die Antragsteller zeigen, daR Deletionen auf den
Chromosomen 3p, 5q, 9p, 159 und 18q sowie Genamplifikationen in der Region 11q13 bei HPV-
assoziierten OSCC signifikant seltener auftreten als bei HPV-negativen Tumoren. In bis zu 50 % der
Falle zeigen sich bei HPV-positiven oralen squamésen Zellkarzinomen (OSCC) genetische
Veréanderungen im PI3BK/AKT/mTOR-Signalweg, welche zu einer Steigerung des Zellwachstums und —
iberlebens fithren. Derzeit sind die besten prognostischen Biomarker der Nachweis von HPV-DNA
bzw. RNA, sowie die Expression des zelluldren p16-Proteins, das mit der onkogenen Aktivitdt von
HPV assoziiert ist. Tumormarker oder pradiktive Marker, die das Therapieansprechen oder den
Verlauf charakterisieren, ebenso wie gezielte Therapieansdtze fehlen. - Ziele des
Forschungsprojektes sind: 1) Die Identifizierung und Etablierung neuer prognostischer und prédiktiver
Biomarker, anhand derer im Verlauf von Tumorbehandlung und —nachsorge ein Therapieerfolg oder —
versagen abgeleitet werden kann: a) Die Detektion von HPV- und Tumor-spezifischen genetischen
Verdnderungen im Blut und im Gewebe mittels Sequenzierungsverfahren; b) die Detektion HPV- und
Tumor-spezifischer Immunreaktionen im Blut; c) die Bestimmung von HPV- und Tumor-spezifischen
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Markern im Gewebe; d) die Analyse eines Zusammenhangs von HPV- und Tumor-spezifischen
Responsemarkern im klinischen Verlauf und deren prognostische Aussage; e) Therapie- und
Verlaufsdokumentation anhand von Erhebungsbégen (Hals-,Nasen- und Ohren-Klinik, Strahlenklinik)
sowie eine Zusammenhangsanalyse zum Therapieansprechen bzw. zum klinischen Verlauf. 2) Die
experimentelle Erarbeitung neuer Therapiestrategien: a) Die Extraktion von Tumorzellen aus Gewebe
zum Anlegen von Zellkulturen; b) die Identifizierung therapierbarer Zelicharakteristika der oben
genannten Analysen bei Zellkulturen; c) die Testung neuer Konzepte in Abhéngigkeit identifizierter
therapierbarer Charakteristika der angelegten Zellkulturen. —

Bei dem Vorhaben handelt es sich um eine prospektive, multizentrische, offene, rein deskriptive,
explorative Studie der Grundlagenforschung (Blutentnahmen, Biopsien). Leiter der Klinischen Priifung
ist Prof. Dr. med. Jens-Peter KluBmann, Leiter der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde,
Universitatsklinikum GieRen und Marburg GmbH, Standort GieRen. Hiesige Priifarzte sind Prof. Dr.
med. Jens-Peter KluBmann, Prof. Dr. med. Claus Wittekindt, leitender Oberarzt der Klinik fiir Hals-,
Nasen- und Ohrenheilkunde, Dr. med. S.J. Sharma und N. Wiirdemann, Klinik fiir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde, Universitétsklinikum GieRen und Marburg GmbH, Standort GieBen. Das Vorhaben
wird 1) in der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde (Abteilungsleiter: Prof. Dr. med. Jens-Peter
KluBmann), 2) im Institut fiir Pathologie der Justus-Liebig-Universitdt GieRen (Abteilungsleiter: Prof.
Dr. med. Stefan Gattenlohner), sowie 3) in der Klinik fiir Strahlentherapie, Universitatsklinikum GieRen
und Marburg GmbH, Standort GieRen (Abteilungsleiterin: Frau Prof. Dr. med. Engenhart-Cabillic)
durchgefiihrt. Biometrische Bearbeitung: Die Aufnahme der Patientendaten erfolgt durch die
behandelnden Arzte der jeweiligen Zentren. Die Auswertungen der klinischen und experimentellen
Daten erfolgt durch Mitarbeiter der Giessener Institutionen. Das Projekt wird finanziell durch die Rhon-
Forderung unterstiitzt. Die Studie soll baldmdglichst nach dem Erhalt des positiven Votums unserer
Ethik-Kommission beginnen, die Nachbeobachtungen werden bis zu 5 Jahre nach der Erstdiagnose
erfolgen. Insgesamt sollen 20 bis 40 Patienten beiderlei Geschlechts (Alter: 18 bis 99 Jahre) (stationar
und ambulant) in die Studie eingeschlossen werden. EinschluBkriterium ist ein histologisch
gesichertes head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). AusschluBkriterium ist die Ablehnung
der Studienteilnahme. Hauptzielkriterium ist der prognostische EinfluB einer HPV-Infektion auf das
Gesamtiiberleben bei HNSCC. Nebenzielkriterien sind 1) der prognostische EinfluR einer HPV-
Infektion auf das progressionsfreie Uberleben bei HNSCC; 2) der prognostische EinfluR relevanter
molekularer Marker auf das progressionsfreie Gesamtiiberieben bei HNSCC. -

