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Einleitung

1.0 Einleitung

1.1. Atiologie des Oropharynxkarzinoms

Das Oropharynxkarzinom zahlt zu den Kopf- und Halstumoren. Der am haufigsten
vorkommende maligne Tumortyp sind Plattenepithelkarzinome (Head and neck
squamous cell carcinoma, HNSCC). Die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des
Oropharynx (oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC) ist mit den
Risikofaktoren Tabak- und Alkoholkonsum assoziiert (Ang et al. 2010; Herrero et al.,
2003; Rietbergen et al., 2013). Es wurde gezeigt, dass der Tabakkonsum des Weiteren
einen dosisabhéngigen Risikofaktor fiir das Uberleben darstellt (Ang et al., 2010;
Rietbergen et al., 2013). Einen weiteren Risikofaktor fir die Entstehung eines OPSCC
stellt das humane Papillomvirus (HPV) dar (Nasman et al., 2009). Hierbei wird vor allem
die sexuelle Ubertragung von HPV als Ursache diskutiert (Gillison et al., 2008).
Aufgrund der Atiologie des OPSCC lassen sich zwei Tumorentitdten unterscheiden: das
HPV-assoziierte und das HPV-negative OPSCC.

1.2. Anatomie des Oropharynx

Der Rachen (Pharynx) besteht anatomisch aus drei Teilen. Er setzt sich zusammen aus
dem Nasenrachen (Nasopharynx), dem Mundrachen (Oropharynx) sowie dem
Schlundrachen (Laryngopharynx). Der Oropharynx, auch Mesopharynx genannt, wird
anatomisch begrenzt durch die Vorderwand, bestehend aus dem Zungengrund mit der
Tonsilla lingualis, sowie der Seitenwand mit den Gaumenbdgen und den Tonsillae
palatinae. Die Hinterwand des Oropharynx wird aus der Fascia pravertebralis des
zweiten und dritten Halswirbels gebildet. Die kraniale Begrenzung, das Dach, besteht
aus einer gedachten horizontalen Linie des Gaumensegels und bildet gleichzeitig die
untere Begrenzung des daruber liegenden Nasopharynx. Nach kaudal erstreckt sich der

Oropharynx bis zum Oberrand der Epiglottis (Probst et al., 2008).

1.3. Epidemiologie des Oropharynxkarzinoms

Die Rate neudiagnostizierter HNSCC ist ansteigend. Wahrend im Jahr 2007 die
geschatzte Anzahl neudiagnostizierter HNSCC (oral cavity, pharynx, larynx) bei 45.660
Patientenféllen in den USA lag (Jemal et al., 2007) wurde 2016 von 61.760 Fallen
berichtet (Siegel et al., 2016). In den letzten Jahrzehnten ist der Nachweis von HPV in

HNSCC zunehmend in den Fokus geruckt, da unabhangig vom Geschlecht tber eine
1
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steigende Inzidenzrate HPV-assoziierter HNSCC berichtet wurde (Nygard et al., 2012).
Der steigende Anteil HPV-positiver Tumoren wurde am Beispiel von
Tonsillenkarzinomen in Schweden demonstriert. Die Analyse von Biopsien hat gezeigt,
dass die Rate der HPV-positiven Tonsillenkarzinome in den 1970er Jahren 23%, in den
1980er Jahren 29%, in den 1990er Jahren 57% und im Zeitraum 2000 — 2007 79%
betrug (Nasman et al., 2009). Ein konformer Anstieg wurde fur die Pravalenz von HPV
in Zungengrundkarzinomen in Stockholm gezeigt. 1998 — 2001 betrug die Pravalenz
58% und in den Jahren 2004 — 2007 84% (Attner et al., 2010). Eine Studie aus den USA
hat einen Inzidenzanstieg HPV-positiver OPSCC von rund 225% und eine Reduktion
von HPV-negativen OPSCC gezeigt (Chaturvedi et al., 2011). Eine mdgliche Ursache
fir diesen Anstieg kénnte die sexuelle Ubertragung von HPV, vor allem durch Oralsex,
darstellen (Gillison et al., 2008).

1.4. Das humane Papillomvirus

In den 1970er Jahren hat der Forscher Harald zur Hausen zunachst vermutet, dass
Gebarmutterhalskrebs mit HPV assoziiert sein konnte (Zur Hausen H., 1977). Eine
maogliche Beteiligung von HPV an der Karzinogenese von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals Bereichs hat die Arbeitsgruppe von Syrjanen et al. 1983 publiziert (Syrjanen
et al., 1983). In Oropharynxkarzinomen wurde die Assoziation zu HPV, vor allem in den
Tonsillen, anhand von DNA-Analysen und durch immunhistochemische Farbung des
p16 Proteins gezeigt (Klussmann et al.,, 2003:1 & 2003:2; Wittekindt et al., 2005).
Bislang konnten mehr als 150 HPV-Genotypen identifiziert werden. HPV ist ein nicht-
umhulltes DNA-Virus mit ,low-risk (Niedrigrisiko) und ,high-risk“ (Hochrisiko) Varianten.
Es kann durch die Infektion von epithelialen Schleimhautzellen mit den HPV Hochrisiko-
Varianten nach mehreren Jahren zur Entwicklung eines Karzinoms kommen. Es fuhren
jedoch nur wenige Infektionen letztendlich zur Tumorentstehung (zusammengefasst in
Rampias et al., 2014). Das HPV-Genom besteht im Wesentlichen aus zwei Abschnitten,
sowie einer langen Kontrollregion. Der eine Abschnitt enthalt die ,early” (frihen) Gene
(E1-E7). Diese setzen sich aus den Regulatorproteinen E1 und E2 zusammen, die an
der viralen DNA-Replikation beteiligt sind, sowie der drei Onkoproteine E5, E6 und E7.
Der andere Abschnitt enthalt die ,late“ (spaten) Gene L1-L2, die fur Capsidproteine

kodieren (zusammengefasst in Rampias et al., 2014).
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1.5. Unterschied zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC

Anhand von klinischen und molekularbiologischen Unterschieden lassen sich zwei
Tumorentitaten des OPSCC deutlich voneinander unterscheiden: die HPV-assoziierten
und die HPV-negativen OPSCC. Von den Kopf-Halstumoren sind besonders viele HPV-
positive Tumoren im Oropharynx lokalisiert (Fischer et al., 2010). Sie entstehen vor
allem in den Tonsillae palatinae (Klussmann et al., 2003:2; Herrero et al., 2003; Fakhry
et al., 2008). Patienten mit HPV-positiven Tumoren sind zum Diagnosezeitpunkt haufig
junger (Ang et al., 2010; Hammarstedt et al., 2006) und weisen nach abgeschlossener
Therapie ein signifikant langeres Uberleben auf als Patienten mit HPV-negativen
Karzinomen (Ang et al., 2010; Licitra et al., 2006). Im Vergleich zu den HPV-negativen
Karzinomen sind die HPV-assoziierten OPSCC zum Diagnosezeitpunkt bereits haufig
in die lokoregiondren Lymphknoten metastasiert (Paz et al., 1997; Andl et al., 1998). In
Bezug auf molekularbiologische Unterschiede weisen HPV-negative HNSCC deutlich
mehr Mutationen im Exom auf als HPV-positive Tumoren (Stransky et al., 2011).
Mutationen im Tumorsuppressorprotein p53 konnten nicht in HPV-assoziierten, jedoch
in den meisten HPV-negativen Tumoren festgestellt werden (Agrawal et al., 2011). Des
Weiteren wurden im Genom HPV-negativer OPSCC deutlich mehr Teilverluste oder
komplette Verluste der chromosomalen Arme 3p, 9p und 17p gezeigt als in HPV-
assoziierten (Braakhuis et al., 2004), wobei 17p13 fiur p53 kodiert und 9p21 fir
p16INK4a (Gonzalez et al., 1995). Zusatzlich fihrt die Inaktivierung von p16INK4A
durch Hypermethylierung oder den Verlust von chromosomalen Anteilen im Weiteren
zur Stérung der Regulierung durch das Retinoblastom Tumorsuppressorprotein (Rb)
(Shintani et al.,, 2001). In gesunden Zellen hemmt das Tumorsuppressorprotein
p16INK4a (p16) normalerweise die Kinasen 4 und 6 und verhindert so, dass das Rb
phosphoryliert wird. Im phosphorylierten Zustand ist Rb inaktiv (Abbildung 1). In HPV-
assoziierten OPSCC ist im Gegensatz zu HPV-negativen Tumoren eine Erhdhung des
Tumorsuppressorproteins p16INK4a nachweisbar (Klussmann et al., 2003:1). Die
Onkoproteine E6 und E7 spielen in HPV-assoziierten Tumoren eine entscheidende
Rolle in der Karzinogenese. Das Onkoprotein E6  fordert durch
Ubiquitinierungsprozesse den proteolytischen Abbau des Tumorsuppressorproteins
p53 (Scheffner et al., 1990). Das HPV-Onkoprotein E7 induziert die H3K27-spezifische
Histondemythylase KDM6B. KDMG6B fihrt wiederum durch epigenetische Derepression
zu einer erhdhten Expression von p16INK4A. Die erhdhte Expression von p16INK4A ist
wichtig fur das zellulare Uberleben (McLaughlin-Drubin et al., 2013). E7 bindet des

Weiteren an das Rb, destabilisiert es durch Ubiquitinierungsprozesse und verhindert
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dessen Bindung an den E2F-Transkriptionsfaktor (Abbildung 1). Hierdurch wird die
Funktion von Rb als Tumorsuppressor aufgehoben. Der freie“ E2F-Transkriptionsfaktor
kann an die DNA binden und die Expression von verschiedenen Genen ermdglichen,
die die DNA-Synthese und Zellprogression und somit auch die virale Vermehrung
unterstitzen (zusammengefasst in Rampias et al., 2014). Die Inaktivierung des Rb
durch das humane Papillomvirus férdert dariiber hinaus die Uberexpression des
p16INK4A in HPV-assoziierten Tumoren (Smeets et al., 2007) und das invasive

Tumorwachstum (McLaughlin-Drubin et al., 2013).

a) Gesunde Zellen b) HPV-assoziierte Tumoren

HP-Virus

KDM6EB
zelluléres Uberleben T
/Epigenetische
@ Derepression

Expression

|

Cyklin 4 ® “o Cyklin 4
_
Cyklin 6 @ Cyklin 6

Abbildung 1 Regulierung von p16INK4a (p16) nach eigenem Entwurf.

Abbildung 1 a) zeigt die normale Regulierung der Tumorsuppressorproteine p16INK4a (p16) und des
Retinoblastomproteins (Rb). In gesunden Zellen hemmt phosphoryliertes pRb die Produktion von p16.
P16 wiederum hemmt die Phosphorylierung des Rb durch Hemmung der Cykline 4 und 6. Des Weiteren
wird unter anderem der Transkriptionsfaktor E2F an dephosphoryliertes Rb gebunden.

Abbildung 1 b) zeigt die Regulierung von p16 in HPV-assoziierten Tumoren. Das Onkogen E7 induziert
die H3K27-spezifische Histondemythylase KDM6B. Diese férdert durch epigenetische Derepression die
Expression von p16. Das onkogene Protein E7 destabilisiert Rb und Rb kann daher nicht mehr von den
Cyklinen phosphoryliert werden (zur Hausen, 2002) (Smeets et al., 2007). Unphosphoryliertes Rb kann
die Expression von p16 nicht hemmen. P16 wird daher (berexprimiert. Des Weiteren kann der
Transkriptionsfaktor E2F nicht mehr an das destabilisierte Rb gebunden werden. Ungebunden sorgt
E2F im Zellkern fir die Transkription von Proteinen, die die Progression des Zellzyklus férdern.

®
)

Transkription: Gene die
den Zellzyklus férdern
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1.6. Therapie und Prognose

Die Therapie lokal fortgeschrittener Karzinome im Oropharynx besteht vorrangig in der
Operation mit adjuvanter Bestrahlung, gegebenenfalls auch in Kombination mit einer
Chemotherapie oder alternativ einer kurativen Chemoradiatio (National Comprehensive
Cancer Network. NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology (NCCN Guidelines)
Head and Neck Cancers. Version 2.2013 http://www.nccn.org.) (Panwar et al., 2014
Licitra et al., 2009). Bislang gibt es nur unzureichend vorhandene randomisierte
klinische Studien zum Therapiemanagement, sodass keine Therapie als effektiver
eingestuft werden kann. Obwohl die Chirurgie als Therapiemodalitat haufig gewanhlt
wird, gibt es nur wenige klinische Studien, die chirurgische Verfahren an Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs untersucht haben (Devaiah et al., 2016). Bei kleinen Tumoren wird
fur die Operation und die Radiotherapie von gleich guten Ergebnissen ausgegangen
(Licitra et al., 2009). Die kombinierte Chemoradiatio ist fir nichtoperable Tumoren oder
Patienten mit prognostisch schlechtem funktionellen Ergebnis nach Tumoroperation,
sowie multimorbiden Patienten mit schlechtem Allgemeinzustand vorzuziehen (Licitra et
al., 2009). Fur Patienten mit HPV-positiven OPSCC wurde ein Uberlebensvorteil nach
alleiniger Chemoradiatio gegenliber HPV-negativen Patienten gezeigt (Ang et al.,
2010). Unsere und andere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass die wichtigsten
prognostischen Marker fiir das Uberleben eines Patienten mit Oropharynxkarzinom der
HPV-Status, die Therapie, der Tabakkonsum, das Tumorstadium, sowie die
Komorbiditat, Halslymphknotenmetastasen und der Leistungszustand nach ECOG sind
(Wagner et al, 2017; Ang et al., 2010; Rietbergen et al., 2013).

1.7. Prozesse und beteiligte Proteine der Karzinogenese
1.7.1. Metastasierung der Oropharynxkarzinome

Die Metastasierung ist ein Prozess, bei dem Tumorzellen entweder Gber den Blutstrom
(hdmatogene Metastasen) oder den Lymphstrom (lymphogene Metastasen) in andere
Gewebe verstreut werden kdnnen. Dort kdnnen sie sich zu Tochtergeschwilsten
entwickeln. Das Oropharynxkarzinom metastasiert lokal sowohl ipsilateral als auch
kontralateral in die drei Halslymphknotenstationen und bildet Fernmetastasen, die sich
vor allem in der Lunge, im Knochen und der Leber ansiedeln (Watkinson et al., 2012).
Fir HPV-induzierte OPSCC wurden zusatzlich Fernmetastasen in unublichen

Lokalisationen  wie intraabdominellen und axillaren  Lymphknoten, der
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Skelettmuskulatur, dem Gehirn, den Nieren, der Haut, dem Perikard, sowie dem
Peritoneum gezeigt (Trosman et al., 2015). Eine Reihe von Regulationsmechanismen
und Vorgangen finden wahrend der Metastasierung statt. Hierzu gehoéren unter
anderem die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) und die mesenchymale-
epitheliale  Transition (MET). Die Regulierung der Vernetzung von
Zelladhasionsmolekilen, unter anderem E-Cadherin, B-Catenin und p120-Catenin
(p120ctn), spielt hierbei auch eine Rolle (Schipper et al., 1991; Stenner et al., 2011;
Anastasiadis et al., 2000).

1.7.2. EMT und MET

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist ein Prozess, der vor allem in der
Embryogenese eine entscheidende Rolle spielt. Hierbei erlangen epitheliale Zellen
mesenchymale Fahigkeiten, wie beispielsweise eine Veranderung der Zellform und
Mobilitat. An anderen Stellen im Embryo kénnen sich diese Zellen dann durch
mesenchymale-epitheliale Transition (MET) zu Epithelzellen entwickeln. Die
Verbindung von mehreren Epithelzellen tragt zur Bildung von Organen wahrend der
Embryogenese bei. Einige der Prozesse der EMT finden auch im Rahmen der
Karzinogenese, beziehungsweise der Metastasierung statt. Wahrend der
Tumorprogression kommt es zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten, dem Erwerb von
Zellmotilitdt und der Moglichkeit der Zellstreuung. Die EMT geht mit dem Verlust des E-
Cadherins (Kapitel 1.7.3.) einher. An der Regulierung der EMT sind unter anderem Src-
Tyrosinkinasen, die kleinen GTPasen Rac und Rho, sowie die Transkriptionsfaktoren
Snail und Slug beteiligt (Thiery 2002; Boyer et al., 2000). Fur HPV-assoziierte OPSCC
wurde eine deutliche Repression des E-Cadherins in Primartumoren gezeigt,
wohingegen die Reduktion des E-Cadherins in HPV-negativen Tumoren nicht in
Primartumoren, sondern lediglich in Lymphknotenmetastasen nachweisbar war. Es wird
daher angenommen, dass die EMT friher in HPV-assoziierten OPSCC stattfindet im
Vergleich zu HPV-negativen OPSCC (Stenner et al.,, 2011). Eine Studie an MDCK-
Zellen (Madin-Darby-canine-kidney Zellen) hat die Induktion der EMT sowie die
Zellmigration und Zellinvasion durch die HPV16 Onkogene E6 und E7 gezeigt. Es
konnte die Expression von EMT-aktivierenden Transkriptionsfaktoren, insbesondere
von ZEB-1 an HNSCC-Zellen durch E6 und E7, sowie die Herunterregulierung der
epithelialen Marker E-Cadherin und die erhdhte Expression des mesenchymalen
Markers Vimentin demonstriert werden (Jung et al., 2013). Eine andere Studie an

HNSCC Tumoren hat gezeigt, dass das Vorkommen von akitivierter Src-Tyrosinkinase
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mit einer Verminderung des E-Cadherins und dem Auftreten von Vimentin assoziiert ist.
Eine Blockierung der Src-Tyrosinkinase in ausgewahlten Zelllinien hat in vitro zur
Reexpression von E-Cadherin, einer verminderten Zellmigration und erhéhtem Zell-Zell-
Kontakt gefuhrt (Mandal et al., 2008).

1.7.3. Merkmale von E-Cadherin

E-Cadherin ist ein 120 kDa (Ekblom et al., 1986), Calcium-abhangiges Glykoprotein
(Gallin et al., 1983), welches an der Bildung von Zell-Zellkontakten, den sogennanten
Adhasions-Kontakten, beteiligt ist (Volk et al., 1987; Boller et al., 1985). Es ist an der
Zelloberflache lokalisiert und ist an Zell-Zell-Interaktionen beteiligt (Peyriéras et al.,
1985; Vestweber et al., 1984). An das E-Cadherin binden verschiedene Catenine.
Hierzu gehdren das a-, B-, und y-Catenin (Ozawa et al., 1989) sowie das p120 Catenin
(p120ctn) (Reynolds et al., 1989; Daniel et al., 1995). Studien an Epithelzellen haben
gezeigt, dass E-Cadherin der Zellinvasivitat entgegenwirkt (Behrens et al., 1989). E-
Cadherin spielt daher bei der Karzinogenese und beim Metastasierungsprozess eine
entscheidende Rolle. Eine andere Studie hat veranschaulicht, dass E-Cadherin im
Normalgewebe und in B-Zelladenomen des Pankreas exprimiert wird. Hingegen ist der
Verlust von E-Cadherin in B-Zellkarzinomen immunhistochemisch detektierbar. (Perl et
al., 1998). E-Cadherin geht nachweislich wahrend der invasiven Tumorprogression an
der Zellmembran verloren (Downer et al., 1993). Eine Studie an Geweben und Zelllinien
von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches hat gezeigt, dass die
Expression von E-Cadherin negativ mit der Entdifferenzierung des Tumors und dem
Auftreten  von  Lymphknotenmetastasen  korreliert.  Lymphknotenmetastasen
exprimierten kein E-Cadherin. Infolgedessen ist davon auszugehen, dass die
Expression von E-Cadherin als Zelladhasionsmolekil der Progression eines HNSCC
entgegenwirkt (Schipper et al.,, 1991). Fur Tonsillenkarzinome wurde gezeigt, dass
wahrend des Metastasierungsprozesses eine Herunterregulierung der E-Cadherin-
Expression an der Zellmembran sowie eine Heraufregulierung der nuklearen 3-Catenin
Expression stattfindet. Abhangig vom HPV-Status des Patienten findet diese Modulation
zu unterschiedlichen Zeitpunkten statt. Die sinkende E-Cadherin-Expression und der
erhdhte nukleare Nachweis von B3-Catenin kdnnten zusammengenommen ein wichtiges

Ereignis in der Progression HPV-assoziierter Tumoren sein (Stenner et al., 2011).
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1.7.4. Das B-Catenin, Bindungspartner des E-Cadherin

Das B-Catenin ist ein 88 kDa grolkes Protein. Es konnte 1989 mittels
Immunoprazipitationsversuchen als Bindungspartner des E-Cadherins identifiziert
werden (Ozawa et al., 1989). Es ist an der zytoplasmatischen Doméane des E-Cadherins
lokalisiert und fungiert unter anderem als Verbindungsstruktur zwischen dem a-Catenin
und dem E-Cadherin (Ozawa et al., 1989; Aberle et al., 1994). Es ist somit ein
Bestandteil der Adhéasions-Kontakte und dient der Verknupfung mit dem Zytoskelett
(Ozawa et al.,, 1989; Nagafuchi et al., 1989). Ozawa et al. (1989) haben daher
angenommen, dass die Zelladhasionsmolekile a, B- und y-Catenin an einer
adhasionsabhangigen Signaltransduktion beteiligt sind (Ozawa et al.,1989). -Catenin
wurde des Weiteren im Zellkern detektiert, wo es als ein Aktivator flir die Transkription
der Zielgene des TCF/LEF-Transkriptionskomplexes fungiert (Molenaar et al., 1996).
Das B-Catenin ist folglich ein Protein, dessen Lokalisation und Regulation fir die
Zellmigration (Nathke et al., 1996) und die Signaltransduktion wichtig sind (Funayama
et al., 1995; Vleminckx et al., 1997).

