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1. Abkurzungsverzeichnis

HNCUP Head and neck cancer of unknown primary

HPV Humane Papillomviren

HNC Head and neck cancer

EBV Ebstein-Barr-Virus

OPC Oropharyngeal carcinoma

ENE Extranodal extension

FDG-PET-CT Fluordesoxyglucose-Positonen-Emissions-
Tomographie-Computertomographie

TORS Transoral robotic surgery

TLM Tissue laser microsurgery

(S'MR) ND (Selective/ modified radical) neck dissection

RT Radiotherapie

RCT Radiochemotherapie

IMRT Intensitatsmodulierte Radiotherapie

VMAT Volumenmodulierte Arc Therapie

ANOVA Analysis of variance

FET Fisher’s exact test

0S Overall survival

HR Hazard ratio

Cl

Confidence interval




2. Kurzzusammenfassung

In der achten Version der TNM Kiassifikation maligner Tumoren wurde erstmals ein Kapitel flr
Kopf-Hals-Tumoren mit unbekanntem Ursprung (HNCUP) eingefuhrt. Dieses Stadien-System
basiert auf den Erkenntnissen grof3erer Studien zu Oropharynx-Karzinomen und wurde nie im
Rahmen einer klinischen Studie hinsichtlich seiner Validitat fir HNCUP untersucht. VVor dem
Hintergrund sich &ndernder Zusammensetzungen der Patient*innenkollektive (e.g. hthere HPV-
Inzidenzen) und fur potenzielle Anpassungen im Therapieregime einzelner UICC-Stadien ist eine
solche Uberpriifung jedoch wichtig, was Ziel dieser Studie war.

Im Rahmen unserer Studie wurden 97 Patient*innen, welche zwischen 2009 und 2018 an der
Charité beziiglich eines HNCUP behandelt wurden, retrospektiv analysiert und die Veranderungen
in den Uberlebenskurven der einzelnen UICC-Stadien von TNM 7 zu TNM 8 mittels der Kaplan-
Meier Methode dargestellt. Bei allen Patient*innen wurde im Rahmen der Studie der p16- und
EBV-Status bestimmt.

Ca. 73 % der Patient*innen waren méannlich und 27 % weiblich, das Durchschnittsalter bei
Erstdiagnose betrug 64,6 Jahre. 49,5 % waren zum Diagnosezeitpunkt aktive Raucher*innen, eine
Rauchhistorie (ehemalige oder aktive Rauchende) wiesen 58,8 % der Patient*innen auf. Ein
positiver p16-Status zeigte sich in 37,1 % der Falle, ein positiver EBV-Status in 4,1 % der Félle.
Es fand sich eine Verschiebung der UICC Stadien von mittleren Stadien nach TNM 7 (78,4 %
Stadium 111/IVa) hin zu niedrigeren Stadien fir p16 positive Patient*innen nach TNM 8 (86,1 %
Stadium 1). P16 negative Patient*innen wiesen nach TNM 8 héufig ein erhéhtes Stadium auf
(56,1% Stadium IVb). Faktoren mit einem signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben in der
univariaten Analyse stellten der p16-Status (P=0,002), extranodales Wachstum (P=0,001), der N-
Status und das UICC-Stadium nach TNM 7 (jeweils P<0,001) sowie das UICC-Stadium nach
TNM 8 (P<0,001) dar. Wahrend nach TNM 7 zwischen den UICC-Stadien IVb und ¢ kein
signifikanter Unterschied im Gesamtuberleben festzustellen war, zeigten die einzelnen
Uberlebenskurven nach TNM 8 zwischen allen Einzelstadien signifikante Unterschiede (1Vb zu c,
P=0,001). Aktive Raucher*innen hatten ein signifikant niedrigeres Erkrankungsalter (P=0,003)
und starben jlnger als Nie- und ehemalige Raucher*innen. Der EBV-Status konnte in unserer
Studie nicht als prognosebestimmender Faktor bestatigt werden.

Durch die stérkeren Unterschiede im Gesamtiiberleben zwischen den einzelnen Stadien ist die
Validitat der Prognose anhand des TNM Kilassifikationssystems gestiegen. Die bislang nicht
bestehenden Unterschiede in der Therapie pl6-positiver und -negativer HNCUP Patient*innen

sollten in prospektiven Studien weiter eruiert werden.



Die prognostische Signifikanz hat sich von TNM 7 zu TNM 8 verbessert und das
Klassifikationssystem kann im klinischen Alltag gut angewendet werden.

3. Abstract

For the first time the eighth edition of the TNM Classification of malignant tumors contains a
whole chapter about head and neck cancer of unknown primary (HNCUP). The proposed staging
system is based on the results of studies researching oropharyngeal cancer and has never been
verified regarding its validity for HNCUP. But in the context of changing patient collectives (e.g.,
due to higher HPV-incidences) and potential changes in therapy regimens for single UICC stages
it is necessary to verify the classification’s validity for HNCUP, which was the aim of the current
study.