In der Diskussion berichtet Herr Prof. Dr. med. Claus Wittekindt, daR die vorliegende Studie zwei Ziele
verfolge: Es sollen prognostische und pradiktive Biomarker identifiziet werden, anhand derer im
Verlauf von Tumorbehandlung und —nachsorge ein Therapieerfolg oder —versagen abgeleitet werden
konne. Hierzu sollen Blut- und Gewebeproben von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen (HNSCC)
{iber einen Zeitraum von 5 Jahren ab Erstdiagnose untersucht werden. Anhand der Tumorproben
sollen experimentell neue Therapiestrategien erarbeitet werden, dies stelle das zweite Ziel der Studie
dar. Die Blutentnahme erfolge nach Diagnosestellung, wahrend der Therapie sowie in der
Tumornachsorge. Herr Prof. Wittekindt erldutert, daR Kaorperzellen einem kontinuierlichen Auf- und
Abbau unterliegen wiirden, wodurch ihre Bestandteile, wie z.B. DNA in das Blut gelangten. So wiirde
auch DNA von Tumorzellen in das Blut abgegeben; aus technischen Griinden liefere dieser Proze
jedoch wenig praktikable Diagnostikansétze. Er betont, daB es mit Hilfe von Next Generation
Sequencing (NGS) und anderen Sequenzierungsverfahren mdglich sei, Tumor-DNA (und somit
Tumor-assoziierte genetische Verénderungen) sowohl im Gewebe, als auch im Blut nachzuweisen
und zu vergleichen. Nach Entfernung des Tumors sollte die relative Menge dieser DNA im Blut
abnehmen und bei Wiederauftreten der Erkrankung erneut ansteigen. Hierdurch wiirde eine
Uberwachung (ein ,Monitoring*) des Behandlungserfolgs (auch wé&hrend der Tumornachsorge)
spezifisch und minimalinvasiv erméglicht. Hierzu muRten die therapeutischen MaBnahmen exakt
erfat werden; dies beinhalte die Dokumentation des operativen sowie strahlentherapeutischen
Vorgehens in einem entsprechenden Erhebungsbogen fiir jeden in die Studie eingeschlossenen
Patienten. Dariiber hinaus werde der Verlauf in einem entsprechenden Erhebungsbogen bei jeder
routinemaRigen Nachuntersuchung dokumentiert. Fiir die Studie seien keine gesonderten
Nachuntersuchungen vorgesehen. Herr Prof. Wittekindt erldutert, daB mit dem humanen
Papillomavirus (HPV) assoziierte squamdse Zellkarzinome des Kopfes und des Nackens (HNSCC) als
ideale Forschungsobjekte angesehen wirden, um neue Sequenzierungsverfahren unter
LKlinikbedingungen® zu etablieren, da leicht nachweisbare ,nicht-humane“ DNA vorhanden sei, die mit
der Karzinogenese und einer Reihe spezifischer Mutationen assoziiert sei. Neben dem ,Monitoring*-
Ansatz gelte es, diese ,Treibermutationen* zu identifizieren, um die entsprechenden Signalwege
gezielt behandeln zu kénnen. Neben der bislang iiblichen HPV-Diagnostik (HPV-DNA-Nachweis und
p16-Expressionsstatus) sowie genetischen Tests sollen HPV-spezifische Immunreaktionen im Blut
und im Gewebe u.a. anhand der Zusammensetzung von ,Peripheral Blood Mononuclear Cells*
(PBMCs) sowie der Anwesenheit HPV-spezifischer Antikérper z.B. gegen das virale L1-Protein,
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untersucht werden, da ein prognostischer Zusammenhang zwischen HPV und einer Virus-
spezifischen Immunantwort diskutiert werde. — Das zweite Teilprojekt, das Ziel 2, experimentelle neue
Therapiestrategien, beinhalte die Extraktion von Tumorzellen aus {berschiissigem Gewebe zum
Anlegen von Zellkulturen. Anhand dieser Zellkulturen sollen klassische Zellkultur-Experimente zur
Erforschung spezifischer Tumormarker und neuartiger Therapiekonzepte durchgefiihit, sowie
Grundlagenforschung betrieben und weitere Kenntnisse beziiglich der Entstehung HPV-assoziierter
HNSCC gewonnen werden. Herr Prof. Wittekindt rdumt ein, daR die Zahl der derzeit zur Verfiigung
stehenden Zellkulturen aus dem Kopf-Hals-Bereich begrenzt sei. Dies gelte besonders fiir HPV-
positive Zellkulturen, von denen bislang weltweit lediglich 5 beschrieben seien. Herr Prof. Wittekindt
betont, daB in einer eigenen Studie der Antragsteller beziiglich des Therapieansprechens bei HPV-
positiven HNSCC sich eine erhéhte Sensibilitdt gegeniiber Bestrahlung + Cisplatin-Chemotherapie
gezeigt habe. Jedoch habe sich auch gezeigt, daR die einzelnen HPV-positiven Tumor-Zelllinien in