1.7.41. Die nukledre Translokation von -Catenin

Eine Erhdhung der B-Catenin Menge im Zytoplasma bzw. im Nukleus wurde vor allem
fur HPV-assoziierte Karzinome gezeigt (Stenner et al., 2011; Rampias et al., 2010). Es
werden verschiedene Mechanismen der nukledren Translokation des B-Catenins
diskutiert. Dazu zahlt beispielsweise der kanonische WNT-Signalweg (Rampias et al.,
2010) (Abbildung 2). Eine Studie von Rampias et al. von 2010 an HPV16-positiven
oropharyngealen und zervikalen Zelllinien hat gezeigt, dass der WNT-Signalweg in
HPV-positiven Tumorzellen aktiv ist. Dabei akkumuliert B-Catenin im Zellkern und ein
Teil ist dort transkriptionell aktiv. Diese Anreicherung im Nukleus wird mit der Expression
der viralen Onkogene E6 und E7 in Zusammenhang gebracht (Rampias et al., 2010).
Es wird vermutet, dass das Onkogen E6 die Aktivitat des kanonischen WNT-Signalwegs
erhoht (Bonilla-Delgado et al., 2012). In Versuchen wurde gezeigt, dass sich 3-Catenin
in Abwesenheit des TCF/LEF-Komplexes vorwiegend im Zytoplasma befindet. Werden
die beiden Proteine TCF und LEF exprimiert, so transloziert das 3-Catenin in den
Zellkern und fuhrt durch Komplexbildung mit dem Transkriptionskomplex TCF/LEF zu
dessen Aktivierung (Molenaar et al., 1996).
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Abbildung 2 Der Wnt-Signalweg.

Links: Inaktiver WNT-Signalweg ohne aktivierendes Wnt-Signal am Frizzled Rezeptor. Die Bindung
des B-Catenins an den sogenannten destruction-Proteinkomplex, bestehend aus Axin, APC, GSK3[
und CK1 fiihrt zur Phosphorylierung und anschlieRendem Abbau des B-Catenins.

Rechts: Aktiver WNT-Signalweg. Durch Bindung eines Wnt-Signalproteins an den Frizzled-Rezeptor
und den Co-Rezeptor LRP5/6, kann die Bindung des Proteinkomplexes (bestehend aus Axin, GSK3,
Dishevelled, CK1 und APC) im Zellinneren an diesen erfolgen. Durch eine Signalkaskade kann APC an
das B-Catenin binden und es kommt zur Vervielfaltigung und der Akkumulation des -Catenins im
Zytoplasma und dessen Einschleusung in den Zellkern, um dort durch Bindung an den TCF/LEF
Rezeptor die Transkription von dessen Zielgenen zu initiieren.

APC = Adenomatous polyposis coli protein, GSK3 = Glycogen synthase kinase 3, CK1a = Casein
kinase 1a, Dishevelled = Dishevelled protein, Axin = axis inhibition protein, Frizzled = Frizzled receptor,
TCF/LEF = T-cell factor/lymphoid enhancer factor, LRP5/6 = low-density lipoprotein receptor-related
protein 5 & 6

Abgewandelt nach (Daniel, 2007) und (Nanan et al., 2012)

Weitere Mechanismen, die flr die nukleare Translokation von B-Catenin diskutiert
werden, sind die Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) (Hu
et al., 2015), sowie der Siah-1 abhangige ubiquitin/proteasomale Signalweg, der bei
HPV-positiven Tumorzellen fir den Abbau von B-Catenin mitverantwortlich ist. Es wird
vermutet, dass die Onkoproteine E6 und E7 HPV-positiver Karzinome diesen Signalweg

beeinflussen (Rampias et al., 2010).
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1.7.4.2. B-Catenin und die Entstehung von Tumoren

Im Zytoplasma bildet B-Catenin einen Komplex mit dem Adenomatous-polyposis-coli-
Protein (APC) und der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3B) (Rubinfeld et al., 1993;
Rubinfeld et al., 1996). Verluste beim SpleilRen der RNA von Proteinen oder Mutationen
von Proteinen, die am WNT-Signalweg (Abbildung 2) beteiligt sind, kénnen zur
Tumorentstehung filhren (zusammengefasst in Polakis, 2012). Wenn das [(3-Catenin
dadurch nicht mehr an den Komplex binden kann, akkumuliert es und kann im Zellkern
durch Aktivierung des TCF/LEF-Transkriptionskomplexes (Molenaar et al., 1996) die
Transkription verschiedener Zielgene auslésen (Korinek et al., 1997) (Abbildung 2).
Hierzu zahlen die Transkription von c-Myc (He et al., 1998), matrilysin (Crawford et al.,
1999), cyclin D1 (Shtutman et al., 1999; Tetsu et al., 1999). Eine erhéhte Expression
von c-Myc findet man in kolorektalen Karzinomen (He et al., 1998). Eine Erh6hung des
Cyclin D1 wurde unter anderem in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus (Jiang et
al., 1992) und im hepatozellularen Karzinom (Nishida et al., 1994) beobachtet. Folglich
koénnen einerseits Mutationen, oder in HPV-assoziierten Tumoren die Onkogene E6 und
E7, eine ungehemmte Expression von (-Catenin sowie seine Translokation in den
Zellkern bedingen. Dort ist B-Catenin Aktivator des TCF/LEF-Transkriptionskomplexes.
Durch dessen ungebremste Aktivierung kann es zur Uberexpression von beispielsweise
c-Myc, Cyclin D1 und matrilysin kommen, was zu zellularer Proliferation und
Tumorentstehung flhren kann. Die Translokation von B-Catenin in den Zellkern fuhrt
des Weiteren zur Instabililat der Zell-Zell-Kontakte und kann somit den

Metastasierungsprozess begunstigen.

1.7.5. Das p120-Catenin, Bindungspartner des E-Cadherin

Das p120ctn bindet zusammen mit B-Catenin oder y-Catenin an E-Cadherin und ist
Bestandteil des Cadherin-Catenin-Komplexes an der Zellmembran (Reynolds et al.,
1994; Daniel et al., 1995). p120ctn unterstitzt die lateralen Verbindungen zwischen
verschiedenen E-Cadherin-Molekilen und bindet an dessen juxtamembranare
Domane. Dieser zytoplasmatische Anhang des E-Cadherin ist wichtig fur eine stabile
Verbindung zwischen benachbarten Zellen und verhindert deren Ablésung aus dem
Zellverband (Yap et al.,, 1998). Somit spielt p120ctn eine wichtige Rolle bei der
Verhinderung der Zellmotilitdt (Chen et al., 1997). Neben der Funktion als Bestandteil
des Cadherin-Catenin-Komplexes ist p120ctn des Weiteren ein Zielprotein der Src-

Tyrosinkinase (cellular und sarcoma Tyrosinkinase) (Linder et al., 1988; Reynolds et al.
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1989). Phosphoryliertes p120ctn (pp120ctn) an der Zellmembran ist mit einem erhéhten
Karzinogeneserisiko verbunden. Bei Patienten mit potenziell malignen oralen Lasionen
wurde gezeigt, dass die Translokation von pp120ctn von der Zellmembran ins
Zytoplasma mit einer malignen Transformation assoziiert ist (Ma et al., 2012). Die
Phosphorylierung des p120ctn durch Tyrosinkinasen ist auch fir die Regulation der
GTPase Rho A mitverantwortlich (Castafo et al., 2007). Durch die Kontrolle der kleinen
GTPasen der Rho-Familie (Rho, Cdc 42, Rac) im Zytoplasma kann p120ctn die
Zellmotilitdt beeinflussen (Grosheva et al., 2001). Studien an NSCLC (non-small cell
lung cancer) Tumorzellen haben den Zusammenhang zwischen reduziertem E-
Cadherin und p120ctn an der Zellmembran und erhdhten GTPasen (Rac1, Cdc42,
RhoA) im Zytoplasma gezeigt (Liu et al., 2009). In Studien an Pankreaskarzinomgewebe
(Mayerle et al., 2003) und Zelllinien oraler Plattenepithelkarzinome (Lo Muzio et al.,
2002) wurde gezeigt, dass eine Zunahme des p120ctn sowie seine Translokation ins
Zytoplasma bzw. in den Nukleus mit einem geringer differenzierten Phanotypen der
Tumorzellen und einem geringeren Uberleben der Tumorpatienten korreliert. Die
Translokation des p120ctn ist teilweise mit einem Verlust von E-Cadherin assoziiert (van
Hengel et al., 1999) und in einigen Fallen zusatzlich auch mit dem Verlust von B-Catenin
(Sarri6 et al., 2004). Es wird vermutet, dass durch den gleichzeitigen Verlust des E-
Cadherins der Metastasierungsprozess geférdert wird (Anastasiadis et al., 2000).
p120ctn ist ein spezifischer Bindungspartner des Transkriptionsfaktors Kaiso und bindet
diesen vermutlich an der gleichen Stelle, an der es sonst an der Zellmembran einen
Komplex mit dem E-Cadherin bildet (Daniel et al., 1999). Zwei Studien haben gezeigt,
dass p120ctn durch Beeinflussung des nukledren Kaisos dessen Hemmung seiner
Zielgene aufheben kann (Kelly et al., 2004; Spring et al., 2005). Kaiso wird eine Rolle
bei der Karzinogenese zugeschrieben (Kelly et al., 2006). Es besteht eine mdégliche
Verbindung zwischen dem B-Catenin/TCF-LEF1-Wnt Signalweg und dem Signalweg
des p120ctn/Kaiso (Park et al., 2005; Daniel, 2007).

11
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1.8. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war, Risikofaktoren von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
des Oropharynx (OPSCC) zu identifizieren und mégliche Uberlebensunterschiede
zwischen kurativ behandelten Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC zu ermitteln. Zusatzlich sollten molekulare Unterschiede zwischen
metastasierten und nicht metastasierten Primartumoren mit unterschiedlichem
HPV-Status identifiziert und das Uberleben anhand dieser Faktoren analysiert
werden. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass der Entstehung von OPSCC
zwei Tumorentitaten zugrunde liegen: das HPV-assoziierte und das HPV-negative
OPSCC.

Zur Erreichung der Ziele wurden die klinischen Daten von 396 Patienten mit
invasiven OPSCC in den Jahren 2000 — 2009 retrospektiv ausgewertet. Folgende
Parameter wurden erhoben: Tumorstadium, anatomische Lokalisation,
Geschlecht, Alter, Leistungszustand, Tabak- und Alkoholkonsum und Therapie.
AnschlieRend wurde das Uberleben der Patienten in AbhZngigkeit verschiedener
Faktoren untersucht. Wesentlich war die Erhebung des HPV-Status in

Kooperation mit der ,Abteilung flir angewandte Tumorbiologie“ in Heidelberg.

Fiar die molekulare Analyse wurde ein Paarvergleichs-Kollektiv gebildet (n=40).
Die Patienten wurden nach Tumorausdehnung, Alter bei Diagnose und
Geschlecht gepaart. Die Halfte des Kollektivs wies Lymphknotenmetastasen auf.
In dieses Kollektiv wurden Patienten mit OPSCC der Tumorausdehnung T1-T3
einbezogen. Tumorschnitte wurden immunhistochemisch angefarbt und bezuglich
der zellularen Lokalisation von B-Catenin und p120ctn untersucht. Zusatzlich
sollte das Uberleben der 40 Patienten anhand des immunhistochemischen
Nachweises der Catenine im Zellkern der Primartumore analysiert und in

Verbindung mit dem Metastasenstatus beurteilt werden.

Ziel der Arbeit war:

e die Analyse von Risikofaktoren fir Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC und Uberlebensunterschiede zwischen beiden Gruppen
auch in Bezug auf die durchgefihrte Therapie.

e Ermittlung ob molekulare Unterschiede fur die Lokalisation von 3-Catenin und
p120ctn zwischen den beiden Tumorentitaten bestehen und ob sie eine Rolle

fur das Uberleben der untersuchten Patienten spielen.
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2.0 Material und Methoden

2.1. Material

Tabelle 1: Laborgerate

Bezeichnung

Modell/Produktnummer

Hersteller/Lieferant

Farbekammer Stain Tray™ Carl Roth
Farbekasten Farbekasten nach Schiefferdecker Carl Roth
Kiihlgerate
Kihlschrank Liebherr Comfort
Tiefklihlschrank Liebherr Premium Nofrost Liebherr

Liebherr Premium
Magnetriihrer IKA RH basic2 IKA®
Mikroskop DM2500 Leica
Paraffin-Streckbad 1052 GFL
pH-Meter HI-2211 HANNA® instruments
Pipetten
P2N Gilson Pipetman® Neo 7-4390
P10N Gilson Pipetman® Neo 7-4391 Gilson
P20N, P200N, P1000N Gilson Pipetman® Neo Starter Kit, 7-4397
P100N Gilson Pipetman® Neo 7-4393
Schiittler
Schittler Shaker mit Plattform 7-0031 neolLab
Wippschuttler PMR-30 Schittler mit Festwinkelplattform  |Grant VWR®
Mini Blot Mixer Mini Blot Schittler, 3-D/700-0245 VWR
Vortex-Schuittler Lab Dancer 444-0004 VWR
ReaktionsgefalRgestell ReaktionsgefalRgestell 1-5137 Neolab
Reiskocher Tefal Steam Cuisine Tefal
Schlittenmikrotom SM2010 R Leica
Trockenschrank Model ED53 Binder
Waage Kern PCB 2500-2 KERN & SOHN GmbH
Zentrifugen
Zentrifuge Thermo Scientific ™ Heraeus ™ Pico17 Thermo Scientific
Mini-Zentrifuge Sprout® / 9945800 Kobe
Kuhlzentrifuge Thermo Scientific ™ Heraeus ™ Fresco21 |Thermo Scientific
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Modell/Produktnummer Hersteller
Deckglaser
18x18 mm 01-1818/1 R L brinck Lab

. Langenbrinck Labor

24x40 mm 01-2440/1 und Medizintechnik
21x26 mm 01-2126/1
Einmal-Pipetten
5 ml 606180
10 ml 607180 Greiner Bio-One
25 ml 760180
Hydrophober Stift Liquid Blocker Super Pap pen for Sigma-Aldrich

immunostaining, Z672548-1EA

Kivette Plastik

MO00-EasyDip™

Simport® Scientific Inc.

Superfrost Plus Objekttrager

R. Langenbrinck Labor

Objekttrager 25x75x 1,0 mm und Medizintechnik
Objekttragerhalter M905- 12DGY Simport® Scientific Inc.
Objekttragerkiivette Glas |\WWheaton® 900620 WHEATON®
Pinzette Prazisionspinzette DUMONT®
Pipettenspitzen
10 pl TXLF-10-R-S Axygen
200 pl 701.189.105 Sarstedt
70.1189.215 (mit Filter) Sarstedt
1000 613-0458 Axygen
Reaktionsgefille
1,5 ml Safe Lock tube
2 ml Safe Lock tube
1,5 ml tube Eppendorf
1,5 ml protein low bind tube
1,5 ml DNA low bind tube
Schneideklingen fiir Microtome blade A 35 und R35 Feather
Mikrotom 819 low profile microtome blade Leica
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Tabelle 3: Chemikalien

Bezeichnung Produktnummer Hersteller
Bovines Serum Albumin (BSA) A-7030 Sigma Aldrich
TRS (Demaskierungslésung),
10-fach konzentriert S1699 DAKO
Einschlussmittel fiir Xylol Roti®-Histokitt I, T160.1 Carl Roth
Ethanol 99% A4930,1000 Applichem
Ethanol 96% vergallt mit 1% MEK A2551,5000 Applichem
Hamalaunlésung sauer nach Mayer T865.1 Carl Roth
Natriumchlorid (NaCl) A2942 Applichem
Roticlear® A538.1 Carl Roth
Roti®-Mount FluorCare
HP19.1 Carl Roth
Wasserlosliches Einschlussmittel
Roti®-Mount FluorCare DAPI,
wasserlosliches Einschlussmittel mit HP20.1 Carl Roth
Farbstoff fiir Fluoreszenz
Tris-Base A2264 Applichem
Tween®20 A4974 Applichem
Xylol CN80.1 Carl Roth
Wasserstoffperoxid, 30% A1134, 0250 Applichem
Tabelle 4: L6sungen und Puffer
Bezeichnung Beschreibung Zusammensetzung |Produktnummer| Hersteller
fur Gebrauch 1:10 in
TRS (pH 6) 10 x TRS (pH 6) VE-H,0 verdiinnt S1699 DAKO
24,2 g Tris-Base
+80g NaCl
TBS-Puffer Waschlésung 10-fach konzentriert, fur s. Tabelle 3
Gebrauch 1:10 in VE-
H,O verdiinnt
i Waschlésung mit TBS (1x)
TBST-Puffer Tween®20 +0,1% Tween®20 s. Tabelle 3
Demaskierungslosung | TBST (1x)
TRS/TBST mit Waschlésung und [Gemischt im Verhaltnis s. Tabelle 3
Tween®20 1:1 mit TRS (1x)
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Tabelle 5: Primarantikorper

Bezeichnung Antigen/Spezifitit | Produktnummer Hersteller
Wirt: Hase
Anti-CTNND1 Reaktivitat mit Gewebe . .
(Anti p120ctn- Antikorper) |vom Menschen, Maus, HPAQT5955 Sigma Aldrich
Ratte
Wirt: Maus
Anti-B-Catenin Antikorper |Reaktivitat mit Gewebe (610153 Becton Dickinson
vom Menschen
Tabelle 6: Sekundarantikorper
Bezeichnung Antigen/Spezifitit | Produktnummer Hersteller
. i Wirt: Zi
Anti-Hase Antikorper ! . Ie"ge" Im ABC-Kit enthalten |Vector laboratories
Spezifitat fur Hase
. i Wirt: Pferd
Anti-Maus Antikorper ! » ?r . Im ABC-Kit enthalten |Vector laboratories
Spezifitat fur Maus
. o Wirt: Ziege . )
Anti-Hase-Antikorper FITC e F9887 Sigma Aldrich
Spezifitat fir Hase
Wirt: Schaf
Anti-Maus-Antikorper C C2181 Si Aldrich
PerCY3 | vezifitat fir Maus ‘gma Adne
Tabelle 7: Kits
Bezeichnung Produktnummer Hersteller
VECTASTAIN® ABC-Peroxidase Kits, Hase IgG (PK-4001 Vector laboratories
VECTASTAIN® ABC-Peroxidase Kits, Maus IgG [PK-4002 Vector laboratories
Vector® NovaRED Substrat Kit SK-4800 Vector laboratories
Tabelle 8: Software
Bezeichnung Hersteller Verwendung

SPSS statistics, Version 22

IBM

Statistische Auswertung

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation

Datenverarbeitung

Microsoft Word 2010

© 2010 Microsoft Corporation

Erstellung der Arbeit

Power Point 2010

Microsoft Corporation

Erstellung von Abbildungen

Citavi® 3

Swiss Academic Software

Literaturverwaltung

16



Material und Methoden

2.2. Methoden

2.2.1. Datenerhebung und Auswabhlkriterien der Patienten

In Zusammenarbeit mit dem ,GieRener Tumordokumentationssystem® (GTDS) des
Institutes fir Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitat in GieRen (JLU
GielRen), konnten Patienten mit Oropharynxkarzinomen gemafy der Richtlinien der
Internationalen Kilassifikation onkologischer Erkrankungen, dem ICD-0 (Fritz et al.,
2000) und den zugehdrigen Diagnosecodes (C01, C05.1, C05.2, C09.0, C09.1, C09.9,
C10.0, C10.2 sowie C10.3) zusammengetragen werden. Von Patienten mit Zustimmung
und entsprechender Diagnose, im Zeitraum 01.01.2000 - 31.12.2009, wurden
letztendlich 396 Patienten mit invasiven Plattenepithelkarzinomen in die Arbeit
eingeschlossen. Patienten mit Carcinoma in situ und Adenokarzinomen wurden
ausgeschlossen. Zu den 396 Patienten wurden von Doktoranden der Klinik fir Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde, Kopf-Halschirurgie und plastische Operationen am
Universitatsklinikum in GielRen, Daten zum Tumor (Tumorgrofie und Tumorstadium
sowie Differenzierungsgrad (Grading)) und der Metastasierung erfasst. Wenn
vorhanden, wurde das pathologische TNM-System (pTNM) verwendet, ansonsten das
klinische TNM-Stadium (cTNM). Die Einteilung in TNM- und UICC Stadium erfolgte
anhand der Kriterien des American Joint Committee of Cancer (AJCC) von 2002
(Greene, 2002). Es wurden des Weiteren Daten zum Alkohol- und Tabakkonsum, dem
Geschlecht und Alter der Patienten, sowie der Diagnosezeitpunkt erfasst. Anhand
vorhandener klinischer Daten der Patienten wurde der Leistungszustand nach ECOG
(Oken et al., 1982) eingeteilt. Die Therapie wurde in kurative und palliative Therapie
untergliedert. Eine alleinige Chemotherapie wurde als palliative Therapie definiert. Die
kurative Therapie war untergliedert in Operation oder primare Radiatio mit oder ohne
Chemotherapie sowie Operation mit adjuvanter Radiatio mit oder ohne Chemotherapie.
Des Weiteren wurde uUberprift, ob die Exzision von Tumorzellen infiltrierter und
suspekter Halslymphknoten sowie gegebenenfalls befallener umgebender Strukturen
wie Muskeln, Nerven und BlutgefalRe, eine sogenannte Neck dissection (ND),
durchgefihrt wurde. Von 14 der 396 Patienten des Gesamtkollektivs mit OPSCC lag
kein Tumorgewebe vor, daher konnte kein HPV-Status fir diese Patienten ermittelt
werden. Zu den verbliebenen 382 Patienten wurden Tumor- und Metastasenproben
herausgesucht, aufgearbeitet und in Zusammenarbeit mit dem Universitatsklinikum
Heidelberg in der dortigen Abteilung fir ,Angewandte Tumorbiologie auf das

Vorhandensein des humanen Papillomviruses (HPV) untersucht. Fir die Analyse des
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Uberlebens der Patienten wurden in der vorliegenden Arbeit die aktualisierten Daten
von 2013 verwendet. Ein positives Ethikvotum der Ethikkommission an der JLU in
Gielden lag vor (AZ 151/11) und (AZ 296/11).

2.2.2. Einteilung und Definition der Risikofaktoren

Zur Einschatzung der Komorbiditat der Patienten, wurde der ECOG -
Leistungsfahigkeits-Status angewendet (Oken et al., 1982). Zur besseren statistsischen
Vergleichbarkeit wurden in dieser Arbeit die ECOG-Schweregrade 0-1 als moderater
(besserer Leistungszustand) und 2-4 als niedriger Leistungszustand (schlechterer
Leistungszustand) zusammengefasst. Da die Patienten mit OPSCC zum
Diagnosezeitpunkt lebend waren, fand keine Berlcksichtigung des Grad 5 statt. Eine
Zusammenfassung von Stadien wurde ebenfalls fir die Metastasierung in die
regionaren Halslymphknoten gewahlt, um eine bessere statistische Auswertbarkeit zu
erhalten. Hierzu wurden die Stadien N1-N3 zu N+ zusammengefasst und NO als
Stadium ohne Halslymphknotenmetastasen definiert. Als weiteres
Tumorcharakteristikum wurde die Tumorausdehnung untersucht. In der vorliegenden
Arbeit wurden das T1- und T2-Stadium (Tumor < 4 cm), sowie T3 und T4 als jeweils
eine Variable betrachtet. Die Einteilung des Alkoholkonsums erfolgte nach
Standardglasern (1 Standardglas 2 10g Alkohol). Die Aufnahme von = 2
Standardglasern Alkohol pro Tag wurde als regelmafiger Alkoholkonsum bewertet,
wohingegen die Aufnahme von weniger als 2 Standardglasern als kein Alkoholabusus
betrachtet wurde. Als Raucher wurden Personen definiert, die = 3 Zigaretten pro Woche
geraucht haben. Einige Patienten haben ausschlie3lich Zigarillos oder Pfeife geraucht.
Dies wurde jedoch nicht gesondert betrachtet, sodass diese Patienten zusammen mit
den Zigarettenrauchern als Raucher eingeteilt wurden. Als Nichtraucher wurden
Patienten definiert, die nie geraucht oder zum Diagnosezeitpunkt seit mindestens 16
Jahren nicht mehr aktiv geraucht haben. Diese Einteilung erfolgte, um das Risikoprofil
der ehemaligen Raucher besser an das der Nichtraucher anzupassen. 15 Jahre nach
Rauchstopp entspricht das Risikoprofil auch bezlglich koronarer Herzkrankheit dem
von Nichtrauchern (IARC Working Group on Reversal of Risk After Quitting Smoking
©2007) (19.10.2016. http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/benefits-of-
quitting-smoking-over-time, Stand 19.10.2016). Der Tabakkonsum der Raucher wurde
in Packungsjahren (packyears (py)) angegeben (Bellamy et al., 2011) und lag zwischen
0,6 — 132,0 py.

18


http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/benefits-of-quitting-smoking-over-time
http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/benefits-of-quitting-smoking-over-time

Material und Methoden

2.2.3. Auswahl Paarvergleichs-Kollektiv

Aus dem Gesamtkollektiv von 380 Patienten mit vorhandenem Tumorgewebe und
analysiertem HPV-Status wurde fur die immunhistochemischen Farbungen von
Tumorgewebeschnitten mit den Antikérpern der Proteine B-Catenin und p120ctn ein
Paarvergleichs-Kollektiv gebildet. Die Hauptkriterien fir die Auswahl dieser Patienten
waren der HPV-Status des Tumors (HPV-assoziiert (HPV+) oder HPV-negativ (HPV-))
sowie der Metastasenstatus der Halslymphknoten (NO (nicht in die regionaren
Lymphknoten metastasiert) /N+ (in die regiondren Lymphknoten metastasiert)). Es
wurden nur Patienten mit T1-T3 Tumoren eingeschlossen. Die Grofie der ausgewahlten
Gruppen orientierte sich an der kleinsten Gruppe, mit dem Ziel balancierte
Gruppenstarken zu erhalten. Diese Gruppe bestand aus 10 Patienten. Um mdglichst
eine gleiche Verteilung des Alters wie im grof3en Kollektiv zu erhalten, wurde das Alter
in < 56 Jahre (40%) und = 56 Jahre (60%) ausgewertet. Allerdings mussten acht Falle
aufgrund Kkorrigierter Analyseergebnisse des HPV-Status (Testwiederholung bei
uneindeutigen Proben) nachtraglich ausgetauscht werden. Daher entspricht die
Verteilung nicht mehr der im Gesamtkollekitv. Es wurden drei weitere Gruppen mit
jeweils 10 Patienten gebildet, die in drei Kriterien gepaart wurden: Alter bei Diagnose
(<56 Jahre oder =56 Jahre), Geschlecht und TumorgréfRe. Daraus ergaben sich

insgesamt n=40 Patienten (Abbildung 3).

n=380 Abbildung 3: Bildung des Paarvergleich-

Kollektivs aus dem Gesamtkollektiv mit

// \ \ analysiertem HPV-Status (n=380). Es wurden

vier Gruppen flr ein Paarvergleichs-Kollektiv

HPV+/NO  HPV+/N+ HPV-/NO  HPV-/N+ gebildet. Die Halfte wies HPV-assoziierte
OPSCC auf (HPV+) und die andere Halfte

\\ HPV-negative (HPV-). Wiederum die Halfte

wies Halslymphknotenmetastasen auf (N+)
und die andere Halfte nicht (NO). Die

Geschlecht Patienten in jeder Gruppe waren in den drei
Alter bei Diagnose Kriterien Geschlecht, Alter bei Diagnose und
T1-T3 Tumoren Tunjorausdehnlung mit T1-T3 Tumoren zuden
Patienten der jeweils anderen drei Gruppen
| gepaart.
n=40

2.2.4. Die Aufarbeitung und HPV-Bestimmung des Tumorgewebes

Es wurden in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE) Probeexzisionen und
operativ reseziertes Tumorgewebe aufgearbeitet. Zu den Patienten des Paarvergleich-

Kollektivs wurden die entsprechenden Tumorgewebe herausgesucht, aufgearbeitet und
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Tumorschnitte angefarbt. Von den 20 metastasierten Tumoren lagen nur von insgesamt
12 Metastasen Gewebeproben vor, die gefarbt werden konnten, weil einige Patienten
eine primare Chemoradiatio erhielten. Zunachst wurden mit dem Mikrotom 2,5 um
dinne Tumorschnitte angefertigt und zur Entfaltung in ein Wasserbad mit 40,0° C
gelegt. AnschlieRend wurden die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und tber Nacht
bei 37,0°C im Trockenschrank getrocknet.

Der HPV-Nachweis der Tumorgewebeproben erfolgte am Universitatsklinikum
Heidelberg in der Abteilung fur Angewandte Tumorbiologie. Dort wurde der
immunhistochemische Nachweis von p16INK4a im Tumorgewebe sowie der Nachweis
und die Genotypisierung von HPV an extrahierter DNA durch eine multiplexe
Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) erbracht. HPV-assoziierte Tumoren definieren sich
sowohl durch die p16INK4a-Positivitat in immunhistochemischen Farbungen als auch
durch den Nachweis von HPV-DNA. In der Diagnostik von OPSCC wird heutzutage der
standardisierte immunhistochemische Nachweis von p16INK4a zur Detektion einer
onkogenen HPV-Infektion verwendet (Wittekindt et al., 2005; Hoffmann et al., 2010;
Smeets et al., 2007). Einen sichereren Nachweis von HPV in Gewebeproben stellt die
Kombination aus PCR und dem immunhistochemischen Nachweis von p16INK4a dar
(Hoffmann et al., 2010; Smeets et al., 2007). Als HPV-assoziiert wurde die Probe
definiert, bei der Hochrisiko HPV-DNA nachgewiesen wurde und zusatzlich 70% der
Tumorzellen eine starke diffuse Farbung von p16INK4a im Zytoplasma und Zellkern
aufwiesen, welches eine typische HPV-induzierte Transformation darstellt (Prigge et al.,
2015; Reuschenbach et al., 2013; Klussmann et al., 2003:1). Diskordante Ergebnisse
zwischen dem p16INK4a- und HPV-DNA-Status wurden in der vorliegenden Arbeit als

unbekannt angesehen.

2.2.5. Immunhistochemische Farbungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Immunhistochemie (IHC) Uber eine indirekte
Farbung durchgefiihrt. Hierbei wird auf den histologischen Schnitt ein spezifischer
Primarantikdrper gegeben, der an das zu untersuchende Antigen bindet. An den
Primarantikorper bindet im Weiteren ein Sekundarantikorper, an den Biotin gekoppelt
ist. Um die Farbereaktion zu ermdglichen, wird die ABC-Methode (Avidin-Biotin-
Complex) angewandt. Das Glykoprotein Avidin im ABC-Mix besitzt mehrere
Bindungsstellen fur Biotin und kann daher mehrere Biotinmolekile miteinander
vernetzen. An das Biotin ist eine Peroxidase gekoppelt. Im Weiteren entsteht durch eine

Peroxidasereaktion die Umsetzung eines |6slichen Substrats zu unléslichem Farbstoff.
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Die spezifische Anfarbung erfolgt nur dann, wenn der Sekundarantikbper an einen
Primarantikbrper bindet. Zu jedem Farbedurchgang der IHC-Farbungen wird
Ublicherweise eine Negativkontrolle mitgefarbt, bei der kein Primarantikdrper eingesetzt
wird, um zu Uberprifen, ob sich unspezifische Strukturen anfarben, die eine
Fehlerquelle fur die Beurteilung darstellen konnen. Fur die Negativkontrolle wurden in

dieser Arbeit FFPE-Tumorschnitte verwendet.

2251 Immunhistochemische Farbung: p120ctn

Zunachst wurden die Tumorgewebe-Schnitte entparaffiniert und in einer Alkoholreihe

mit absteigendem Alkoholgehalt rehydriert.

Tabelle 9: Entparaffinierung und Rehydrierung
2 x 10 min Roticlear
2 x 5 min Ethanol 100%
2 x 5 min Ethanol 96%
1 x 5 min Ethanol 70%

Kurz in eine Kivette mit VE-H,O

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte flr 45 min in einer Klivette mit TRS bei
pH=6 im Reiskocher erhitzt. Danach wurde die Kivette mit den Schnitten bei
Raumtemperatur (RTP) 30 min inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte 5 Minuten
in einer 1:1 Mischung aus TRS und TBST gewaschen, um den pH-Wert zu
neutralisieren. Die Schnitte wurden dann drei Mal fir 2 min mit VE-H,O gewaschen und
eine hydrophobe Barriere um den Tumorschnitt aufgetragen. Um die endogenen
Peroxidasen zu blockieren, wurden die Schnitte flir 20 min mit 3% Wasserstoffperoxid
(H20,) inkubiert. Anschlielend wurden die Schnitte 2 Mal fur jeweils 2 min mit VE-H,O
und ein Mal mit TBST-Puffer fir 5 min gewaschen. Unspezifische Antigene in den
Schnitten wurden fir mind. 40 min mit 2% bovinem Albuminserum (BSA) verdinnt in
TBST geblockt. Ein einminutiger Waschschritt mit TBST folgte. Der Primarantikérper
anti-CTNND1 wurde mit 1% BSA in TBST 1:200 verdiinnt und auf die Schnitte pipettiert.
Diese wurden zunachst 30 min bei RTP in Farbekammern auf dem Wippschittler
inkubiert. AnschlieBend wurde der Antikdrper auf den Schnitten Gber Nacht (U.N.) in
einer feuchten Farbekammer bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Am Folgetag wurden
die Schnitte zunachst fur etwa 30 min auf dem Wippschittler bei RTP bewegt,

anschlief3end zwei Mal fur 5 min in TBST gewaschen und mit dem Sekundarantikdrper
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(anti-Hase-AK), der nach Herstellerangaben verdinnt wurde, fir eine Stunde bei RTP
inkubiert. Es folgte ein 5 min Waschschritt mit TBST auf dem OT und ein § min
Waschschritt mit TBST in der Kuvette. Fir den Farbevorgang wurde der ABC-Mix
(Hase), anhand der im Kit vorhandenen Beschreibung, hergestellt. Hierzu wurden die
Substanzen A und B nach Herstellerangaben mit TBST verdunnt und vor dem Auftragen
30 min bei RTP inkubiert. Anschlie®end wurde der ABC-Mix auf die Tumorschnitte
pipettiert und fir 40 min inkubiert. Nachfolgend wurden diese 5 min mit TBST
gewaschen. Zur Detektion wurde das NovaRED-Substrat aus dem Vector® NovaRED
Substrat Kit, anhand der im Kit vorhandenen Beschreibung angefertigt. Die Schnitte
wurden fur 22 min mit NovaRED Substrat auf dem Schittler inkubiert. Danach erfolgte
zunachst ein 5 min VE-H,O-Waschschritt auf dem OT und anschliefend 5 min in der
Kivette. Des Weiteren wurden die Schnitte fir 20 s mit der Kernfarbung Hamalaun in
einer Kuvette gegengefarbt und unter kaltem, fliellendem Leitungswasser fir 10 min
geblaut. Die Tumorschnitte wurden schlussendlich in einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert (Tabelle 10), mit dem Einschlussmittel Roti®-Histokitt Il luftdicht mittels

Deckglasern versiegelt und Uber Nacht unter dem Abzug getrocknet.

Tabelle 10: Dehydrierung der Tumorschnitte
1 x 1 min Ethanol 70%
2 x 1 min Ethanol 96%
2 x 1 min Ethanol 100%
2 x 3 min Roticlear

1 x 5 min Xylol

2.25.2 Immunhistochemische Farbung: B-Catenin

Die Schritte der immunhistochemischen Farbung des [-Catenins entsprachen
weitesgehend denen der Farbung des p120ctn (Kapitel 2.2.5.1). Allerdings
unterschieden sich einige Schritte, die im Folgenden aufgefuhrt sind.

Abweichung zum p120ctn IHC-Protokoll:

Fir die Blockung von unspezifischen Antigenen, wurden die Schnitte hier mit 3% BSA,
in TBST fur 90 min inkubiert. Nach dem Blocken wurden die Objekttrager fur 5 min mit
TBST auf dem Wippschittler inkubiert. Der B-Catenin-Antikérper (Maus) wurde im
Verhaltnis 1:600 mit 1% BSA in TBST verdinnt. Die Schnitte wurden nach der
Inkubation des Sekundarantikérpers 2 x 5 min mit TBST auf dem OT und 1 x 5 min in

einer Klvette gewaschen. Nach 40-minutiger Inkubation mit dem ABC-Mix bei RTP auf
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dem Schuttler folgten 2 x 5 min Waschvorgang mit TBST auf dem OT und 1 x 5 min in
der Kuvette. Das NovaRED-Substrat wurde fur 14 min bei RTP auf dem Schuttler
inkubiert. Es folgte ein kurzer Waschvorgang aller OT mit VE-H,O in einer Kiivette und
anschlief3end wurde fur 25 s die Kernfarbung mit Hamalaun durchgefuhrt. Die Schnitte
wurden nachfolgend fur 15 min unter kaltem, flieRendem Leitungswasser geblaut. Die
Dehydrierung der Schnitte erfolgte durch eine aufsteigende Alkoholreihe mit 1x10 s in
Ethanol 70%, 2 x 10 s in Ethanol 96%, 2 x 10s in Ethanol 100% und schlussendlich mit

2x3 min in Roticlear und 1 x 5 min in Xylol.

2.2.6. Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der parallelen Anfarbung mehrerer spezifischer
Antigene, um deren Lokalisation zueinander sichtbar machen zu kénnen. Sie wurde in
der vorliegenden Arbeit angewandt, um die Lokalisation von p120ctn und p-Catenin in
Tumorzellen von OPSCC an ausgewahlten Schnitten des Paarvergleich-Kollektivs (8
Primartumoren, 2 Metastasen) exemplarisch darzustellen. Far die
Immunfluoreszenzfarbung wurden 1,5 uym dinne Schnitte verwendet, um
Uberlagerungseffekte zu vermeiden. Die Tumorschnitte wurden zunéchst durch eine
absteigende Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert (Tabelle 9). Die Schritte der
Demaskierung, der Inkubation bei RTP sowie der Neutralisierung des pH-Wertes
entsprachen Abschnitt 2.2.5.1. Im Anschluss wurden die Schnitte 5 min mit TBST und
kurz in VE-H,O gewaschen sowie die hydrophoben Barrieren um die Schnitte herum
aufgetragen. Nachfolgend wurden 2% BSA in TBST verdinnt und zur Blockierung fur
ca. 1 h auf die Schnitte pipettiert. Der f-Catenin Antikorper wurde 1:300 und der p120ctn
Antikérper 1:100 mit 1% BSA in TBST verdinnt und die Schnitte mit den
Primarantikdrpern 0.N. bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Am Folgetag wurden die
Schnitte fur 10 s mit TBST auf dem OT sowie anschlieRend drei Mal mit TBST fur jeweils
5 min in einer Klivette gewaschen. Fur B-Catenin wurde ein Cy3 gekoppelter anti-Maus
Antikérper und flr p120ctn ein FITC gekoppelter anti-Hase Antikérper als
Sekundarantikdrper aufgetragen und fur etwa 1 h bei RTP inkubiert. Die Verdlinnung
fur den Sekundarantikdrper betrug jeweils 1:800 in 2% BSA in TBST. Es folgten drei
Waschschritte fir jeweils 5 min mit TBST und anschlieend ein kurzer Waschschritt mit
VE-H,O. Aus Roti Mount FluorCare mit DAPI und Roti Mount FluorCare ohne DAPI
wurde eine 1:1 Mischung hergestellt, um eine zu starke Zellkernfarbung zu vermeiden.
Nach dem Auftragen der Mischung auf die Schnitte, wurden diese mit Deckglasern
eingedeckelt und mit Klarlack seitlich abgedichtet.
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2.2.7. Beurteilung der B-Catenin und p120ctn Expression

Die IHC-gefarbten Tumorschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop DM2500 von Leica
mit dem 10er, 20er und 40er Objektiv angeschaut und durch zwei Beobachter
ausgewertet. Zum Zeitpunkt der Auswertung war der HPV-Status der Tumorprobe fir
den Auswerter unbekannt. Es wurde die Membranstandigkeit und Lokalisation des
Catenins in den Zellen beurteilt. Bei der zytoplasmatischen Lokalisation wurde
unterschieden zwischen Zellen mit sowohl membranstdndigem als auch
zytoplasmatischem Catenin (inhomogener) oder homogener Verteilung des Catenins im
Zytoplasma mit fast keiner nachweisbaren Lokalisation an der Zellmembran. Die
Farbeintensitat des Zytoplasmas wurde semiquantitativ beurteilt und eingeteilt in keine
bis geringe, geringe bis mafige, mafkige, maRig bis starke sowie starke Farbeintensitat.
Fur die statistische Auswertung wurden diese als schwache (keine bis geringe, geringe
bis mafige) und starke Farbung (maRige, maRig bis starke und starke Farbeintensitat)
zusammengefasst. Fur die Beurteilung der Zellkernfarbung wurde dichotom zwischen
J4a“ und ,nein“ unterschieden. Wurden die Zellkerne als gefarbt beurteilt, wurde
zusatzlich die Haufigkeit gefarbter Zellkerne quantitativ beurteilt. Hierzu wurde
unterschieden zwischen einzelnen (< 20% der Kerne gefarbt), wenigen (= 20% — 50%

der Zellkerne gefarbt) und vielen gefarbten Zellkernen (> 50% der Zellkerne gefarbt).

2.3. Statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der Daten fand in Zusammenarbeit mit Mitarbeitern des
GieRener Tumordokumentationssystem (GTDS) sowie der Arbeitsgruppe ,Medizinische
Statistik® des Institutes fur Medizinische Informatik an der Justus-Liebig-Universitat in
Gielen statt. Gearbeitet wurde mit der 22. Version des Statistikprogrammes SPSS von
IBM, sowie mit Microsoft Excel 2010 von Microsoft Corporation. In der vorliegenden
Arbeit wurde das Ergebnis aller Tests als statistisch signifikant gewertet falls der p-Wert
< 0,05 war.

Durch die logistische Regression wurde untersucht, ob sich in den Jahren 2000-2009
eine Erhdhung der HPV-assoziieten OPSCC an den neudiagnostizierten
Oropharynxkarzinomen nachweisen lie. Fur die Auswertung von Kreuztabellen und
der Analyse ob zwischen Testvariablen ein statistischer Zusammenhang besteht, wurde
der Chi-Quadrat Test nach Pearson angewendet (Pearson 1900). Als Voraussetzung
hierflr wurde ein Erwartungswert = 5 fir jede Zelle vorausgesetzt. Fur Kreuztabellen mit

geringeren Erwartungswerten und fir die Auswertungen der immunhistochemischen
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Farbungen des Paarvergleich-Kollektivs, wurde stattdessen der exakte zweiseitige Test
nach Fisher zur Wahrscheinlichkeitsermittiung verwendet.

Fir die Uberlebensanalysen wurden der Logrank-Test und Uberlebenskurven nach
Kaplan-Meier angewendet (Kaplan et al. 1958). Die Uberlebenszeiten wurden mit dem
medianen Uberleben mit einem Konfidenzintervall von 95% angegeben. Fir die
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC konnte der Median des Uberlebens nicht immer
bestimmt werden, da haufig mehr als 50% der Patienten bis zum Ende der
Beobachtungszeit lebend waren. Fur diese Falle wurde der Median mit nicht definiert
(n.d.) angegeben. Das Gesamtuberleben wurde ab dem Diagnosezeitpunkt analysiert.
Zur bi- und multivariaten Analyse unter der Beriicksichtigung weiterer Einflussfaktoren,
wurde die Cox-Regression angewendet (Cox 1972). Durch die Hazard ratio wurde
untersucht, ob sich das Sterberisiko zwischen zwei Gruppen bezlglich eines definierten
Risikofaktors unterscheidet. Ein Wert von 1 bedeutet, dass es keinen Unterschied im
Vergleich zur Kontrollgruppe fir das Risiko eines Ereignisses gibt. Ein Ergebnis < 1
bedeutet, dass das Risiko kleiner ist als in der Kontrollgruppe. Ist das Ergebnis grofier

als 1, liegt das Risiko hoher als in der Kontrollgruppe.