Bezug auf Radio- und Chemosensibilitdt sich unterschiedlich verhielten. Diese tumorspezifische
Heterogenitdt mache es zudem erforderlich, daR weitere Zellkulturen angelegt wirden, damit
représentative in vitro-Modelle fiir die Forschung zur Verfiigung stehen wiirden. — Herr Prof. Dr.
Wittekindt schildert, daR die Patienten an der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde und an der
Klinik fiir Strahlentherapie des Universitatsklinikums GieRen und Marburg GmbH, Standort GieRen,
sowie an der Universitatsklinik fir Hals-, Nasen und Ohrenheilkunde in Frankfurt/Oder fiir die Studie
rekrutiert wiirden. Die Analyse der Blut- und Gewebeproben mittels molekular- und zellbiologischer,
sowie histologischer Methoden erfolge im Forschungslabor des Zentrums fiir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde und im Institut fir Pathologie des Universitétsklinikums GieRen und Marburg GmbH,
Standort GieRen. Es sei vorgesehen, daB im Rahmen von wissenschaftlichen Kooperationen
Materialien und anonymisierte Daten mit anderen Institutionen ausgetauscht wiirden, die keine
kommerzielle Verwendung fiir diese Proben und Daten hatten und nur zu Forschungszwecken
dienten. Es werde erwartet, daR die Ergebnisse der Analyse Rickschlisse auf den Verauf der
Erkrankung und fiir zukiinftige Therapieentscheidungen liefern wiirden. — Im weiteren Verlauf der
Diskussion werden 1) die Lokalisationen des oralen squamdosen Zellkarzinoms (OSCC): Ca. 40 % der
intraoralen squamdsen Zellkarzinome gehen vom Boden der Mundhéhle oder von den lateralen und
ventralen Oberflichen der Zunge aus; ca. 38 % aller OSCC trdten an der Unterlippe auf
(gewdhnlicherweise durch Sonneneinstrahlung bewirkte Karzinome an der duBeren Oberfliche); 2)
die funktionelle Bedeutung der Expression des zelluldren p16-Proteins, die mit der onkogenen
Aktivitdt von HPV assoziiert ist; 3) die zu erhebenden Studienparameter des Erhebungsbogens
Biomarker bei HNSCC, first visit/run-in“ [a) die Biometrie: Mannlich/weiblich, Tumorerkrankung in der
Anamnese (Freitext), b) die Tumorerkrankung (OSCC): Lokalisation (Seite, Dach, Vorderwand,
Hinterwand), HPV-Test (DNA, p16, andere), das Stadium (der hoéchste CcTNM-Grad),
Immunkompromittierung: ja/nein (Freitext), c) die Leistungsfahigkeit: ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group), Beurteilung der Aktivitat, Grad 1 — 5), d) Risikofaktoren: Nikotin (Pack years),
Alkohol (Standardgldser pro Tag), €) sexuelle Risikofaktoren: Alter beim ersten Geschlechtsverkehr,
Anzahl der Partner, Feigwarzen/Warzen (Lokalisation)]; 4) die zu erhebenden Studienparameter des
Erhebungsbogens ,Biomarker bei Oropharynxkarzinom, second visit/Therapie* [a) die Therapie zur
Tumorkontrolle: Operation (transoral, von auen), Radiotherapie (Gesamtdosis, Fraktionierung, Boost,
etc.), Chemotherapie (Absolutdosis, gewichtsbezogene Dosis), b) Details zur Operation: Neck
dissection (Art), Resektion des Tumors (laserchirurgisch, etc.), Defektdeckungen/Eingriffe zum
Funktionserhalt (Lappen, Interponat), c) histopathologische Details: Der Resektionsstatus (RO/R1/R2),
das extrakapsuldre Wachstum (ECS), das Stadium (hochster pTNM-Grad)]; 5) die zu erhebenden
Studienparameter des Erhebungsbogens "Biomarker bei Oropharynxkarzinom, Follow-up-visit [a) der
Remissionsstatus: Komplette Remission (CR), partielle Remission (PR), stabile Erkrankung (SD),
fortschreitende Erkrankung (PD), b) Nebenwirkungen nach CTCAE (Common Terminology Criteria for
Adverse Events): Laborwerte, Gastrointestinaltrakt, Herz-Kreislauf, Lunge, Kehlkopf, Niere/Blase,
Nervensystem, Sinnesorgane, Endokrinologie, Haut/Allergie, Fieber/Infektion, Allgemeinsymptome,
Allgemeinzustand, c) die Nahrungsaufnahme: Perorale Erndhrung (flissig, fest), Sondennahrung,
Trachaelkaniile zum Schutz der Atemwege (ja/nein), PAS nach Rosenbek: Penetrations-Aspirations-
Skala (1 = keine Perforation, 2 — 5 = Penetration des Larynx mit/ohne Reinigung, 6 — 8 = Aspiration
mit/ohne Reinigung der Trachae)]; 6) die Patienten-Information und —Einwilligung, sowie 7) der
Datenschutz (Pseudonymisierung der Daten) erortert.