2.4. Einteilung von TNM- und UICC-Stadium
2.4.1. TNM-Klassifikation

Die Einteilung von Tumoren des Oropharynx erfolgt anhand der TNM-Klassifikation.
Tumoren werden anhand von Gro3e und Ausbreitung in verschiedene Stadien unterteilt.
Das ,T“ steht fir Tumor, das ,N“ fir Lymphknoten und das ,M*“ fir Metastase. Nach
Diagnosestellung und Beurteilung durch weitere Diagnostik wie beispielsweise der
Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MR), Szintigrafien,
Auswertung von Probebiopsien durch den Pathologen sowie klinischen
Untersuchungen, kann in multidisziplindren Konferenzen das TNM-Stadium anhand der
offiziellen Einteilung bestimmt werden. Diese Einteilung hilft bei der Entscheidung,
welche Therapieform gewahlt werden kann und welche Prognose der Patient hat. Die
untenstehende Einteilung ist inzwischen Uberarbeitet worden und nicht mehr aktuell. Fur
die vorliegende Arbeit wurde die sechste Uberarbeitete TNM-Klassifikation angewandt
(Patel et al., 2005; Greene, 2002). Ab dem 1. Januar 2017 qilt die achte Auflage der
TNM-Klassifikation, die erstmalig HPV-positive Oropharynxkarzinome mit p16-
Uberexpression von den HPV-negativen Oropharynxkarzinomen differenziert. Die

beiden Tumorentitaten unterscheiden sich in der aktuellen Klassifikation sowohl in der
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TNM- als auch der UICC-Stadieneinteilung voneinander (Brierley et al., 2017; O’Sullivan

et al., 2015).

Tabelle 11: Sechste iiberarbeitete TNM-Klassifikation des OPSCC

T-Stadium  |Definition

T1 Die maximale TumorgréRe betragt 2 cm

T2 TumorgréfRe > 2 cm aber <4 cm

T3 Der Tumor ist grofer als 4 cm

T4 Der Tumor infiltriert Nachbarstrukturen

T4a Infiltration des Larynx, der du3eren Zungenmuskulatur, der Lamina
medialis des Proc. Pterygoideus, dem harten Gaumen oder des
Unterkiefers

T4b Infiltration des M. pterygoideus lateralis, der Lamina lateralis des
Proc. pterygoideus, des lateralen Nasopharynx, der Schadelbasis oder
umschlie3t die A. carotis interna

N-Stadium

NO keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in solitdrem Halslymphknoten auf der ipsilateralen Seite des
Tumors, Grofde £ 3 cm

N2a Metastase(n) in einem solitaren Halslymphknoten auf der Seite des
Tumors. Dieser ist groRer als 3 und kleiner als 6 cm

N2b Metastasen in mehreren Halslymphknoten auf der ipsilateralen Seite des
Tumors, die einzelnen befallenen Lymphknoten sind maximal 6 cm grof3.

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Halslymphknoten, grofite
Ausdehnung maximal 6 cm.

N3 Lymphknotenmetastase grof3er als 6 cm in der Ausdehnung

M-Stadium

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

(Patel et al., 2005; Greene, 2002)

2.4.2. UICC-Stadien

Die internationale Organisation ,Union internationale contre le cancer® (UICC) hat

verschiedene TNM-Stadien zu sogenannten UICC-Stadien zusammengefasst. In der

vorliegenden Arbeit wurden die Tumoren anhand der sechsten Uberarbeiteten Version
der TNM-Klassifikation in die UICC-Stadien 0 bis IVC eingeteilt (Stand 2002):
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Tabelle 12: UICC-Stadien des OPSCC, Stand 2002

UICC-Stadium |T-Stadium N-Stadium M-Stadium
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium IlI T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
Stadium IVa T1,T2, T3 N2 MO
T4 a NO, N1, N2 MO
StadiumIVb |T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO
StadiumIVc |JedesT Jedes N M1

(Patel et al., 2005; Greene, 2002)

Inzwischen gilt die Uberarbeitete achte Version der TNM-Klassifikation maligner

Tumoren mit dem Veréffentlichungsjahr 2017 (Brierley et al., 2017; O’Sullivan et al.,

2015).
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3.0 Ergebnisse

3.1. Retrospektive Analyse zur HPV-Pravalenz im Zeitraum 2000-2009

Nach der HPV-DNA-Untersuchung und der p16INK4a-Immunhistochemiefarbung der
OPSCC-Tumorproben, konnten 75 Tumoren als HPV-assoziiert und 305 als HPV-
negativ eingeordnet werden. Es wurden insgesamt 16 Tumoren mit unklarem HPV-
Status oder fehlendem Tumormaterial von der Analyse ausgeschlossen. In Tabelle 13
ist der prozentuale Anteil der HPV-Assoziation in den Jahren 2000 — 2009 dargestellt.
Der jahrliche Anteil HPV-assoziierter OPSCC liegt wahrend der Jahre 2000 — 2004
zwischen 12,1% und 24,1% (Mittelwert 18,4%). In den Jahren 2005 — 2009 sind es
hingegen zwischen 14,6% — 27,3% (Mittelwert 20,9%). Es ist also eine leichte Zunahme
des Anteils an HPV-assoziierten OPSCC festzustellen, die jedoch nicht signifikant ist
(p = 0,251) (Tabelle 13). Insgesamt liegt der prozentuale Anteil HPV-assoziierter
Karzinome an der Gesamtzahl der Oropharynxkarzinome im Zeitraum 2000 — 2009 bei
etwa 20% und der HPV-negativer Karzinome bei etwa 80% (Abbildung 4).

Tabelle 13: Zeitlicher Trend der HPV-Assoziation von OPSCC-Patienten in den Jahren 2000-2009

Diagnosejahr | Gesamtzahl |Auswertbare HPV-assoziiert p-Wert* HPV-negativ
Patienten Félle
n n n % Mittelwert n % Mittelwert
(%) (%)
2000 43 39 8 20,5 31 79,5
2001 40 39 6 15,4 33 84,6
2002 33 187 33 179 4 33 12,1 18,4 29 146 | 87,9 81,6
2003 31 29 7 24,1 22 75,9
2004 40 39 8 20,5 31 79,5
2005 42 41 6 14,6 0,251 35 85,4
2006 49 47 7 14,9 40 85,1
2007 45 209 44 201 12 42 27,3 20,9 32 159 | 72,7 79,1
2008 35 33 9 27,3 24 72,7
2009 38 36 8 22,2 28 77,8
Gesamt 396 380 75 19,7 305 80,3

*: p-Wert flr Trendanalyse ermittelt durch logistische Regression
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3.2. Verteilung von Risikofaktoren im Kollektiv

Fur Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC wurden potenzielle
Risikofaktoren fiir das Uberleben analysiert. Hierzu wurden der regelméaRige Tabak- und
Alkoholkonsum, der Leistungszustand nach ECOG, das Geschlecht und das Alter bei
Diagnose ausgewertet (Tabelle 14). Die Analyse hat ergeben, dass Manner etwa
dreimal haufiger als Frauen von OPSCC betroffen sind. Der Anteil von Frauen und
Mannern mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC ist in etwa gleich groR3
(Manner 76,0% zu 77,4% und Frauen 24,0% zu 22,6%). Zum Diagnosezeitpunkt liegt
das mediane Alter aller Patienten bei 59,2 Jahren. Patienten mit HPV-assoziierten
Tumoren haben ein medianes Alter von 59,5 Jahren (41,7 — 88,1 Jahre) und Patienten
mit HPV-negativen OPSCC von 59,0 Jahren (38,8 - 91,2 Jahre). Zum
Diagnosezeitpunkt ist kein signifikanter Altersunterschied zwischen Patienten mit HPV-
assoziierten und HPV-negativen OPSCC festzustellen (p = 0,704). Von den Patienten
mit HPV-assoziierten OPSCC haben 69,3% einen moderaten und 29,3% einen
niedrigen Leistungszustand, wahrend 63,3% der Patienten mit HPV-negativen OPSCC
einen moderaten und 36,1% einen niedrigen ECOG aufweisen. Es ist kein signifikanter
Unterschied des Leistungszustandes zwischen Patienten beider Tumorentitaten zu
erkennen (Tabelle 14). Fir die Lebensgewohnheiten zeigt sich, dass Patienten mit HPV-
negativen OPSCC signifikant haufiger einen hdheren Alkoholkonsum aufweisen als
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC (Tabelle 14). Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC sind gleichsam signifikant haufiger Nichtraucher. 38,7% der Patienten mit HPV-
assoziierten Tumoren und 9,2% der Patienten mit HPV-negativen Tumoren sind
Nichtraucher (Abbildung 5).
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Tabelle 14: Analyse patientenbezogener Risikofaktoren in Relation zum HPV-Status des OPSCC

alle Patienten HPV-assoziiert HPV-negativ
p-Wert*
(n=396) (n=75) (n=305)
n % n % n %
Geschlecht
Maénnlich 306 77,3 57 76,0 236 77,4 0799
Weiblich 90 22,7 18 24,0 69 22,6 ’
Alter
Jung (<60 Jahre) 210 53,0 38 50,7 162 53,1 0704
Alt (260 Jahre) 186 47,0 37 49,3 143 46,9 ’
Leistungszustand (ECOG)
Moderat [0-1] 252 63,6 52 69,3 193 63,3 0288
Niedrig [2-4] 141 35,6 22 29,3 110 36,1 ’
Unbekannt 3 0,8 1 1,3 2 0,7
Alkoholkonsum (1 Standardglas = 10g Alkohol)
>2 Standardglaser 161 40,7 11 14,7 145 47,5 <0.001
<2 Standardglaser 123 31,1 49 65,3 66 21,6 -
Unbekannt 112 28,3 15 20,0 94 30,8
Tabakkonsum
Raucher (> 3 Zigaretten/Woche) 319 80,6 39 52,0 268 87,9 <0.001
Nichtraucher 60 15,2 29 38,7 28 9,2 -
Unbekannt 17 43 7 9,3 9 3,0
*:p-Werte ermittelt Gber Pearson Chi-Quadrat-Test (x2)
Signifikante p-Werte sind fett geschrieben.
a) Raucher/Nichtraucher b) Alkoholabusus/kein Alkoholabusus
HPV-assoziiert HPV-negativ HPV-assoziiert HPV-negativ
38,7% 9.2% 3,0% 65,3% 21,6% 30,8%
n=29 n=28 n=9

n=49 n =66 n=94

9,3%
n=7

52,0% 87,9% 14,7% 20,0% 47,5%
n=39 n =268 n=11 n=15 n=145
[ Raucher [ Nichtraucher [l unbekannt M Alkoholabusus [l Kein Alkoholabusus [7] unbekannt

Abbildung 5: Darstellung der prozentualen Verteilung von den Risikofaktoren Rauchen (a) und
Alkoholabusus (b) von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC. Der prozentuale
Anteil der Raucher (a) und Patienten mit anamnestischen Alkoholabusus (b) ist hdher bei den Patienten
mit HPV-negativen OPSCC als bei den Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren.

3.3. Analyse von Tumorlokalisation und Tumorstadium

Die anatomischen Begrenzungen des Oropharynx sind die Vorderwand, die
Hinterwand, das Oropharynxdach und die Seitenwand (s. Kapitel 1.6).
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Oropharynxkarzinome in den Tonsillen, die zur Seitenwand zahlen, sind signifikant

haufiger HPV-assoziierte als HPV-negative Tumoren (Tabelle 15).

Tabelle 15: Die Verteilung des HPV-Status auf unterschiedliche Lokalisationen, das

Tumorstadium und den Metastasenstatus

Alle Patienten HPV-assoziiert HPV-negativ
p-Wert*
(n=396) (n=75) (n=305)
n % n % n %
Lokalisation
Vorderwand 137 34,6 19 25,3 111 36,4
Hinterwand 12 3,0 0 0,0 11 3,6 0,002
Dach 58 14,6 6 8,0 52 17,0
Seitenwand 189 47,7 50 66,7 131 43,0
Seitenwand
Tonsille 95 59,0 40 87,0 49 45,4
Fossa tonsillaris 45 28,0 5 10,9 39 36,1 <0,001
Gaumenbogen 21 13,0 1 2,2 20 18,5
unbekannt 28 4 23
Tumorausdehnung
T1-2 187 47,9 51 68,9 132 439
! ! ! <0,001
T3-T4a/b 203 52,1 23 31,1 169 56,1
unbekannt 6 1 4
N-Kategorie
NO 103 26,7 11 14,9 88 29,6 0.010
N+ 283 73,3 63 85,1 209 70,4 ’
unbekannt 10 1 8
M-Kategorie
MO 341 92,9 61 89,7 268 94,0 0,203
M1 26 7,1 7 10,3 17 6,0
unbekannt 29 7 20
UICC-Stadien
| nicht 40 10,2 4 54 36 11,9
I metastasiert 34 8,7 5 6,8 27 8,9
1 56 14,3 18 24,3 36 11,9
0,011
IVa lokal 177 45,2 35 47,3 135 44,6
IVb metastasiert 59 15,1 5 6,8 52 17,2
Ve 26 6,6 7 9,5 17 5,6
unbekannt 4 1 2

*:p-Wert ermittelt durch Pearson Chi-Quadrat-Test (x2)

Signifikante p-Werte sind fett geschrieben

Die Prozentwerte sind nur fiir die auswertbaren Falle erfasst

Nur die auswertbaren Falle (ohne Unbekannte) sind im Chi-Quadrat-Test (x2) berlicksichtigt

Die HPV-assoziierten OPSCC sind auRerdem signifikant haufiger kleinere Tumoren
(T1-/T2-Stadium) als die HPV-negativen OPSCC (p < 0,001). Die Untersuchung der
Tumorstadien lasst erkennen, dass die meisten Tumoren ein UICC-Stadium IVa
aufweisen. Es bestehen dennoch signifikante Unterschiede zwischen den HPV-
assoziierten und den HPV-negativen OPSCC in Bezug auf die Verteilung auf die UICC-
Stadien. Die HPV-assoziierten OPSCC sind in den Stadien | und Il unterreprasentiert

und finden sich haufiger im UICC Stadium Ill. Analog hierzu finden sich regionale
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Lymphknotenmetastasen signifikant haufiger bei HPV-assoziierten als bei HPV-
negativen OPSCC.

3.4. Analyse der Therapie von Patienten mit HPV-assoziierten und
HPV-negativen OPSCC

Von den 380 Patienten mit bekanntem HPV-Status haben 19 (5,2%) eine palliative
Behandlung erhalten, wohingegen 347 (94,8%) in kurativer Absicht behandelt wurden
(Tabelle 16). Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC wurden signifikant haufiger in
kurativer Intention behandelt als Patienten mit HPV-negativen OPSCC. Insgesamt
erhielten 198 Patienten eine Tumorexstirpation. Ein operativer Eingriff als alleinige
Therapie wurde an 47 lokal begrenzten Tumoren durchgefihrt. 144 Patienten erhielten
eine Operation mit adjuvanter Therapie. 66,2% der HPV-assoziieten Tumoren und

54,6% der HPV-negativen Tumoren wurden operiert (Tabelle 16).

Tabelle 16: Analyse angewandter Therapiemodalitaten in beiden Tumorentititen

Therapie Untersuchte Patienten HPV-assoziiert HPV-negativ p-Wert *
(n=380) (n=75) (n=305)

n % n % n %
Nicht kurativ 19 5,2 0 0,0 19 6,5 0.018
Kurativ 347 94,8 74 100,0 273 93,5 ’
Unbekannt 14 1 13
Kurativ ohne Chirurgie 149 42,9 25 33,8 124 45,4 0.085
Kurativ mit Chirurgie 198 57,1 49 66,2 149 54,6 !
Kurativ, nur Chirurgie 47 24,6 7 14,6 40 28,0 0081
Kurativ, Chirurgie + RT/RCT 144 75,4 41 85,4 103 72,0 !
Anderes kuratives Behandlungsregime 156 26 130
Monomodale kurative Therapie 68 20,1 10 13,9 58 21,7 0184
Multimodale kurative Therapie 271 79,9 62 86,1 209 78,3 !
Unbekannt 8 2 6

RT: Radiotherapie; RCT:Radiochemotherapie; *p-Werte ermittelt durch exakten Chi-Quadrat Test (x2) nach Fisher
Der p-Wert bezieht sich auf den Vergleich zwischen Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen Tumoren
Signifikante p-Werte sind fett geschrieben.

Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren haben haufiger eine Operation erhalten als
Patienten mit HPV-negativen Tumoren (Abbildung 6a). Es besteht jedoch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der durchgeflhrten
kurativen Therapie mit oder ohne Operation. Es besteht des Weiteren kein
Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der Wahl einer multi- oder
monomodalen Behandlung. Nach chirurgischer Intervention schloss sich bei 85,4% der
Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren und 72,0% der Patienten mit HPV-negativen
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Tumoren eine adjuvante Behandlung mit Radiochemotherapie oder ausschlief3lich
Bestrahlung an. Insgesamt ist der Anteil der adjuvanten Behandlungen bei Patienten
mit HPV-assoziierten Tumoren etwas hoher als bei Patienten mit HPV-negativen
OPSCC (Abbildung 6b).

a) Anteil kurative Therapie mitund ohne Operation b) Kurative Therapieregime
HPV-assoziiert HPV-negativ HPV-assoziiert HPV-negativ
Ohne OP Ohne OP Andere kurative OP+RCT  Andere kurative OP+RCT

Behandlung

31.1%
n=23

Behandlung

OP+RT
\ 15,4%
n=42 [
41,0%
n=112 22,3%

n=61

Nur OP

Nur RT Nur RT
Mit OP Mit OP 4,1% OP+RT Nur OP 6,6%
n=3 n=18

Abbildung 6: Prozentuale Verteilung kurativer Therapieformen von Patienten mit HPV-assoziierten und
HPV-negativen OPSCC. Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC haben sowohl haufiger eine kurative
Therapie mit Operation (a) sowie eine multimodale kurative Therapie (b) erhalten als Patienten mit HPV-
negativen OPSCC.

OP: Operation; RCT: Radiochemotherapie; RT: Radiotherapie
3.5. Univariate Analyse des Gesamtuiberlebens

Die univariate Analyse des Gesamtuberlebens von kurativ behandelten Patienten hat
signifikante Uberlebensunterschiede zwischen den UICC-Tumorstadien ergeben
(Abbildung 7a). Das schlechteste Uberleben haben Patienten mit Tumoren im UICC-
Stadium IVb und IVc (Abbildung 7a und 7b). Abbildung 7a zeigt, dass Patienten mit
Tumoren mit niedrigerem UICC-Stadium ein besseres Uberleben aufweisen im
Vergleich zu solchen mit Tumoren mit héherem UICC-Stadium. In Tabelle 17a sind die
Unterschiede (p-Werte, ermittelt Gber den Logrank-Test) zwischen den einzelnen UICC-
Stadien dargestellt. Es bestehen keine signifikanten Uberlebensunterschiede zwischen
Patienten mit Tumoren im UICC-Stadium | und Il oder lll. Patienten im Stadium I, Il und
Il unterscheiden sich im Uberleben jedoch jeweils signifikant von Stadium I[Va.
Tumorpatienten im Stadium IVa unterscheiden sich ebenfalls signifikant im Uberleben
von Patienten mit UICC-Stadium IVb und IVc. Das Uberleben von Patienten mit UICC-
Stadium IVb und IVc unterscheidet sich hingegen nicht signifikant voneinander (Tabelle
17a). Daher konnten 3 Patientengruppen zusammengefasst werden, die sich im
Uberleben signifikant voneinander unterscheiden: Stadium I-Ill, Stadium IVa, Stadium
IVb und IVc (Abbildung 7b und Tabelle 17b).
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Abbildung 7: Uberlebensunterschiede zwischen kurativ behandelten Patienten anhand des UICC-
Stadiums. Patienten im UICC-Stadium Il unterscheiden sich nicht signifikant voneinander im Uberleben.
Es bestehen signifikante Uberlebensunterschiede zwischen Patienten mit OPSCC im Stadium I-lll und
IVa sowie IVa und den Stadien IVb und IVc (a). Patienten mit OPSCC in den UICC-Stadien IVb und IVc
unterscheiden sich beziigich des Uberlebens nicht signifikant voneinader (Tablle 17a). Es lieRen sich
daher drei UICC-Gruppen zusammenfassen, die sich im Uberleben signifikant voneinander unterscheiden
(b). Signifikante Uberlebensunterschiede (p < 0,001) bestehen zwischen UICC-Stadium I-lll (n=122) und
Stadium IVa (n=157), sowie zwischen Stadium IVa und Stadium IVb und IVc (n=67) (Tabelle 17b)

Tabelle 17: Vergleich des Uberlebens der UICC-Stadien von kurativ behandelten Patienten (n=346)
a) b)

| 1] 11l IVa
n=39 n=31 n=>52 n =157

IVb
n=44

Ve
n=23 p-Wert

UICC-Stadien

Stadium I-1llvs. IV a <0,001

Stadium IVavs. IVb-IVc | <0,001

Stadium I-lll vs. IVb-IVc | <0,001

Alle angegebenen p-Werte wurden tiber den Logrank-Test ermittelt
Signifikante Uberlebensunterschiede zwischen den UICC-Stadien (p<0,05) sind fett geschrieben

3.6. Gesamtiiberleben kurativ behandelter Patienten mit OPSCC

Das mediane Gesamtiberleben von Patienten mit erhobenem HPV-Status, die in
kurativer Intention behandelt wurden, betragt 4,36 Jahre und die 5-Jahres
Uberlebensrate (5-JUR) 45,9 % (Tabelle 18). Die 5-JUR von Patienten mit HPV-
assoziierten OPSCC betragt 79,1% und von Patienten mit HPV-negativen Tumoren
36,8%. Das relative Sterberisiko von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC liegt
68,6% unter dem der Patienten mit HPV-negativen Tumoren. Das mediane Uberleben
liegt bei Patienten mit HPV-negativen OPSCC bei 2,73 Jahren und kann fur die
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC nicht angegeben werden, da bis zum Ende der
Beobachtungszeit weniger als 50% dieser Patienten verstarben. Tabelle 18 und

Abbildung 8a lassen erkennen, dass kurativ behandelte Patienten mit HPV-assoziierten
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Tumoren ein signifikant besseres Uberleben aufweisen als Patienten mit HPV-
negativen Tumoren.

a) Gesamtiiberleben kurativ behandelter Patienten  b) Gesamtiiberleben kurativ behandelter
mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC Patienten mit und ohne Operation

1007 1007

807 807

60 60

n=198

p £0,001 p <0,001

Kumulatives Uberleben (%)
Kumulatives Uberleben (%)

407 407
20 =273 20
= HPV-assoziiert === Operation erhalten n=149
0= HPV-negativ 0{ = Keine Operation erhalten
01 2 3 45 6 7 8 9 10 0 1 2 3 45 6 7 8 9 10
Gesamtiiberleben (Jahre) Gesamtiiberleben (Jahre)

Abbildung 8: Gesamtiberleben kurativ behandelter Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC (a). Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC zeigen ein signifikant besseres
Uberleben als Patienten mit HPV-negativen OPSCC (p < 0,001). Das Gesamtiiberleben kurativ
behandelter Patienten mit Operation (n=198) ist signifikant besser als das von Patienten mit kurativer
Therapie ohne operativen Eingriff (n=149) (b).

*p= analysiert durch den Logrank-Test

Signifikante Uberlebensunterschiede bestehen auch zwischen jiingeren und &lteren
Patienten und Patienten mit unterschiedlichen Leistungszustanden (ECOG-Stadien).
Das mediane Uberleben von Patienten mit besserem Leistungszustand betragt 5,88
Jahre im Vergleich zu niedrigem Leistungszustand mit 1,42 Jahre. Das relative
Sterberisiko liegt in der Gruppe mit niedrigerem Leistungszustand rund 2,6-fach héher
als bei Patienten mit besserem Leistungszustand. Tabelle 18 zeigt, dass sich das
Uberleben zwischen Patienten mit und ohne Operation signifikant voneinander
unterscheidet. Die Uberlebensrate ohne chirurgischen Eingriff liegt nach 5 Jahren bei
25,5% und bei Patienten mit operativer Tumorexstirpation bei 60,9% (Abbildung 8b).
Operierte Patienten weisen ein etwa 66% geringeres Sterberisiko auf als Patienten ohne
Operation. Patienten, die eine chirurgische Entfernung der metastasierten
Halslymphknoten und von Tumorzellen infiltriertem Gewebe (neck dissection, ND)
erhalten haben, haben ein signifikant besseres Uberleben verglichen mit Patienten, die
keine ND erhalten haben (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Uberleben von kurativ behandelten Patienten mit OPSCC (n=347)

in Abhangigkeit von Risikofaktoren

Mediane 5J0R
n | Uberlebenszeit p-Wert ** | HRH (95% K1)
(%)
(Jahre)
Kurativ behandelte Patienten 347 4,36 45,9
HPV
HPV- ti 273 2,73 36,8 1
neea IV . <0,001 (0,201 - 0,489)
HPV-assoziiert 74 n.d. 79,1 0,314
Alter
j 60 185 5,88 53,1 1
jung (<60) <0,001 (1,237 - 2,150)
alt (= 60) 162 2,49 37,8 1,631
Leistungszustand
ECOG 0-1 235 5,88 55,8 1
( ) <0,001 (1,919 - 3,392)
(ECOG 2-4) 110 1,42 24,6 2,551
Kurative Therapie
Ohne O ti 149 1,73 25,5 1
1ne Dperation <0,001 (0,256 - 0,451)
Mit Operation 198 7,55 60,9 0,340
Ohne Neck di ti 161 1,98 31,1 1
1ne eck dissection <0,001 (0,336 - 0,589)
Mit Neck dissection 184 7,10 59,3 0,445
UICC-Stadien
i I-111 122 7,1 4,7 |[I-111 vs. IV, 1
Stadium ,13 64, vs. IVa (1,274 - 2,497)
<0,001 | 1,784
Stadium IVa 157 3,21 N — 1 ;27 (1,372 - 2,706)
IVc<0,001| ™
Stadium IVb-IVc 67 1,38 18,8 111 vs. Vb ) ;66 (1,615 - 2,393)
IVc<0,001| ™

*Mediane Uberlebenszeit (Jahre) nach Kaplan-Meier

**:p-Werte ermittelt durch Logrank-Test; signifikante p-Werte sind fett geschrieben

1 HR: Hazard ratio, relatives Sterberisiko

5JUR: 5-Jahres-Uberlebensrate

95% Kl: 95%-Konfidenzintervall

“n.d.: nicht definiert. Nach Ende der beobachteten Zeit leben noch mehr als 50% der untersuchten Patienten

Da die operierten Patienten ein signifikant besseres Uberleben aufweisen als die nicht
operierten Patienten wurden eventuelle Unterschiede zwischen beiden Gruppen
analysiert (Tabelle 19). Jungere Patienten und Patienten mit besserem
Leistungszustand wurden signifikant haufiger operiert als Patienten in héherem Alter
oder mit schlechterem Leistungszustand. Eine Operation wurde seltener an groReren
Tumoren durchgefuhrt. Zwischen den Tumorausdehnungen T1 und T2 ist ein Trend

erkennbar, dass Patienten mit T1-Tumoren haufiger operiert wurden als Patienten mit
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T2-Tumoren (p = 0,086). Fur Patienten mit OPSCC und UICC-Stadium IVb und IVc
wurde die Operation signifikant seltener gewahlt als fur niedrigere UICC-Stadien
(Tabelle 19).

Tabelle 19: Analyse der Eigenschaften von Patienten mit Tumorexstirpation oder Neck dissection

i i i Mit ND** Ohne ND**
Mit Operation |Ohne Operation p-Wert* i ne p-Wert*
n % n % n % n %
Alter
jung 116 62,7 69 37,3 0,023 111 60,3 73 39,7 0,005
alt 82 50,6 80 49,4 73 45,3 88 54,7
Geschlecht
w?|bll§h 46 59,0 32 41,0 0,698 41 53,9 35 46,1 0,903
mannlich 152 56,5 117 435 143 53,2 126 46,8
ECOG
ECOG 0-1 156 66,4 79 33,6 <0,001 143 61,1 91 38,9 <0,001
ECOG 2-4 40 36,4 70 63,6 39 358 70 64,2
HPV-Status
HPV 4 2 2 4 2 4,2
+ 9 66, 5 33,8 0,073 8 65,8 5 34, 0,017
HPV- 149 54,6 124 45,4 136 50,0 136 50,0
Alkoholkonsum***
ja . 79 56,0 62 44,0 0,086 77 54,6 64 45,4 0,629
nein 74 66,7 37 33,3 64 57,7 47 42,3
Tabakkonsum***
ja . 157 56,3 122 43,7 0,222 149 53,8 128 46,2 0,094
nein 34 65,4 18 34,6 28 53,8 24 46,2
T-Stadium
1 1 1 2 2
r m omo|m ame| O L @ s | 1 wa| O
T3 35 43,8 45 56,2 =0,001 38 47'5 42 52'5 =0,001
! ! £0,000 —— § g <0,001
T4 10 11,5 77 88,5 14 16,3 72 83,7
T1lvs. T3 <0,001 Tlvs. T3 0,015
Tlvs. T4 <0,001 Tlvs. T4 <0,001
T2vs. T4 <0,001 T2vs. T4 <0,001
UICC-Stadium
UICC I-111 108 88,5 14 11,5 <0,001 UICC I-111 vs. 79 65,3 42 34,7 0,199 UICC I-111 vs.
UICC IVa 80 51,0 77 49,0 <0,001 1Vb-1Vc 90 57,7 66 42,3 <0,001 1Vb-IVc
UICC IVb-IVc 10 14,9 57 85,1 - <0,001 15 22,4 52 77,6 - <0,001

*p-Wert ermittelt durch Pearson Chi-Quadrat-Test (x?)

ND: Neck dissection

Signifikante p-Werte sind fett geschrieben

Alkoholkonsum: ja > 2 Standardgldser/Tag; nein < 2 Standardglaser/Tag; (1 Standardglas 210g Alkohol)
Tabakkonsum: ja (> 3 Zigaretten/ Woche)

Es wurde analysiert, ob eine Operation haufiger gewahlt wurde in Bezug zu den
individuellen Risikofaktoren Alkohol- und Tabakkonsum sowie HPV-Status. Die
Untersuchung hat ergeben, dass eine Operation unabhangig von diesen Faktoren
durchgefuhrt wurde. Es ist jedoch erkennbar, dass Patienten mit HPV-assoziierten
Tumoren und Patienten ohne regelmaRigen Alkoholkonsum geringfigig haufiger
operiert wurden als Patienten mit HPV-negativen OPSCC beziehungsweise mit
regelmafigem Alkoholkonsum (Tabelle 19). Eine Neck dissection (ND) haben vor allem
jungere Patienten und Patienten mit einem besseren Leistungszustand erhalten.
Daruber hinaus haben Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren in hdherem Maf} eine

ND erhalten als Patienten mit HPV-negativen OPSCC (Tabelle 19). Patienten mit
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Tumoren im T2-Stadium haben haufiger eine Neck dissection erhalten als Patienten mit
Tumoren im T1-Stadium (p = 0,032) (Tabelle 19).

3.7. Analyse des Gesamtiiberlebens von kurativ behandelten Patienten
mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC

Fur die Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren ergab sich ein signifikant besseres
Uberleben fiir Patienten mit jiingerem Alter zum Diagnosezeitpunkt, einem besseren
Leistungszustand und fur Patienten, die operiert worden sind (Tabelle 20). Als keine
signifikanten Faktoren fiir ein besseres Uberleben wurden das Geschlecht (p=0,640),
der Tabakkonsum (p=0,881) sowie der Alkoholkonsum (p=0,368) ermittelt. Fur
Patienten mit HPV-negativen OPSCC wurden ein juingeres Alter bei Diagnosestellung,
ein besserer Leistungszustand, die Wahl der operativen Therapie und zusatzlich das
Tumorstadium als signifikante Faktoren fiir ein besseres Uberleben ermittelt (Tabelle
22). Die Untersuchung des Tabakkonsums (p=0,548) und des Alkoholkonsums
(p=0,203) sowie des Geschlechts (p=0,632) wurden als nicht signifikante Faktoren fir
das Gesamtiuberleben ermittelt.

Patienten = 60 Jahre zum Diagnosezeitpunkt mit HPV-assoziierten Tumoren weisen ein
etwa 3,2-fach hoheres relatives Sterberisiko auf als junge Patienten (< 60 Jahre). Bei
den alteren Patienten mit HPV-negativen Tumoren liegt das relative Sterberisiko um
etwa 1,6-fach hdher. Die Analyse des Leistungszustandes nach ECOG zeigt fir beide
Patientengruppen, dass das relative Sterberisiko mit einem schlechteren

Leistungszustand rund 3-fach hoher liegt als mit einem besseren (Tabelle 20). Die

Analyse der Therapie hat ergeben, dass sowohl eine Operation mit Tumorexstirpation
als auch eine Operation mit ND signifikant mit einem besseren Uberleben der
untersuchten Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC einhergehen.
Das relative Sterberisiko liegt nach einem solchen Eingriff signifikant niedriger als ohne
(Tabelle 20). Die 5-JUR fiir operierte Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren ermittelt
sich zu 93,8% im Vergleich zu nicht Operierten mit 46,5% (Tabelle 20). Patienten mit
HPV-negativen OPSCC weisen eine 5-JUR von rund 21,4% ohne und 49,4% mit
Operation auf und das relative Sterberisiko fur Patienten mit Operation errechnet sich
zu rund 60,3% niedriger als ohne Operation.

Das UICC-Stadium stellt vor allem bei den HPV-negativen Tumoren einen wichtigen
Einflussfaktor fiir das Uberleben dar. Es bestehen signifikante Uberlebensunterschiede
zwischen UICC-Stadium I-lll und IVa, zwischen Stadium IVa und IVb-IVc sowie

zwischen Stadium [-1ll und IVb-IVc (Tabelle 20). Fur Patienten mit HPV-assoziierten
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OPSCC bestehen signifikante Uberlebensunterschiede zwischen dem Stadium I-11l und
IVb-IVC, nicht jedoch zwischen UICC-Stadium I-1ll und UICC-Stadium IVa oder UICC-
Stadium IVa und UICC-Stadium IVb-IVc (Tabelle 20).

Tabelle 20: Analyse verschiedener Risikofaktoren fiir das Uberleben kurativ behandelter
Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC

HPV-assoziierte OPSCC (n=74) HPV-negativen OPSCC (n=273)
Mediane . Mediane .
o .. | 5-JUR o .| 5-JUR
n | Uberlebenszeit p-Wert **| HR 1 (95% K1) n | Uberlebenszeit p-Wert **| HR 1 (95% K1)
(%) (%)
(Jahre) (Jahre)
Alter
j d.” 4, 1 147 4,12 42, 1
jung (<60) 38 n.d 9461 5010 (1,255 - 8,220) g 3| 0,003 (1,166 - 2,097)
alt (> 60) 36 7,10 62,8 3,211 126 2,01 30,4 1,564
Leistungszustand
EC -1 1 d.” 1 184 4, 4! 1
(ECOG 0-1) 5 na. 9.0 | 5 004 (1,403 - 7,889) || 8 63 9| <o,001 (1,891 - 3,465)
(ECOG 2-4) 22 n.d. 50,6 3,327 88 1,21 18,3 2,560
Kurative Therapie
Ohne O ti 25 4,76 46,5 1 124 1,45 21,4 1
-ne per_a ion 78 , <0,001 (0,066 - 0,395) 4 ’ <0,001 (0,295-0,534)
Mit Operation 49 n.d. 93,8 0,161 149 4,98 49,4 0,397
Ohne Neck di: ti 25 6,05 55,5 1 136 1,83 26,7 1
nne feck dissection ot > | 0,002 (0,117 - 0,664) ’ " | <0,001 (0,389 - 0,704)
Mit Neck dissection | 48 n.d. 93,6 0,278 136 4,63 47,0 0,523
UlCC-Stadien
Stadi I-111 26 d.” 96,2 |I-11l vs. IV: 1 96 6,11 56,1 |I-11l vs. IV: 1
adium n , vs. IVa (0,611-5,085) 4 ’ vs. 1Va (1,337-2,726)
0,288 1,763 <0,001 |1,909
Stadium Iva 3 n.d. 764 1 1va vs. Ivb L ;83 (0,651-5,447) || 12 199 332 \va vs. Vb L ;55 (1,294 - 2,661)
Ve 0,236 | IVc0,001 |
- - FE -l vs. 1Vb
Stadium IVb-IVc 12 n.d 58,3 111l vs. 1Vb 1 (0,972-3,407) 55 1,28 10,1 Vs 1 (1,692 - 2,592)
1,820 Ves | 2,094
Ivc 0,048
0,001

*Mediane Uberlebenszeit (Jahre) nach Kaplan-Meier

**:p-Werte ermittelt durch Logrank-Test; signifikante p-Werte sind fett geschrieben

1 HR: Hazard ratio, relatives Sterberisiko

5JUR: 5-Jahres-Uberlebensrate

95% KI: 95%-Konfidenzintervall

"n.d.: nicht definiert, weil auch nach Ende der beobachteten Zeit noch mehr als 50% der untersuchten Patienten leben

3.8. Multivariate Analyse des Uberlebens

Die Auswertungen des Gesamtliberlebens in den univariaten Analysen haben
signifikant bessere Uberlebensraten der operierten Patienten ergeben (Kapitel 3.6.). Es
wurde daher fur kurativ behandelte Patienten eine bivariate und eine multivariate
Analyse durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob eine Operation, unter Bertcksichtigung
weiterer Risikofaktoren, einen unabhéngigen prognostischen Faktor fiir das Uberleben
darstellt. Die bivariate Analyse durch Cox-Regression zum prognostischen Wert der
Operation inkludierte die Variablen kurative Therapie mit/ohne Operation und den HPV-
Status des Tumors (Tabelle 21a). Die Analyse der Interaktion zwischen dem HPV-
Status des OPSCC und der kurativen Therapie mit/ohne Operation hat keine Signifikanz
(p=0,133) ergeben und wurde daher nicht in die bivariate Analyse eingeschlossen. Die
Untersuchung hat ergeben, dass unabhangig vom HPV-Status das Gesamtiberleben

von Patienten inklusive einer operativen Therapie signifikant besser ist als von Patienten
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ohne operativen Eingriff (Tabelle 21a). Dabei liegt das relative Risiko zu sterben unter
Berlcksichtigung des HPV-Status bei den operierten Patienten im Vergleich zu den
nicht operierten Patienten bei 36,6% (Tabelle 21b).

Tabelle 21: Bivariate Analyse zum Uberleben von Patienten mit kurativer Therapie mit/ohne

Operation unter Beriicksichtigung des HPV-Status

a)
n=347 HR** 95% Ki p-Wert*
Kurative Therapie
Ohne Operation 1

0,293-0,531 <0,001
Mit Operation 0,394 ( )
HPV-Status des Tumors
HPV-negativ 1

0,273 -0,869 0,015
HPV assoziiert 0,487 (©, /869)
Interaktionsterm kurative Therapie mit Operation x HPV-Status
Nei 1
Jae'” 0.502 (0,204-1,235) | 0,133
*:p-Werte ermittelt durch Cox-Regression; signifikante p-Werte sind fett geschrieben
**. HR=Hazard ratio, relatives Sterberisiko
KlI: Konfidenzintervall
b)
n=347 HR** 95% K p-Wert*

Kurative Therapie

Ohne Operation 1
276-0,4 <0,001
Mit Operation 0,366 (0,276 - 0,485) 0,00
HPV-Status des Tumors
HPV-negativ 1
- <
HPV assoziiert 0,350 (0,224 -0,547) <0,001

*:p-Werte ermittelt durch Cox-Regression; signifikante p-Werte sind fett geschrieben
**:. HR=Hazard ratio, relatives Sterberisiko
KI: Konfidenzintervall

Fir die multivariate Analyse wurden zunachst die Variablen HPV-Status,
Leistungszustand und UICC-Stadien in die Analyse einbezogen. Die Interaktionen
zwischen kurativer Therapie mit/ohne Operation und die jeweils anderen mdglichen
Einflussvariablen ergaben keine signifikanten Interaktionen (Tabelle 22a) und wurden
nicht in die multivariate Cox-Regressionsanalyse inkludiert (Tabelle 22b). Die
multivariate Analyse hat ergeben, dass sich unabhdngig vom HPV-Status, UICC-
Stadium des Tumors und dem Leistungszustand des Patienten die Operation positiv auf
das Gesamtuberleben der Patienten auswirkt. Unter Berlcksichtigung der genannten
Faktoren liegt das relative Sterberisiko um 43,7% niedriger bei Patienten mit Operation

verglichen mit nicht operierten Patienten (Tabelle 22b).
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Tabelle 22: Multivariate Analyse zum Uberleben kurativ behandelter Patienten in Abhingigkeit

von weiteren Einflussfaktoren (HPV-Status, Tumorstadium, Leistungszustand)

a)
n=347 HR** 95% Kl p-Wert*
Kurative Therapie
Ohne Operation 1

277 -1 491
Mit Operation 0,716 © ,853) 0,49
HPV-Status des Tumors
HPV-negativ 1
HPV assoziiert 0,427 (0,233-0,782) 0,006
UICC-Tumorstadien
Stadium I-11I 1 (1,132 -2,079)
Stadium IVa 1,534 1 0,006
Stadium IVb-Ive 1,534 | (1,132-2,079)
Leistungszustand
ECOG0-1 1
ECOG 2-4 1923 (1,318-2,804) 0,001
Interaktionsterm kurative Therapie mit Operation x HPV-Status
Ja 0,528
Nein 1 (0,209 - 1,335) 0,177
Interaktionsterm kurative Therapie mit Operation x UICC-Tumorstadien
Ja 0,888
Nein 1 (0,553 - 1,426) 0,623
Interaktionsterm kurative Therapie mit Operation x Leistungszustand
Ja 1
Nein 1177 (0,647 - 2,143) 0,594
*:p-Werte ermittelt durch Cox-Regression; signifikante p-Werte sind fett geschrieben
**: HR=Hazard ratio, relatives Sterberisiko
KI: Konfidenzintervall
b)
n=347 HR** 95% Kl p-Wert*
Kurative Therapie
Ohne Operation 1
Mit Operation 0,563 (0,401-0,789) 0,001
HPV-Status des Tumors
HPV-negativ 1

- <
HPV assoziiert 0,306 (0,193 -0,483) <0,001
UICC-Tumorstadien
Stadium I-111 1 (1,140-1,801)
Stadium IVa 1,433 1 0,002
Stadium IVb-Ivc 1,433 | (1,140-1,801)
Leistungszustand
ECOG 0-1 1
- <

ECOG 2-4 2,071 (1,540 - 2,787) <0,001

*:p-Werte ermittelt durch Cox-Regression; signifikante p-Werte sind fett geschrieben
**. HR=Hazard ratio, relatives Sterberisiko
KI: Konfidenzintervall
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3.9. Analyse von Unterschieden zwischen Paarvergleich-Kollektiv und

Gesamtkollektiv

Aus dem Gesamtkollektiv von 380 Patienten wurde ein Paarvergleichs-Kollektiv aus 40
Patienten gebildet (Kapitel 2.2.3). Durch die Bildung eines Paarvergleich-Kollektivs
anhand der kleinsten Gruppe (n=10), ergeben sich trotz Paarung nach Alter und
Geschlecht der Patienten sowie der Tumorausdehnung (T1-T3), Unterschiede zwischen
dem Paarvergleichs-Kollektiv (n=40) und dem Gesamtkollektiv (n=380) (Tabelle 23). Im
Paarvergleichs-Kollektiv sind die Patienten alter aber weisen einen besseren

Leistungszustand auf als als im Gesamtkollektiv (Tabelle 23).