Die Kommission hat keine fachlichen Einwdnde gegen das geplante Vorhaben. Sie weist allerdings
auf einige formale Kritikpunkte hin: 1) Auf S 2/6, Abschnitt 4, "Risiken: Der Satz "Die Entnahme der
Gewebeprobe hat neben dem Operationsrisiko keine weiteren Risikofaktoren." ist missverstandlich.
Das Operationsrisiko ist nicht studienbedingt und sollte gestrichen werden. Die Formulierung
beispielsweise: Die Entnahme der Gewebeprobe erfolgt im Rahmen der notwendigen Operation und
birgt keine weiteren zusatzlichen Risiken (nicht: Risikofaktoren!) ist addquater! 2) Es fehlt ein Hinweis
auf das Losch- und Vernichtungsrecht der Daten und Proben im Falle eines Widerrufs der
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Einwilligung. 3) Auf S4/6, Einwilligungserklarung, ist im ersten Satz die Rede von "...die zu priifende
Behandlungsmethode und die Vergleichsmethode....". Dies ist nicht zutreffend und muss korrigiert
werden.

In der sicheren Annahme, daR die oben erwdhnten Korrekturen und Ergénzungen der Patienten-
Information und der Patienten-Einwilligung durchgefiihrt werden, stimmt die Kommission der klinisch
relevanten, multizentrischen, explorativen Kooperationsstudie der Arbeitsgruppen der Klinik fiir Hals-,
Nasen- und Ohrenheilkunde und des Instituts fir Pathologie sowie der Klinik fiir Strahlentherapie der
Justus-Liebig-Universit4t GieRen ohne Einwande zu und wiinscht den Antragstellern gutes Gelingen.

‘74

Prof. Dr. H. Tillmanns
Vorsitzender

Die Namen der bei dieser Sitzung anwesenden Mitglieder sind durch Unterstreichung hervorgehoben.

Mitglieder: Frau Dr. Dr. Blutters-Sawatzki (Padiatrie); Dr. Bédeker (Informatik); Herr Brumhard (Pharmazie); Dr.
Degenhardt (Gynakologie/Pranatalmedizin); Prof. Dr. Dr. Dettmeyer (Rechtsmedizin); Prof. Dr. Kramer (Zahnheil-
kunde); Prof. Dr. Kretschmer (Rechtswissenschaften); Dr. Repp (Pharmakologie); Prof. Tillmanns, Vorsitzender

(Innere Med)
Vertreter: Prof. Dreyer (Pharmakologie); Frau Prof. Kemkes-Matthes (Innere Medizin); Frau Kreckel (Pharmazie),

Prof. Kinzel (Gynakologie), Dr. Pons-Kthnemann (Informatik); Prof. RiBe (Rechtsmedizin), Prof. Schmidt,
(Rheumatologie), Frau Schneider (Rechtswissenschaften).

P.S.: Bitte informieren Sie die Ethik-Kommission unter Benutzung des beigefiigten Formulars
uber den Beginn der Studie!



13. Ehrenwdrtliche Erklarung

.Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstédndig und ohne unzulassige
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngemaf aus veréffentlichten oder nichtveroffentlichten
Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mundlichen Auskunften beruhen,
sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Disserta-
tion erwahnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter wissenschaftlicher Pra-
xis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten. Ich versichere, dass Dritte von
mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte Leistungen flr Arbeiten erhalten haben,
die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die
vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form einer
anderen Prifungsbehdrde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen Prifungs-
verfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen Uiber-
nommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug ge-
nommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Perso-

nen genannt, die direkt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren.

Mit der Uberpriifung meiner Arbeit durch eine Plagiatserkennungssoftware bzw. ein in-

ternetbasiertes Softwareprogramm erklare ich mich einverstanden.”
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