Tabelle 23: Vergleich von Eigenschaften des Gesamtkollektivs und des Paarvergleich-Kollektivs

Gesamtkollektiv, n=380 Paarvergleichs-Kollektiv (n=40)
alle Patienten HPV-assoziiert = HPV-negativ alle Patienten HPV-assoziiert = HPV-negativ
(n=380) (n=75) (n=305) (n=40) (n=20) (n=20)
n % n % n % n % n % n %
Geschlecht
Minnlich 293 77,1 57 760 | 236 774 32 80,0 16 80,0 16 80,0
Weiblich 87 22,9 18 24,0 69 22,6 8 20,0 4 20,0 4 20,0
Alter
Jung (<56 Jahre) 146 384 32 42,7 | 114 374 8 20,0 4 20,0 4 20,0
Alt (256 Jahre) 234 61,6 43 57,3 191 62,6 32 80,0 16 80,0 16 80,0
Leistungszustand (ECOG)
Moderat [0-1] 245 64,5 52 693 | 193 633 31 77,5 15 75,0 16 80,0
Niedrig [2-4] 132 34,7 22 29,3 110 36,1 9 22,5 5 25,0 4 20,0
Unbekannt 3 0,8 1 1,3 2 0,7
Alkoholkonsum*
>2 Standardglaser 156 41,1 11 14,7 145 47,5 12 30,0 3 15,0 9 45,0
<2 Standardglédser 115 30,3 49 65,3 66 21,6 21 52,5 15 75,0 6 30,0
Unbekannt 109 28,7 15 20,0 94 30,8 7 17,5 2 10,0 5 25,0
Tabakkonsum
Raucher** 307 80,8 39 52,0 268 87,9 22 55.0 6 30,0 16 80,0
Nichtraucher 57 15,0 29 38,7 28 9,2 15 37,5 12 60,0 3 15,0
Unbekannt 16 4,2 7 9,3 9 3,0 3 7,5 2 10,0 1 5,0
UICC-Stadium
| 40 10,5 4 53 36 11,8 6 15,0 3 15,0 3 15,0
Il 32 8,4 5 6,7 27 8,9 9 22,5 5 25,0 4 20,0
1l 54 14,2 18 24,0 36 11,8 7 17,5 5 25,0 2 10,0
IVa 170 44,7 35 46,7 135 44,3 13 32,5 5 25,0 8 40,0
IVb 57 15,0 5 6,7 52 17,0 2 5,0 0 0,0 2 10,0
IVc 24 6,3 7 9,3 17 5,6 3 7,5 2 10,0 1 5,0
unbekannt 3 0,8 1 1,3 2 0,7 0 0,0
Tumorausdehnung
T1 80 21,1 22 29,3 58 19,0 12 30,0 6 30,0 6 30,0
T2 103 27,1 29 38,7 74 24,3 20 50,0 10 50,0 10 50,0
T3 87 22,9 11 14,7 76 24,9 8 20,0 4 20,0 4 20,0
T4 105 27,6 12 16,0 93 30,5 / / / / / /
unbekannt 5 1,3 1 1,3 4 1,3 / / / / / /

*Alkoholkonsum durchschnittlich pro Tag; 1 Standardglas = 10g Alkohol
**Raucher: Konsum > 3 Zigaretten/Woche
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DarUber hinaus sind weniger Patienten Raucher und weisen einen anamnestischen
Alkoholabusus auf als im Gesamtkollektiv. Besonders der Anteil von Nichtrauchern
unter den Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren istim Paarvergleichs-Kollektiv h6her
als im Gesamtkollektiv (Tabelle 23). In Bezug auf das UICC-Stadium ist erkennbar, dass
der Anteil an OPSCC mit UICC-Stadium Il im Paavergleichs-Kollektiv 22,5% betragt und

somit verhaltnismaRig hoher liegt als im Gesamtkollektiv mit 8,4% (Tabelle 23).

3.10. Auswertung und Einteilung der immunhistochemisch gefarbten

Tumorschnitte

Normalerweise finden sich B-Catenin und p120ctn vor allem an der Zellmembran
(Abbildung 9). Anhand von immunhistochemisch gefarbten Tumorschnitten des
Paarvergleich-Kollektivs ~ wurde  untersucht, wo im  Tumorgewebe und
Metastasengewebe B-Catenin und p120ctn lokalisiert sind und ob es diesbezlglich
potenzielle Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC gibt.
Bei der Analyse der gefarbten Tumorschnitte unter dem Mikroskop war zu erkennen,
dass die Catenine bei keinem der untersuchten Tumoren nur an der Zellmembran zu
finden sind, sondern die haufigste Lokalisation das Zytoplasma ist. Daher wurde vor

allem die Anfarbung und Lokalisation der Catenine in Bezug auf das Zytoplasma

genauer untersucht.

PV -, B-Catenin

Abbildung 9. Immunhistochemische Farbung zur Analyse von B-Catenin (a, b) und p120ctn (c) an der
epithelialen Zellmembran von OPSCC. Erkennbar ist die Verteilung von B-Catenin an der Zellmembran mit
20er Objektiv (a) und 40er Objektiv (b). In c) ist p120ctn in der immunhistochemischen Farbung an der
Zellmembran abgebildet. Aufgenommen mit 10er Objektiv.

Abbildung 10 zeigt die Auflésung der Membranstandigkeit und Anfarbung des
Zytoplasmas (Abbildung 10b). Bei der Anfarbung des Zytoplasmas wurde
semiquantitativ zwischen inhomogen zytoplasmatisch verteiltem Catenin, mit noch
teilweise  bestehender membranadrer Lokalisation und der homogenen

zytoplasmatischen Verteilung in der Tumorflache unterschieden (Abbildung 11).
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. o ;':_..d_f, ,-‘\:“ : ; HPV -, B-Catenin
Abbildung 10. Auflésung der Membranstandigkeit von B-Catenin in der immunhistochemischen Farbung
eines HPV-negativen OPSCC in einer VergroRerung mit 10er Objektiv a). Man erkennt die groRen mit
Hamalaun (blau) gefarbten Zellkerne (a, b). Der gleiche Abschnitt, aufgenommen mit 40er Objektiv ist in b)
abgebildet. Im unteren Teil des Bildes sieht man deutlich das membranstandige B-Catenin an der
Zellmembran (b). Im oberen Teil des Bildes sind diese Grenzen nicht mehr so deutlich zu erkennen. Es ist

hauptséachlich das Zytoplasma gefarbt.

Die Farbeintensitat des Zytoplasmas mit den Antikérpern wurde fur die statistische
Auswertung dichotom in schwache und starke Farbung eingeteilt (Abbildung 11).

' HPV -, p120ctn

Abbildung 11: Einteilung von homogen und inhomogen gefarbtem Zytoplasma von Tumoren mit zwei
unterschiedlichen Farbeintensitaten schwach (b) und stark (a, ¢, d). Tumor a) ist in VergréRerung mit
20er Objektiv aufgenommen. Tumoren b), c) und d) sind in einer VergroRerung mit 10er Objektiv
aufgenommen. Die dicken schwarzen Pfeile zeigen homogenes Zytoplasma. Die diinnen Pfeile zeigen
auf inhomogen gefarbtes Zytoplasma. Der weilRe Pfeil in c) zeigt auf membranstandiges p-Catenin.
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Um die mdgliche nukleare Translokation von B-Catenin und p120ctn in Tumorgewebe
zu untersuchen wurde beurteilt, ob und wie hoch der Anteil der gefarbten Zellkerne ist
(Abbildung 12). Fir jeden Farbevorgang wurde eine Negativkontrolle angefertigt
(Kapitel 2.2.5.). Diese enthielten keinen Primarantikdrper, aber alle anderen Schritte
wurden entsprechend dem Farbeprotokoll (Kapitel 2.2.5.1. und 2.2.5.2.) durchgeflhrt.
Alle Negativkontrollen waren negativ und wiesen dementsprechend keine Farbung

auler der Hamalaun Farbung auf.

HPV +, p120ctn

Abbildung 12. Immunhistochemische Farbungen zur Analyse der nuklearen Lokalisation von 3-Catenin (a,
b) und p120ctn (c, d) an OPSCC. Die Pfeile zeigen auf gefarbte Zellkerne. Alle Abbildungen aufgenommen
mit 40er Objektiv.

3.11. Auswertung der immunhistochemischen Farbung fiir B-Catenin

Die immunhistochemischen Farbungen der Primartumoren des Paarvergleich-Kollektivs
dienten vor allem zur Analyse, ob eine Translokation des B-Catenins von der
Zellmembran in den Zellkern stattgefunden hat und ob hierbei Unterschiede zwischen
HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC festzustellen sind. Fasst man alle Falle
zusammen, bei denen mindestens einzelne Zellkerne angefarbt sind ergibt dies, dass
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bei 50% der HPV-assoziierten und 35% der HPV-negativen OPSCC eine Translokation
von B-Catenin nachweisbar war (Tabelle 24b). Bis auf einen Fall bei den HPV-negativen
OPSCC mit vielen gefarbten Zellkernen, sind bei beiden Tumorentitdten vor allem
einzelne und wenige Zellkerne gefarbt. Die Farbeintensitat der immunhistochemischen
Farbungen ist Uberwiegend maRig. Das B-Catenin ist vor allem inhomogen im
Zytoplasma lokalisiert und weist noch membranstandige Anteile auf (Tabelle 24a). Fur
die weitere statistische Auswertung wurden die Kriterien Haufigkeit gefarbter Zellkerne,
Farbeintensitat des Zytoplasmas und Lokalisation des Catenins im Zytoplasma als
dichotome Variablen zusammengefasst (Tabelle 24b). Hierbei wurden die zwei Falle mit
gleichen Anteilen an homogener und inhomogener Verteilung im Zytoplasma (Tabelle
24a) nicht berticksichtigt.

Tabelle 24a: Deskriptive Analyse der immunhistochemischen Farbung fiir B-Catenin

Analysierte HPV-assoziiert HPV-negativ HPV-assoziiert HPV-negativ
Tumorschnitte (n=20) (n=20) NO N+ NO N+
(n=40) (n=10) (n=10) | (n=10) (n=10)
n % n % n % n n n n
Analyse Zellkernfarbung
Haufigkeit gefarbter Zellkerne
keine Zellkerne gefarbt 23 57,5 10 50,0 13 65,0 4 6 6 7
einzelne (< 20% der Zellkerne gefarbt) 11 27,5 7 35,0 4 20,0 6 1 2 2
wenige (> 20% — 50% der Zellkerne gefarbt) 5 12,5 3 15,0 2 10,0 0 3 2 0
viele (> 50% der Zellkerne gefarbt) 1 2,5 0 0,0 1 5,0 0 0 0 1
Analyse Farbeintensitat des Zytoplasmas
Farbeintensitit B-Catenin
keine bis geringe Farbung 6 15,0 2 10,0 4 20,0 1 1 4 0
geringe bis maRige Farbung 12 30,0 5 25,0 7 35,0 2 3 2 5
maRige Farbung 16 40,0 11 55,0 5 25,0 6 5 3 2
maRige bis starke Farbung 3 7,5 1 5,0 2 10,0 1 0 1 1
starke Farbung 3 7,5 1 5,0 2 10,0 0 1 0 2
Analyse der B-Catenin Lokalisation
B-Catenin Lokalisation
Zytoplasma inhomogen 29 72,5 14 70,0 15 75,0 8 6 5 10
Zytoplasma homogen 9 22,5 5 25,0 4 20,0 2 3 0
gleiche Anteile inhomogen/homogen 2 5,0 1 5,0 1 5,0 0 1 1 0

NO: nicht in die Halslymphknoten metastasiert; N+: in die Halslymphknoten metastasiert

Insgesamt bestehen keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die nukleare
Lokalisation von B-Catenin zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC in
den untersuchten Tumorschnitten des Paarvergleich-Kollektivs. Es ist jedoch zu
erkennen, dass alle zehn der metastasierten HPV-negativen OPSCC eine inhomogene
Zytoplasmafarbung mit noch membranstandigen Anteilen aufweisen, wohingegen
sechs der HPV-assoziierten OPSCC inhomogene Lokalisation und drei eine homogene
Verteilung von B-Catenin im Zytoplasma zeigen (Tabelle 24b).
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Tabelle 24b: Analyse dichotomer Variablen zur Beurteilung von Unterschieden

zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen als auch metastasierten und
nicht metastasierten OPSCC fiir B-Catenin

NO N+
A HPV-assoziiert | HPV-negativ -Wert*
uswertbare gt | PWert™ | ppve  HPV- p-Wert* | HPV+ HPV- p-Wert*
Falle
n % n % n % n n n n
Analyse Zellkernfarbung
Zellkern gefarbt dichotom
'nem.(kelne ZeIIke'rne sefarbt) 23 57,5 10 50,0 13 65,0 0523 4 6 0,656 6 7 1,000
ja (einzelne, wenige, viele Zellkerne) 17 42,5 10 50,0 7 35,0 6 4 4 3
Analyse Farbeintensitét des Zytoplasmas
Farbeintensitat B-Catenin dichotom
schwache Féarbun 1 4 7 11 4
A g 8 5,0 35,0 55,0 0,341 3 6 0,370 5 1,000
starke Farbung 22 55,0 13 65,0 9 45,0 7 4 6 5
Analyse der B-Catenin Lokalisation
B-Catenin Lokalisation dichotom
Zytopl. inh
ytoplasma inhomogen 29 76,3 14 73,7 15 78,9 1,000 8 5 0,350 6 10 0,087
Zytoplasma homogen 9 23,7 5 26,3 4 21,1 2 4 3 0

HPV-assoziiert: HPV+; HPV-negativ: HPV-

NO: nicht in die Halslymphknoten metastasiert; N+: in die Halslymphknoten metastasiert
*p-Werte ermittelt nach exaktem zweiseitigem Test nach Fisher.

Signifikante p-Werte sind fett geschrieben

3.12. Auswertung der immunhistochemischen Farbung fur p120ctn

Die Analyse der Lokalisation des p120ctn der immunistochemisch gefarbten
Tumorschnitte hat ergeben, dass 18 der 40 Tumoren gefarbte Zellkerne aufweisen. Die
HPV-assoziierten OPSCC weisen in 40% der Falle viele gefarbte Zellkerne auf im
Vergleich zu den HPV-negativen mit nur 5% (Tabelle 25a). Von den nicht metastasierten
OPSCC weisen funf der HPV-assoziierten und keiner der HPV-negativen OPSCC viele
gefarbte Zellkerne auf (Tabelle 25a). Die Farbeintensitat der Tumorschnitte und die
Lokalisation des p120ctn im Zytoplasma zeigen eine ahnliche Verteilung fur die HPV-
assoziierten und HPV-negativen OPSCC. Die Analyse von zusammengefassten
dichotomen Variablen zeigt, dass mehr HPV-assoziierte Tumoren eine Zellkernfarbung
aufweisen als HPV-negative. Dieses Ergebnis ist jedoch nicht signifikant (Tabelle 25b).
Die p120ctn-AK Farbung weist signifikant mehr gefarbte Zellkerne auf bei starker
Farbeintensitat des Tumorschnittes (p=0,005) (Ergebnis nicht in Tabelle 25 abgebildet).
Die Analyse der Tumorgewebe von metastasierten und nicht metastasierten
Primartumoren hat insgesamt keine signifikanten Unterschiede zwischen HPV-
assoziierten und HPV-negativen OPSCC bezlglich der Verteilung auf die Kriterien

Zellkernfarbung, Farbeintensitat und Lokalisation im Zytoplasma ergeben (Tabelle 25b).
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Tabelle 25a: Deskriptive Analyse der immunhistochemischen Féarbung fiir p120ctn

Analysierte HPV-assoziiert HPV-negativ HPV-assoziiert HPV-negativ
Tumorschnitte (n=20) (n=20) NO N+ NO N+
(n=40) (n=10) (n=10) || (n=10) (n=10)
n % n % n % n n n n
Analyse Zellkernfarbung
Haufigkeit gefarbter Zellkerne
keine Zellkerne gefarbt 22 55,0 9 45,0 13 65,0 4 5 7 6
einzelne (< 20% der Zellkerne gefarbt) 2 5,0 1 50 1 5,0 1 0 1 0
wenige (2 20% — 50% der Zellkerne gefarbt) 7 17,5 2 10,0 5 25,0 0 2 2 3
viele (> 50% der Zellkerne gefarbt) 9 2,5 8 40,0 1 5,0 5 3 0 1
Analyse Farbeintensitat des Zytoplasmas
Farbeintensitdt p120ctn
keine bis geringe Farbung 10 25,0 5 25,0 5 25,0 2 3 5 0
geringe bis maRige Farbung 9 22,5 3 15,0 6 30,0 1 2 1 5
maRige Farbung 14 35,0 9 45,0 5 25,0 5 4 3 2
maRige bis starke Farbung 3 7,5 0 0,0 3 15,0 0 0 1 2
starke Farbung 4 10,0 3 15,0 1 5,0 2 1 0 1
Analyse der p120ctn Lokalisation
p120ctn Lokalisation
Zytoplasma inhomogen 24 60,0 12 60,0 12 60,0 6 6 4 8
Zytoplasma homogen 14 35,0 8 40,0 6 30,0 5 1
gleiche Anteile inhomogen/homogen 2 5,0 0 0,0 2 10,0 0 0 1 1

NO: nicht in die Halslymphknoten metastasiert; N+: in die Halslymphknoten metastasiert

Tabelle 25b: Analyse dichotomer Variablen zur Beurteilung von Unterschieden

zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen als auch metastasierten
und nicht metastasierten OPSCC fiir p120ctn

NO N+
.. HT ) H | ¥
AUS\LI;"rtebare HPV-assoziiert| HPV-negativ | p-Wert HPV+ HPV- p-Wert* | HPV+ HPV- p-Wert*
n % n % n % n n n n
Analyse Zellkernfarbung
Zellkern geféarbt dichotom
nein (keine Zellkerne gefarbt) 22 55,0 9 45,0 13 65,0 4 7 5 6
ja (einzelne, wenige, viele Zellkerne) 18 45,0 11 55,0 7 35,0 0,341 6 3 0370 5 4 1,000
Analyse Farbeintensitat des Zytoplasmas
Farbeintensitat p120ctn
schwachﬂe Farbung 19 47,5 8 40,0 11 55,0 0,527 3 6 0,370 5 5 1,000
starke Farbung 21 52,5 12 60,0 9 45,0 7 4 5 5
Analyse der p120ctn Lokalisation
p120ctn Lokalisation dichotom
Zytoplasma inhomogen 24 63,2 12 60,0 12 66,7 6 4 6 8
0,745 0,656 0,303
Zytoplasma homogen 14 36,8 8 40,0 6 33,3 4 5 4 1

HPV-assoziiert: HPV+; HPV-negativ: HPV-

NO: nicht in die Halslymphknoten metastasiert; N+: in die Halslymphknoten metastasiert
*p-Werte ermittelt nach exaktem zweiseitigem Test nach Fisher.

Signifikante p-Werte sind fett geschrieben

3.13. Analyse der Zellkernfarbung in den Metastasen

Es wurde deskriptiv analysiert ob Primartumoren, die eine Farbung der Zellkerne in der
IHC fur B-Catenin beziehungsweise flr p120ctn aufweisen, auch eine Farbung der
Zellkerne in den Metastasen zeigen. Fur die Farbung der sechs HPV-assoziierten
OPSCC mit gefarbter Metastase (HPV+N+) sind jeweils in drei Tumoren

48



Ergebnisse

Ubereinstimmungen der Kernfarbungen von Primartumor und Metastase detektierbar.
Fir die Farbung mit dem B-Catenin-AK an HPV-negativen metastasierten (HPV-N+)
Primartumoren und den zugehdrigen Metastasen ist eine Ubereinstimmung in vier
Fallen (66,7%) ermittelbar. Bei der p120ctn immunhistochemischen Farbung gibt es
zwei Falle mit GObereinstimmenden Ergebnissen im Primartumor (HPV-) und der
Metastase mit keinen gefarbten Zellkernen (33,3%). FUnf der sechs HPV-assoziierten
Metastasen weisen in der immunhistochemischen Farbung fir  Catenin gefarbte
Zellkerne auf und vier der sechs Metastasen haben in der p120ctn
immunhistochemischen Farbung gefarbte Zellkerne. Bei den HPV-negativen
Metastasen sind in vier Metastasen die Zellkerne positiv flr B-Catenin gefarbt und in
zwei Fallen fur p120ctn (Tabelle 26).

Tabelle 26: Vergleich gefarbter Zellkerne im Primartumor und der Metastase

HPV+N+

Primarius Kern gefarbt

-Catenin
B Metastase Kern gefarbt

Primarius Kern gefarbt
Metastase Kern gefarbt
I-XIl: Tumorproben
1 Zellkern gefarbt
Zellkern nicht gefarbt

p120ctn

3.14. Analyse des Uberlebens des Paarvergleich-Kollektivs

Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ohne Halslymphknotenmetastasen weisen ein
signifikant besseres Uberleben auf als Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit
Metastasen in den Halslymphknoten (Abbildung 13). Das mediane Uberleben der
Gruppe mit dem Tumorstatus HPV+/NO konnte nicht analysiert werden, da mehr als
50% dieser Patienten auch zum Ende der Beobachtungszeit noch am Leben sind. Das
mediane Uberleben fiir die HPV+/N+ Patienten liegt bei 7,10 Jahren, fiir die HPV-/NO
Patienten bei 4,07 Jahren und fur die HPV-/N+ Patienten bei 2,11 Jahren.
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Abbildung 13: Analyse des Uberlebens der vier Gruppen des Paarvergleich-Kollektivs. Gezeigt sind
die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier fiir Patienten mit HPV-assoziierten (HPV+) und HPV-
negativen (HPV-) OPSCC, sowie mit Halslymphknotenmetastasen (N+) wund ohne
Halslymphknotenmetastasen ~ (NO).  Patienten  mit  HPV-assoziieten = OPSCC  ohne
Halslymphknotenmetastasen (HPV+, NO) haben ein signifkant besseres Uberleben im Vergleich zu
Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit Halslymphknotenmetastasen (HPV-, N+).

3.15. Analyse des Uberlebens von Patienten anhand der Anfiarbung der

Zellkerne in der immunhistochemischen Farbung

Es sollte analysiert werden, ob die Anfarbung von B-Catenin beziehungsweise p120ctn
in Zellkernen von Primartumoren mit einem schlechteren Uberleben der Patienten
assoziiert ist. Hierzu wurden Patientengruppen mit HPV-assoziierten und HPV-
negativen, sowie metastasierten und nicht metastasierten OPSCC getrennt
voneinander betrachtet, um das Uberleben mit und ohne Zellkernfarbung des jeweils

untersuchten Catenins zu analysieren.

3.15.1. Uberleben anhand der Zellkernfiarbung fiir -Catenin

Patienten mit HPV-assoziieten OPSCC ohne Zellkernfarbung des R-Catenin im
Primartumor weisen das beste Uberleben auf (Abbildung 14a). Das schlechteste
Uberleben haben Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit Zellkernfarbung. Fir
Patienten mit nicht lokoregiondr metastasierten OPSCC ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede im Uberleben fiir HPV-assoziierte und HPV-negative
OPSCC mit und ohne Farbung der Zellkerne (Abbildung 14a). Im Unterschied hierzu
hat sich fir die Uberlebensanalyse von Patienten mit lokoregionar metastasierten
OPSCC ergeben, dass Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren mit Zellkernfarbung
das beste Uberleben haben. Patienten mit HPV-negativen OPSCC und Zellkernfarbung
haben ein signifikant schlechteres Uberleben (p = 0,048) (Abbildung 14b).
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HPV+: Patienten mit HPV-assoziiertem Tumor; HPV-: Patienten mit HPV-negativem Tumor
P-Werte analysiert iiber den Logrank-Test. Signifikante p-Werte (< 0,05) sind rot geschrieben.

Abbildung 14: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC ohne (a) und mit Halslymphknotenmetastasen (b) mit und ohne Farbung der
Zellkerne des Primartumors in der immunhistochemischen Farbung zum Nachweis von 3-Catenin. Bei
den metastasierten OPSCC haben Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit Farbung der Zellkerne ein
signifikant schlechteres Uberleben als Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC mit Zellkernfarbung

(p =0,048) (b).

3.15.2.

Uberleben anhand der Zellkernfirbung fiir p120ctn

Die Uberlebensanalyse von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen

OPSCC ohne Halslymphknotenmetastasen hat ergeben, dass Patienten mit HPV-

assoziierten OPSCC ohne immunhistochemischen Nachweis des p120ctn in Zellkernen

des Primartumors das beste Uberleben aufweisen. Patienten mit HPV-negativen

OPSCC ohne Zellkernfarbung weisen ein signifikant schlechteres Uberleben auf

(p = 0,045) (Abbildung 15a). Fir die Patienten mit Halslymphknotenmetastasen zeigt

sich, dass solche mit HPV-negativen OPSCC mit Zellkernfarbung ein signifikant

schlechteres Uberleben aufweisen als Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC sowie
HPV-negativen OPSCC ohne Farbung der Zellkerne (Abbildung 15b).
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Analyse des Uberlebens anhand von gefirbtem p120ctn im Zellkern
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HPV+: Patienten mit HPV-assoziiertem Tumor; HPV-: Patienten mit HPV-negativem Tumor
P-Werte analysiert liber den Logrank-Test, Signifikante p-Werte (< 0,05) sind rot geschrieben.

Abbildung 15: Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC ohne (a) und mit Halslymphknotenmetastasen (b) mit und ohne Farbung der
Zellkerne des Primartumors in der immunhistochemischen Farbung zum Nachweis von p120ctn.
Patienten mit nicht metastasierten HPV-negativen OPSCC ohne Zellkernfarbung haben ein
schlechteres Uberleben als Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ohne Zellkernfarbung (a). Bei den
metastasierten OPSCC haben Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit Farbung der Zellkerne ein
signifikant schlechteres Uberleben als Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC und HPV-negativen
OPSCC ohne Zellkernfarbung (b).

3.16. Darstellung der Lokalisation von B-Catenin und p120ctn in der

Immunfluoreszenzfarbung von Tumorgewebe

Zur besseren Darstellung der Lokalisation von (-Catenin und p120ctn im
Tumorgewebe, wurden an acht Primartumoren und zwei Metastasen des Paarvergleich-
Kollektivs exemplarisch Immunfluoreszenzfarbungen durchgeflihrt. Es wurden zwei
Tumoren mit dem Status HPV-/NO, drei mit HPV+/NO, zwei mit HPV+/N+ und ein Tumor
mit dem Status HPV-/N+, sowie eine Metastase mit HPV-assoziiertem und eine mit
HPV-negativem Nachweis angefarbt. Abbildung 16 zeigt die Lokalisation von 3-Catenin
und p120ctn an der epithelialen Zellmembran. Die Lokalisation von p120ctn im Zellkern
war besonders in den beiden Metastasen erkennbar (Abbildung 17). Bei einigen
Tumoren konnten, die sich von der Membran ablésenden Catenine und der Verlust der
Catenine in den Zellen visualisiert werden (Abbildung 18). Da nur einige Schnitte gefarbt

wurden, dienen die Ergebnisse lediglich zur Veranschaulichung der Lokalisation von 3-
Catenin und p120ctn.
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Abbildung 16 Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung der Lokalisation von (3-Catenin (rot, a) und
p120ctn (grun, b) an der epithelialen Zellmembran eines HPV-assoziierten Primartumors. Die Zellkerne
erscheinen blau gefarbt. Aufgenommen mit 40er Objektiv.

Abbildung 17 Immunfluoreszenzfarbung einer HPV-assoziierten Metastase zur Darstellung gefarbter
Zellkerne (weille Pfeile). Aufgenommen mit 40er Objektiv. P120ctn (griin) ist deutlich im Zellkern zu
erkennen (a, b). Das 3-Catenin (rot) befindet sich hauptsachlich an der Zellmembran (a, b). In (b) ist das
Overlay mit DAPI Zellkernfarbung (blau) dargestelt.

Abbildung 18 Immunfluoreszenzfarbung eines HPV-negativen OPSCC, aufgenommen mit dem 40er
Objektiv. Es zeigt die Auflésung der Membranstandigkeit (a) des B-Catenins (rot) und des p120-
Catenins (b, griin). Mit den diinnen weil’en Pfeilen sind exemplarisch Bereiche mit der Auflésung der
Membranstandigkeit des Catenins markiert. Die dicken weilen Pfeile markieren membranstandiges
Catenin.
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4.0 Diskussion

4.1. Retrospektive Analyse

4.1.1. Zeitlicher Trend der HPV-Assoziation

Die Pravalenz HPV-assoziierter OPSCC ist in den USA in den letzten Jahrzenten stark
angestiegen (Chaturvedi et al., 2011). In Stockholm/Schweden wurden steigende
Inzidenzzahlen fur HPV-assoziierte Tonsillenkarzinome zwischen 1970-2002 gezeigt
(Nasman et al.,, 2009). Die Pravalenzrate fur HPV-assoziierte OPSCC in der
vorliegenden Arbeit liegt fir den Zeitraum 2000 — 2004 bei 18,4% und 2005 — 2009 bei
20,9%. Erkennbar ist ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg der HPV-
assoziierten Karzinome an der Gesamtzahl der neudiagnostizierten OPSCC.
Vergleichbar sind die Pravalenzraten mit denen einer Studie mit Daten aus zwei grof3en
niederlandischen Universitatskrankenhausern, die fir den Zeitraum 2000-2006 eine
Pravalenz von 19,4% fur HPV-positive OPSCC ermittelt haben (Rietbergen et al., 2013).
Die multizentrische Studie an oralen Karzinomen und OPSCC von Herrero et al, die
Daten aus 9 Landern (ltalien, Spanien, Nordirland, Polen, Indien, Kuba, Kanada,
Australien und dem Sudan) ausgewertet hat, hat einen Wert von 18,3% fir HPV-
assoziierte OPSCC zwischen 1996 — 1999 angegeben (Herrero et al., 2003). Deutlich
héhere Pravalenzraten wurden flir HPV-positive Zungengrundkarzinome im Stadtgebiet
Stockholm in Schweden mit 58% im Zeitraum 1998 — 2001 und 84% in den Jahren 2004
— 2007 ermittelt (Attner et al., 2010). In den USA wurden Patienten mit OPSCC zwischen
Juli 2002 — Mai 2005 untersucht und 206 von 323 (63,8%) untersuchten Tumoren waren
HPV-assoziiert (Ang et al., 2010). Hierbei ist zu berucksichtigen, dass Risikofaktoren
wie Tabak- und Alkoholkonsum die Pravalenzrate beeinflussen konnen, da Patienten
mit HPV-positiven OPSCC seltener starke Raucher sind und weniger haufig einen
Alkoholabusus aufweisen als HPV-negative Tumorpatienten (Rietbergen et al., 2013;
Herrero et al., 2003). Des Weiteren kdnnen sexuelle Gewohnheiten Einfluss auf die
Rate von Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren nehmen. Es wurde gezeigt, dass
HPV-assoziierte Tumorpatienten anamnestisch mehr als einen Sexualpartner
aufweisen und haufiger Oralsex praktizieren (Herrero et al., 2003). In Landern des
indischen Subkontinents gibt es andere Risikofaktoren wie das Kauen von Betel, das
die Pravalenzrate HPV-negativer Tumoren anhebt (Herrero et al., 2003). Somit kann die
Herkunft sowie Lebensgewohnheiten der Patienten die Rate von HPV-assoziierten und
HPV-negativen OPSCC beeinflussen.
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4.1.2. Biometrische Merkmale und Charakteristika von Patienten mit
HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC

In der vorliegenden Arbeit wurde analysiert wie sich das Geschlecht, das Alter zum
Diagnosezeitpunkt (<60 Jahre; 260 Jahre) und der Leistungszustand der Patienten auf
HPV-assoziierte und HPV-negative OPSCC verteilen. Keiner dieser drei Charakteristika
weist eine signifikante Abhangigkeit zum HPV-Status auf. Im Gesamtkollektiv sind zwar
deutlich mehr Manner (77,3%) als Frauen (22,7%) von einem OPSCC betroffen, jedoch
ist kein signifikanter Unterschied der Verteilung in Bezug auf den HPV-Status
ermittelbar. Das Geschlecht ist des Weiteren kein signifikanter Faktor fiir das Uberleben
von Patienten mit OPSCC. In den Niederlanden hat die Arbeitsgruppe von Rietbergen
et al. 71,8% Manner und 28,2% Frauen mit HPV-positiven und 65,5% Manner und
34,4% Frauen mit HPV-negativen OPSCC angegeben (Rietbergen et al., 2013).
Interessanterweise ist hier im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit eine hdhere
Prozentzahl an Frauen unter den HPV-negativen Patienten zu erkennen. Eine andere
Studie aus den USA hat niedrigere Prozentzahlen der Frauen in beiden Tumorentitaten
ermittelt (Ang et al., 2010). Die unterschiedliche Geschlechtsverteilung kénnte durch
sexuelle Praktiken und Lebensgewohnheiten erklarbar sein. Eine hdhere Anzahl an
sexuellen Partnern sowie Oralsex wird mit der Entstehung HPV-positiver OPSCC und
der regelmallige Konsum von Alkohol und Tabak mit der Entstehung HPV-negativer
OPSCC assoziiert (Rietbergen et al., 2013; Herrero et al., 2003). Das ermittelte mediane
Alter der untersuchten Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC liegt zum
Diagnosezeitpunkt bei 59,5 Jahren und das der Patienten mit HPV-negativen OPSCC
bei 59 Jahren und weist somit keinen signifikanten Altersunterschied zwischen beiden
Patientengruppen auf. Das mediane Alter wurde auch in anderen Studien aus Kalin fur
Patienten mit Tonsillenkarzinomen und aus den Niederlanden fur Patienten mit OPSCC
mit rund 60 Jahren angegeben (Klussmann et al., 2003:1; Rietbergen et al., 2013). Im
Gegensatz hierzu haben andere Studien gezeigt, dass Patienten mit HPV-positiven
Tonsillenkarzinomen in Stockholm (Hammarstedt et al., 2006) sowie Patienten mit HPV-
positiven OPSCC im UICC-Stadium Il und IV in den USA (Ang et al., 2010) zum
Diagnosezeitpunkt ein signifikant niedrigeres medianes Alter aufweisen als Patienten
mit HPV-negativen OPSCC. Mdglicherweise bedingt das nahezu gleiche mediane Alter
beider Gruppen, dass kein signifikanter Unterschied im Leistungszustand zwischen den
hier untersuchten Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC ermittelt
wurde (Tabelle 16). Patienten beider Tumorentitdten weisen ein geringeres relatives

Sterberisiko sowohl bei jungerem Alter, als auch mit einem besseren Leistungszustand
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auf. Beide Faktoren kdnnten eine bessere Ausgangslage fur eine physisch belastende
Therapie darstellen, wie beispielsweise eine Chemo- oder Strahlentherapie. Somit
konnten ein jungeres Alter und ein moderater Leistungszustand die besseren
Uberlebensprognosen bedingen. Anhand von multivariaten Cox-Analysen wurde
beispielsweise ein besseres Uberleben nach Chemotherapie fiir Patienten mit OPSCC
und einem besseren Leistungszustand gezeigt (Blanchard et al., 2011). Des Weiteren
kénnten Komorbiditaten in der vorliegenden Arbeit dazu beigetragen haben, dass
Patienten einen niedrigeren Leistungszustand hatten und schneller verstarben als
Patienten mit moderatem ECOG. Die Todesursache wurde in der Datenbank mit 396

Patienten nicht erfasst und konnte daher nicht als Todesursache bertcksichtigt werden.

4.1.3. Analyse der Risikofaktoren

41.3.1. Tabak- und Alkoholkonsum

Regelmaliiger Tabak- und Alkoholkonsum begtinstigen die Entstehung von OPSCC
(Ang et al., 2010; Herrero et al., 2003) und stellen dosisabhangige Risikofaktoren dar
(Herrero et al., 2003; Rietbergen et al., 2013). In Ubereinstimmung mit anderen Studien
aus den USA, waren in der vorliegenden Arbeit signifikant mehr Patienten mit HPV-
negativen OPSCC aktive Raucher oder haben in der Vergangenheit geraucht,
beziehungsweise tranken regelmaRig Alkohol im Vergleich zu den Patienten mit HPV-
assoziierten OPSCC (Fakhry et al., 2008; Ang et al., 2010). Der Alkoholkonsum wurde
in der vorliegenden Arbeit in Standardglasern angegeben. Ein Vergleich mit anderen
Studien war jedoch schwierig, da der Konsum in Studien unterschiedlich eingeteilt
wurde. Korrekte Daten zum Tabak- und Alkoholkonsum sind auf3erdem schwer zu
erheben. Ein Grund hierflr ist die geflrchtete Stigmatisierung der Patienten. Daher
geben viele ihren Konsum geringer an als er tatsachlich ist. Vermutlich sind somit
Patienten, die eigentlich der Gruppe der Patienten mit Alkoholabusus zuzurechnen
waren, in die Gruppe der nicht regelmaflig Alkohol trinkenden Patienten eingeteilt
worden. Des Weiteren befanden sich auf Grund der Einteilung der Patienten anhand
des Tabakkonsums (Kapitel 2.2.2.) viele nicht mehr aktiv rauchende Patienten in der
Gruppe der Raucher. Hierzu gehdren Patienten, die seit weniger als 16 Jahren
Nichtraucher sind. Dadurch kénnte das Sterberisiko in der Gruppe der Raucher in
Richtung eines niedrigeren Sterberisikos beeinflusst worden sein. Diese Faktoren
kdnnten dazu beigetragen haben, dass das Risikoprofil der Patienten verfalscht worden

ist und entgegen der Erwartung (Rietbergen et al., 2013; Ang et al., 2010; Broglie et al.,
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2013), der Tabak- und Alkoholkonsum weder bei den HPV-assoziierten noch bei den

HPV-negativen Patienten signifikante Faktoren fiir das Uberleben darstellen.

4.1.3.2. HPV-Status

Einer der wichtigsten Faktoren fir das Uberleben der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Patienten stellt der HPV-Status dar. Die 5-Jahres Uberlebensrate von
kurativ behandelten Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC liegt bei 79,1% und die der
Patienten mit HPV-negativen OPSCC bei 36,8%. Das relative Sterberisiko von
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC liegt um etwa 2/3 niedriger als das der
Patienten mit HPV-negativen OPSCC. Die bessere Uberlebensprognose von Patienten
mit HPV-assoziierten im Vergleich zu Patienten mit HPV-negativen OPSCC deckt sich
mit den Ergebnissen anderer Studien (Fakhry et al.,, 2008; Licitra et al., 2006;
Rietbergen et al., 2013). Das relative Sterberisiko von Patienten mit OPSCC im UICC
Stadium Il und IV liegt bei Patienten mit HPV-positiven OPSCC um 61% unter dem von
Patienten mit HPV-negativen OPSCC (Fakhry et al., 2008). Mégliche Ursachen fir das
langere Uberleben sind eine vermutete erhéhte Sensitivitat fiir Chemotherapie und
Chemoradiatio HPV-positiver im Vergleich zu HPV-negativen HNSCC-Tumoren (Fakhry
et al., 2008). Diese konnte bedingt sein durch eine geringere Anzahl von Mutationen in
der DNA von HPV-positiven verglichen mit HPV-negativen Tumoren (Stransky et al.,
2011). Auf Grund der deutlichen Uberlebensunterschiede zwischen Patienten mit HPV-
assoziierten und HPV-negativen OPSCC steigt die Bedeutung von Risikomodellen fir
die Identifizierung von effektiveren Therapien mit geringerer Morbiditat. Unsere
Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass unabhangig von der durchgeflhrten Therapie vor allem
der HPV-Status signifikant fiir das Uberleben von Patienten mit OPSCC ist (Wagner et
al., 2017). Dieses Ergebnis stimmt Gberein mit zwei weiteren Studien zu Risikomodellen,
die den HPV-Status als unabhangigen starken prognostischen Faktor identifiziert haben
(Ang et al., 2010, Rietbergen et al., 2013). Aber auch der Leistungsstatus stellt einen
weiteren Risikofaktor fiir das Uberleben dar (Wagner et al., 2017). Weitere wichtige
Prognosefaktoren unterscheiden sich in den Modellen. Unsere Studie hat zusatzlich das
T- und N-Stadium des Tumors, den ECOG und das Alter der Patienten in das Modell
einbezogen (Wagner et al.,, 2017). Eine andere Studie hat die Packungsjahre der
Raucher als Risikofaktor integriert (Ang et al. 2010). Anstelle des ECOG hat eine weitere
Studie eine umfangreichere Klassifizierung fur die Komorbiditat einbezogen (Rietbergen
et al., 2013). Die drei erwahnten Studien unterschieden sich jedoch in der Auswahl des
Patientenkollektivs und der primar durchgefuhrten Therapie, sodass auch mdgliche
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Unterschiede bezlglich wichtiger Risikofaktoren fir die Modelle der Studien erklart
werden kénnten. Alle drei Studien haben jedoch gezeigt, dass es Patientengruppen mit
unterschiedlichen Uberlebensprognosen gibt, die sich in niedriges, mittleres und hohes
Risiko einteilen lassen. Somit kdnnten Risikomodelle in Zukunft zu einer besseren
Therapiewahl und Uberlebensprognose beitragen (Wagner et al., 2017; Ang et al., 2010;
Rietbergen et al., 2013). Die Uberarbeitete TNM-Klassifikation in der 8. Auflage hat
inzwischen in der Einteilung HPV-positive und HPV-negative OPSCC unterschieden
und somit erstmals einen nicht-anatomischen Risikofaktor fiir das Uberleben
bertcksichtigt (Brierley et al., 2017; O’Sullivan et al., 2015).

41.3.3. Tumoreigenschaften und Metastasierung

Fur die HPV-assoziierten Tumoren hat sich ergeben, dass sie im UICC-Stadium | und Il
unterreprasentiert sind und sich signifikant haufiger im UICC-Stadium Il finden. Eine
mogliche Erklarung hierfir kann die schnellere lokoregionare Metastasierung HPV-
assoziierter OPSCC sein, da der Halslymphknotenstatus im Gegensatz zu Stadium |
und Il ab dem UICC-Stadium Il positiv sein kann. Die Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC weisen signifikant haufiger lokoregionare Metastasen (85,1%) auf verglichen
mit Patienten mit HPV-negativen OPSCC (70,4%). Eine Studie aus zwei
niederlandischen Universitatskrankenhdusern hat fir Patienten mit HPV-positiven
OPSCC gezeigt, dass diese zwar haufiger kleiner sind aber haufiger
Lymphknotenmetastasen aufweisen als HPV-negative OPSCC (Rietbergen et al.,
2013). Entgegen dieses Resultates hat eine andere Studie keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen positivem HPV-Status und Tumorstadium des OPSCC
festgestellt (Licitra et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit lieRen sich aus dem
Gesamtkollektiv drei UICC-Gruppen flir eine bessere statistische Auswertbarkeit
zusammenfassen, die signifikante Unterschiede im Uberleben aufwiesen: UICC-
Stadium | —lll, IVa und IVb-IVc. Fur Patienten mit HPV-negativen OPSCC ergeben sich
in der vorliegenden Arbeit signifikante Uberlebensunterschiede zwischen den drei
zusammengefassten UICC-Gruppen, wahrend fiur Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC signifikante Uberlebensunterschiede nur zwischen UICC I-lll und IVb-IVc
bestehen. Eine mdgliche Erklarung hierfir kdnnte eine bessere Sensitivitat HPV-
positiver OPSCC fur Chemotherapie und Chemoradiatio darstellen (Fakhry et al., 2008).
Hierdurch kénnten Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC im Stadium IVa und Stadium
IVb und IVc und entsprechender Therapie, eine bessere Uberlebensprognose erhalten

haben und der Uberlebensunterschied zwischen den Gruppen nicht mehr signifikant
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sein im Vergleich zu Patienten mit HPV-negativen OPSCC. Die detailliertere
Untersuchung der Tumorausdehnung hat die Ergebnisse anderer Studien bestétigt,
dass HPV-assoziierte OPSCC haufiger kleine (T1-T2) als gro3e Tumorgréfien (T3-T4)
aufweisen (Ang et al., 2010; Rietbergen et al., 2013; Fakhry et al., 2008). Bei den HPV-
negativen OPSCC st kein signifikanter Unterschied der Verteilung auf die
Tumorausdehnung nachweisbar. Eine mogliche Ursache fur diesen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Tumorentitdten kénnte deren Atiologie darstellen.
Das HPV-negative OPSCC wird haufiger durch Tabak- und Alkoholkonsum verursacht
und weist eine Haufung von Mutationen in Tumorsuppressorproteinen auf (Stransky et
al., 2011). Dieses konnte zu schnellerem Tumorwachstum fiihren, wobei fortlaufender
Alkohol- und Tabakkonsum das Tumorwachstum weiter fordern kénnte. Eine weitere
maogliche Erklarung stellt die schnellere lokoregionare Metastasierung HPV-assoziierter
OPSCC dar (Andl et al., 1998; Paz et al., 1997). Diese flhrt friher zu vergrofierten
Halslymphknoten und kénnte einen friiheren Arztbesuch und infolgedessen eine frihere
Diagnose bereits kleiner Tumoren erklaren. Die Analyse der Fernmetastasierung hat
keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Tumorentitaten ergeben. Die
Ergebnisse sprechen daflir, dass die schnellere Metastasierung nur fir die
Halslymphknoten, allerdings nicht fir die Fernmetastasierung zutrifft. Méglicherweise ist
hier die Lokalisation in den Tonsillen als lymphatisches Organ von Bedeutung, da
Tumorzellen durch den lymphatischen Abstrom schneller in die lokalen Lymphknoten
immigrieren kénnen.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass HPV-positive HNSCC vor allem von den
Tonsillen, aber auch vom Zungengrund ausgehen (Klussmann et al., 2003:1; Fakhry et
al.,, 2008; Rietbergen et al.,, 2013). Ein Vergleich beider Tumorentitdten in der
vorliegenden Arbeit zeigt Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen, da signifikant
haufiger HPV-assoziierte OPSCC (80,0%) in den Tonsillen lokalisiert sind als HPV-
negative (37,4%).

4.1.4. Analyse unterschiedlicher Therapieverfahren

Bezlglich der Wahl einer mono- oder multimodalen Behandlung wurde kein
Zusammenhang zum HPV-Status des Tumors festgestellt (p = 0,184). Erkennbar ist
jedoch, dass unter den HPV-assoziierten OPSCC der Anteil adjuvant therapierter
Patienten hoher liegt als bei den Patienten mit HPV-negativen OPSCC, auch wenn
dieses Ergebnis nicht signifikant ist. Eine Vermutung hierfir ist die frihe lokoregionare

Metastasierung HPV-assoziierter Tumoren. Des Weiteren sind keine signifikanten
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Unterschiede in der Wahl einer Operation und dem HPV-Status der OPSCC (p = 0,085)
ermittelbar, obwohl innerhalb der HPV-assoziierten Tumoren prozentual ein hdherer
Anteil operiert wurde als innerhalb der HPV-negativen. Dieses konnte dadurch
begriundet werden, dass HPV-assoziierte Tumoren signifikant haufiger ein T1 und T2-
Stadium aufweisen und eine Operation eher fir kleine Tumoren gewahlt worden ist, da
die Operation eine hdhere Wahrscheinlichkeit einer totalen Tumorresektion beinhaltet
im Vergleich zu gré3eren Tumoren. Des Weiteren lassen sich die Ergebnisse dadurch
erklaren, dass sich derzeitige Therapieempfehlungen fur das OPSCC nicht am HPV-
Status orientieren, sondern vielmehr an der Tumorausdehnung und dem Status der
Metastasierung ((NCCN Guidelines) Head and Neck Cancers. Version 2.2013
http://www.nccn.org, Stand 07.02.2016) (Panwar et al., 2014; Licitra et al., 2009). Die in
der vorliegenden Arbeit untersuchten operierten Patienten weisen einen héheren Anteil
mit signifikant besserem Leistungszustand und einem jingeren Alter zum
Diagnosezeitpunkt auf als nicht operierte Patienten. Dies konnte die Durchflihrung einer
operativen Tumorresektion beglinstigen und daher dazu beigetragen haben, dass flr

diese Patienten eher eine Operation gewahlt wurde.

4.1.5. Analyse des Uberlebens nach Operation

Es wurde eine multivariate Analyse durchgefiihrt mit dem Ergebnis, dass sich eine
Operation als Therapieform positiv auf das Uberleben von Patienten mit OPSCC
auswirkt, unabhangig von den Faktoren HPV-Status, Leistungszustand nach ECOG und
UICC-Stadium des Tumors. Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen einer Studie
von Seikaly et al. Uberein, die den Vorteil fir das Uberleben nach einer Operation,
allerdings in Verbindung mit adjuvanter Behandlung, flir sowohl fortgeschrittene p16-
positive als auch p16-negative OPSCC gezeigt hat (Seikaly et al., 2016). Die
Uberlebensanalyse von kurativ behandelten Patienten mit OPSCC in der vorliegenden
Arbeit hat ergeben, dass operierte Patienten eine héhere 5-JUR im Vergleich zu nicht
operierten aufweisen. Das relative Sterberisiko fir Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC liegt mit operativer Therapie 83,9% niedriger als ohne Operation. Fir Patienten
mit HPV-negativen OPSCC liegt das relative Sterberisiko rund 60,3% niedriger nach
Operation. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Patienten mit HPV-
assoziierten OPSCC durch einen operativen Eingriff einen zusatzlichen
Uberlebensvorteil erhalten, im Vergleich zu solchen die mit primarer Chemoradiatio oder
Radiatio therapiert wurden. Es ist jedoch zu beachten, dass die operierten Patienten mit

HPV-assoziierten OPSCC einen besseren Leistungszustand und kleinere Tumoren
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hatten als solche, die eine primadre Chemoradiatio oder Radiatio bekommen haben.
Allerdings stimmt das Ergebnis Uberein mit einer Studie an fortgeschrittenen OPSCC
mit Tumorstadium Il und IV. Diese hat gezeigt, dass eine multimodale Therapie mit
Operation bei p16-positiven Patienten ein besseres 5-Jahres krankheitsspezifisches
Uberleben aufweist als das von p16-negativen Patienten mit gleichem Therapieregime
und das von Patienten mit p16-positivem Status und Chemoradiatio (Seikaly et al.,
2016). In der vorliegenden Arbeit wurde zusétzlich ein Uberlebensvorteil durch
Entfernung vom Tumor befallener Halslymphknoten und umliegendem Gewebe fur
sowohl Patienten mit HPV-assoziierten als auch HPV-negativen OPSCC gezeigt. Daher
scheint der Status der regionéaren Metastasierung auch fiir das Uberleben der Patienten
mit HPV-assoziierten Patienten wichitg zu sein. Dieses Ergebnis widerspricht einer
Studie, die gezeigt hat, dass der N-Status nur Einfluss auf die Prognose von Patienten
mit HPV-negativen OPSCC hat, nicht aber auf die Prognose von Patienten mit HPV-
positiven OPSCC (Rietbergen et al., 2013).

4.2. Experimenteller Teil

4.2.1. Uberlebensanalyse des Paarvergleich-Kollektivs

Das Ergebnis, dass Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ein langeres Uberleben
aufweisen als Patienten mit HPV-negativen OPSCC haben zahlreiche Studien gezeigt
(Ang et al., 2010; Licitra et al., 2006). Anhand von immunhistochemischen Farbungen
mit Antikorpern fir p-Catenin und p120ctn wurde in der vorliegenden Arbeit das
Uberleben von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC anhand des
nuklearen Nachweises der Catenine in Primartumoren untersucht. Hierbei ist vor allem
die Kernfarbung mit p120ctn in metastasierten Primartumoren HPV-negativer OPSCC
ein prognostisch schlechter Faktor fiir das Uberleben. Die Zellkernfarbung mit p120ctn
wurde auch in Pankreaskarzinomen (Mayerle et al., 2003) und oralen Karzinomen (Lo
Muzio et al., 2002) mit niedrigerem Uberleben in Verbindung gebracht. Die Ergebnisse
hier kdnnten daflrsprechen, dass die Kernfarbung von p120ctn auch in OPSCC mit
einem schlechteren Uberleben, insbesondere von Patienten mit HPV-negativen
OPSCC, assoziiert ist. Allerdings sollten die Ergebnisse aufgrund der geringen
StichprobengréfRe mit Vorsicht betrachtet werden. Fur die Farbung von B-Catenin im
Zellkern von Primartumoren mit Halslymphknotenmetastasen haben Patienten mit HPV-
assoziierten Tumoren mit Zellkernfarbung das beste Uberleben. Patienten mit HPV-

negativen OPSCC und Zellkernfarbung haben ein signifikant schlechteres Uberleben.
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Dieses wurde jedoch nicht fir OPSCC ohne Halslymphknotenmetasasen gezeigt. Eine
neuere Studie hat ebenfalls ein schlechteres Uberleben von operierten Patienten mit
HPV-negativen OPSCC und niedriger membranarer 3-Catenin Expression sowie mit

nuklearer B-Catenin Expression gezeigt (Garcia-Pedrero et al., 2017).
4.2.1. Immunhistochemischer Nachweis von 3-Catenin und p120ctn

In Studien wurde gezeigt, dass B-Catenin in HPV-assoziierten Tonsillenkarzinomen
Uberwiegend im Zellkern lokalisiert ist (Stenner et al., 2011). Dieses hat auch die Studie
von Hu et al. (2015) an HPV-positiven und negativen Zellinien von HNSCC gezeigt. Die
Analyse der immunhistochemisch gefarbten Tumorschnitte des Paarvergleich-
Kollektivs hat keine signifikanten Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC beziglich der Lokalisation des B-Catenins im Tumorgewebe
ergeben. Es fanden sich fir B-Catenin weiterhin auch keine signifikanten Unterschiede
zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen Tumoren in der Haufigkeit der
gefarbten Zellkerne. Fur p120ctn konnte in der dichotomen Einteilung der Kernfarbung
kein signifikanter Zusammenhang zum HPV-Status festgestellt werden. Es wurden
jedoch mehr gefarbte Zellkerne in den HPV-assoziierten Tumoren detektiert als in den
HPV-negativen. In den immunhistochemischen Farbungen wurde bei jedem
Farbevorgang eine entsprechende Negativkontrolle durchgefihrt (Kapitel 2.2.5.). Diese
Kontrollen wiesen keine Farbungen auf und daraus ist zu schlieen, dass es nicht zur
Anfarbung unspezifischer Strukturen der Tumorschnitte gekommen ist. In den
Tumorschnitten war haufig ein Teil des Plattenepithels nicht von Tumorzellen infiltriert,
sodass eine interne Positivkontrolle mit normaler Membranfarbung der untersuchten
Catenine zum Vergleich mit den Tumorabschnitten vorlag. Die Farbeintensitat der
Gewebeschnitte unterschied sich zum Teil deutlich voneinander. Dies wies jedoch keine
Abhangigkeit zum HPV-Status auf. Ein mdéglicher Grund kénnte der Zustand der in
Paraffin eingebetteten Tumorschnitte sein, die je nach Alter und Einbettung/Fixierung
unterschiedliche Qualitdten aufgewiesen haben koénnten. Dies kdnnte dazu gefuhrt
haben, dass einige Tumoren den Antikérper schlechter gebunden und daher zu einer
weniger intensiven Farbung geflhrt haben. Im Gegensatz zur immunhistochemischen
B-Catenin Farbung wies die p120ctn Farbung eine signifikante Abhangigkeit zwischen
Farbeintensitat des Tumorschnittes und der Kernfarbung auf. Das Ergebnis, dass die
Haufigkeit gefarbter Zellkerne in den p120ctn-Antikérper gefarbten OPSCC mit HPV-
assoziiertem Status hdher lag als in den HPV-negativen OPSCC, muss mit diesem

Hintergrund kritisch betrachtet werden.
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Bei keinem der untersuchten Tumoren waren die Catenine nur an der Zellmembran
detektierbar. Die haufigste Lokalisation war das Zytoplasma. Dieses Ergebnis spricht
daflr, dass jeder Tumor Areale mit der Translokation der untersuchten Catenine
aufweist, wenngleich der nukledre Nachweis in geringerem Ausmal} festgestellt wurde
als der im Zytoplasma. Die Lokalisation von p120ctn im Zytoplasma ist auch in
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus (Chen et.al, 2015) sowie in lobuléren
Mammakarzinomen (Sarrio et. al., 2004) beschrieben wurden. Aufderdem wird p120ctn
im Zytoplasma eine Interaktion mit den GTPasen zugeschrieben, die fir die Regulation
der Zellstabilitat und Zellmotilitdt eine wichtige Rolle spielen (zusammengefasst in
Schackmann et al., 2013). Fur B-Catenin wurde in HPV-16 positiven HNSCC-Zellinien
im Vergleich zu den HPV-negativen zwar ein signifikant hoherer Anteil an B-Catenin im
Zellkern, nicht jedoch im Zytoplasma gezeigt (Hu et al., 2015). Die Ergebnisse von
Stenner et al. (2011) konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden, da keine
Abhangigkeit der Translokation des [3-Catenins vom HPV-Status nachgewiesen werden
konnte. Die Expression von p120ctn im Zytoplasma war unabhangig vom HPV-Status
nachweisbar. Ein moglicher Grund fir die nicht signifikanten Ergebnisse zur nukledren
Lokalisation der beiden Catenine in Bezug zum HPV-Status, ist die kleine
GruppengroflRe des Kollektivs, da jeder einzelne Fall erheblichen Einfluss auf die
Statistik hat.

4.3. Ausblick

Die hier diskutierten Ergebnisse lassen deutlich die unterschiedlichen Risikoprofile und
Uberlebensprognosen von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC
erkennen. Der Alkohol- und Tabakkonsum erwiesen sich entgegen vieler anderer
Studien (Ang et al., 2010; Rietbergen et al., 2013; Broglie et al., 2013) als keine
signifikanten Faktoren fir das Uberleben. Als Risikofaktoren fiir das Uberleben wurden
jedoch der Leistungszustand, die TumorgrofRe, sowie das Alter und die operative
Therapie der Patienten ermittelt. Als ein prognostisch gunstiger Faktor flr das
Uberleben wurden die Operation und die Durchfiihrung einer Neck dissection
identifiziert. Trotz der bekannten Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC, gibt es bislang noch keine Therapierichtlinien flr das
Oropharynxkarzinom, die sich am HPV-Status orientieren. Es waren vor allem
randomisierte klinische Studien notwendig, um sinnvolle Therapieleitlinien fur das HPV-
assoziierte und das HPV-negative OPSCC zu erarbeiten. Zurzeit werden weltweit einige

prospektive Studien zu verschiedenen Deeskalations-Therapieverfahren an HPV-
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assoziierten und HPV-negativen OPSCC durchgefuhrt oder befinden sich in Planung.
Es bleibt daher abzuwarten, ob in Zukunft Therapieleitlinien an den HPV-Status
angepasst werden. Ein erster Schritt ist jedoch zunachst die Unterscheidung der zwei
Tumorentitaten des Oropharynxkarzinoms, wie sie klrzlich in der aktuellen Ausgabe
des UICC umgesetzt wurde (Brierley et al., 2017; O’Sullivan et al., 2015).

Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit wurde durchgeflhrt, um an HPV-
assoziierten und HPV-negativen OPSCC zu untersuchen, wo B-Catenin und p120ctn im
OPSCC-Tumorgewebe nachweisbar sind. Die Catenine tragen normalerweise an der
Zellmembran zur Zellstabilitat bei (Reynolds et al., 1994; Daniel et al., 1995). In dieser
Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen dem HPV-Status der untersuchten
Tumoren und der Lokalisation von B-Catenin und p120ctn im Zellkern nachgewiesen
werden. Es wurde jedoch immunhistochemisch der zytoplasmatische und teilweise auch
der nukledre Nachweis von B-Catenin und p120ctn erbracht. Offen bleibt jedoch die
Frage, wovon die Lokalisation abhangt. Es ware in weiteren Studien interessant, sowohl
immunhistochemische als auch Immunfluoreszenzfarbungen fir alle Schnitte
anzuwenden, um die Lokalisation der beiden Catenine im Tumorgewebe genauer zu
untersuchen. Des Weiteren kénnen Antikérper fiur B-Catenin und p120ctn in
Immunfluoreszenzfarbungen gleichzeitig auf einem Tumorschnitt gefarbt werden.
Unterschiede zwischen der Lokalisation der Catenine kdnnen so besser am selben
Tumorschnitt analysiert werden. Es sind weitere Untersuchungen an einem gréReren
Kollektiv notwendig, um die Lokalisation von B-Catenin und p120ctn in HPV-assoziierten
und HPV-negativen Primartumoren als auch Metastasen zu untersuchen, da dieses
einen entscheidenen Schritt fir die Entstehung von Metastasen darstellen und somit die

Uberlebensprognose der Patienten beeinflussen konnte.
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5.0 Zusammenfassung

Das Plattenepithelkarzinom des Oropharynx (OPSCC) wird anhand der
Tumorentitat in das HPV-assoziierte und das HPV-negative OPSCC untergliedert.
Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, Risikofaktoren fiir beide Tumorentitaten
zu identifizieren und mogliche Uberlebensunterschiede sowie molekulare
Unterschiede zu untersuchen. Zur Erreichung der Ziele wurden die klinischen
Daten von 396 Patienten mit invasiven OPSCC aus den Jahren 2000-2009 in
Zusammenarbeit mit dem ,Gieener Tumordokumentationssystem (GTDS)*
ausgewertet. Folgende Parameter wurden erhoben: Tumorstadium, anatomische
Lokalisation, Geschlecht, Alter, Leistungszustand, Tabak- und Alkoholkonsum,
Therapie und Uberleben. Der HPV-Status der Tumor- und Metastasenproben
wurde in Zusammenarbeit mit der ,Abteilung flir angewandte Tumorbiologie“ am
Universitatsklinikum in Heidelberg analysiert. Fir die molekulare Analyse wurden
Patienten mit OPSCC der Tumorausdehnung T1-T3 einbezogen (n=40). Diese
wurden nach Geschlecht, Tumorausdehnung und Alter gepaart. Im
Paarvergleichs-Kollektiv waren 50% HPV-assoziierte und -negative OPSCC. Die
Halfte der OPSCC wies Lymphknotenmetastasen auf. Immunhistochemisch
angefarbte Tumorschnitte wurden bezuglich der zellularen Lokalisation von B-
Catenin und p120ctn untersucht und das Uberleben anhand des Nachweises der
Catenine im Zellkern der Primartumoren analysiert.

In den Jahren 2000-2009 waren 20% der untersuchten OPSCC HPV-assoziiert.
Unabhangig vom HPV-Status waren ein besserer Leistungszustand und jlingeres
Alter, sowie die kurative Therapie mit Operation mit besserem Uberleben
assoziiert. Die 5-JahresUberlebensrate der Patienten betrug mit HPV-assoziierten
OPSCC 79,1% und mit HPV-negativen 36,8%. HPV-assoziierte OPSCC waren
haufiger in den Tonsillen lokalisiert, hatten kleinere Tumorausdehnungen und
waren haufiger lokal metastasiert als HPV-negative. Patienten mit HPV-negativen
OPSCC wiesen haufiger regelmafligen Tabak- und Alkoholkonsum auf als
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC (p=<0,001).

Die molekulare Analyse der OPSCC hat ergeben, dass p-Catenin und p120ctn
vor allem im Zytoplasma und teilweise in den Zellkernen nachweisbar waren.
p120ctn im Zellkern metastasierter Primartumoren war fur Patienten mit HPV-
negativen OPSCC mit einem schlechteren Uberleben assoziiert. Die gewonnenen
Erkenntnisse konnten zukinftig in Risikomodellen fur die Stratifizierung der

Therapie eingesetzt werden.
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Zusammenfassung

5.1. Abstract

Squamous cell carcinoma of the oropharynx (OPSCC) are subdivided into two tumor
entities: the HPV-related and the HPV-negative OPSCC. The aim of this thesis was to
identify and examine the risk factors for both tumor entities, possible differences in
survival and molecular differences. Therefore, the clinical data from 396 patients with
invasive OPSCC from the years 2000-2009 have been analyzed in cooperation with
“Gieltener Tumordokumentationssystem, (GTDS)”. Following parameters have been
considered: tumor stage, anatomical location, sex, age, performance status, tobacco
and alcohol consumption, therapy and overall survival. The HPV-status of the tumor and
metastasis samples have been analyzed in cooperation with the department of Applied
Tumor Biology at the Heidelberg University Hospital/Germany. For the molecular
analysis, patients with OPSCC and tumor stage T1-T3 were included (n=40). The
patients were matched according to tumor stage, age and sex. Half of the patients had
HPV-related and the other half HPV-negative OPSCC. Fifty percent of the OPSCC did
show cervical lymph node metastases. Tumor slices were stained by
immunohistochemistry and analyzed in regard to cellular location of B-catenin and
p120ctn. In addition, the survival of the patients was examined, according to the nuclear
location of B-catenin and p120ctn in primary tumors.

In the years from 2000 — 2009, 20% of the analyzed OPSCC were HPV-related.
Independent from the HPV-status, a better performance status, younger age as well as
a curative therapy with surgery were found to be associated with a better survival. The
5-year survival rate of patients with HPV-related OPSCC resulted in 79.1% and for those
with HPV-negative OPSCC in 36.8%. HPV-related OPSCC were located more
frequently in the tonsils, had smaller tumor sizes and were more frequently locally
metastasized than HPV-negative OPSCC. A higher number of patients, consuming
tobacco and alcohol frequently, were found in patients with HPV-negative OPSCC,
compared to patients with HPV-related OPSCC (p<0,001).

The molecular analysis has revealed, that 3-catenin and p120ctn were mainly located
in the cytoplasm and partially in the nucleus in the examined samples from OPSCC. The
detection of p120ctn in the nucleus of metastasized primary tumors has been found to
be associated with a reduced survival rate for patients with HPV-negative OPSCC. The
results from this examination may be used as a tool for risk models and stratification of

therapies in future.
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