A total of 97 patients, who were treated for HNCUP at Charité hospital in the period of 2009 to
2018, were analyzed retrospectively. The changes between the overall survival (OS) of the single
UICC stages according to TNM 7 and TNM 8 were shown using the Kaplan-Meier method. The
patients’ p16- and EBV-status was already known or was determined for this study.

About 73% of the patients were male, 27% were female, the average age at initial diagnosis was
64.6 years. 49.5% were current smokers when they were first diagnosed with HNCUP, 58.8% had
a documented history of smoking, 37.1% were positive for p16, 4.1% were positive for EBV.
According to TNM 7 patients were mainly at intermediate UICC stages (78.4% stage I11/1Va).
There was a change to lower UICC stages for p16-positive patients according to TNM 8 (86.1%
stage 1) and to higher stages for p16-negative patients (56.1% stage 1Vb).

In the univariate analysis factors with significant influence on OS were p16-Status (P=0.002),
extranodal extension (P=0.001), nodal category and UICC stage according to TNM 7 (both
P<0.001) and UICC stage according to TNM 8 (P<0.001). There was no significant difference
between UICC stages Vb and I\VVc according to TNM 7 but according to TNM 8 significant
differences between every single UICC stage could be found (IVb to 1VVc, P=0.001). Current
smokers were significantly younger at initial diagnosis (P=0.003) and died younger than never or
former smokers. This study was not able to show significant influence of EBV on the OS.

Due to the significant differences in the OS of the single UICC stages the validity of the prognosis
for HNCUP has improved with TNM 8. Yet not existing differences in the therapy of p16-positive
and -negative patients should be further discussed by prospective studies.

The prognostic significance has improved with TNM 8, and it is applicable for clinical practice.



4. Einleitung

4.1 Atiologie, Klassifikation und Epidemiologie

Wird im Kopf-/Hals-Bereich eine Lymphknotenmetastase entdeckt, welche ohne erkennbaren
Ursprung des Primartumors entstanden ist, so wird die Ausschlussdiagnose Head and neck cancer
of unknown primary (HNCUP) gestellt.

Bei einer Gesamtzahl von ungefahr 17500 in Deutschland im Jahr 2016 diagnostizierten Kopf-
/Hals-Tumoren haben HNCUP mit ungefahr 1 bis 5 % nur einen geringen Anteil an der Gesamtheit
aller Kopf-/Hals-Tumoren (1-5). Mit einem Anteil von 75 bis 90 % aller Falle sind
Plattenepithelkarzinome (PEKA) die haufigste Tumorentitat in HNCUP (5-7).

Das humane Papillomvirus (e.g. HPV-16) stellt als persistierende Infektion einen deutlichen
Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Kopf-/Hals-Tumors (und somit auch HNCUP) dar und
kann in Europa in circa 40 % der Kopf-/Hals-Tumoren (HNC) nachgewiesen werden (8, 9). In den
Vereinigten Staaten von Amerika l&sst sich eine latente orale Infektion mit HPV in ca. 6,9 % der
Bevolkerung zwischen 14 und 69 Jahren feststellen. Dies hdngt direkt mit Faktoren wie

beispielsweise der Anzahl an Sexualpartner*innen, Alter oder Geschlecht zusammen (10).

Weitere bekannte Risikofaktoren fir die Entwicklung von Karzinomen, wie Rauchen und starker
Alkoholkonsum spielen ebenso eine wichtige Rolle in der Genese von HNCs. Eine Infektion mit
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) erhoht vor allem in der Entwicklung von Nasopharynx-
Karzinomen (NPC) das Risiko (11-13).

Gerade der Einfluss von HPV-Positivitat auf die Prognose der Patient*innen mit Oropharynx-
Karzinom (OPC) ist in den letzten Jahren in den Fokus geriickt, da hier gezeigt werden konnte,

dass diese Patient*innen ein besseres Gesamtiiberleben aufweisen bei gleicher Therapie (14).

In den TNM-Klassifikationssystemen wurde diesem Umstand bis einschlieflich TNM 7 nicht
Rechnung getragen, zudem existierte bis zur Revision des Klassifikationssystems im Jahr 2016
kein eigenes Kapitel fir HNCUP (15).

Auf Grundlage einer 2603 Patient*innen umfassenden retrospektiven Studie von O 'Sullivan et al.
wurde die Unterteilung der OPC in HPV-positive und -negative Karzinome vorgeschlagen und in
der Folge durch das American Joint Committee on Cancer (AJCC) und die Union for International
Cancer Control (UICC) 2016 vorgenommen (16-18).



Die GroRe des befallenen Lymphknotens, die Anzahl befallener Lymphknoten und das regionale
Metastasierungsmuster mit ipsi-, kontra- oder bilateralen Lymphknotenmetastasen sind neben dem
Vorhandensein einer extranodalen Ausbreitung (ENE) weitere Faktoren bei Patient*innen mit p16-
negativen HNC (18). Zusétzlich findet sich in der achten Edition der TNM Kilassifikation der
UICC zum ersten Mal eine eigenstéandige Klassifikation fir HNCUP, welche — wie bei der OPC-
Klassifikation — anhand des HPV/ p16- Status und EBV-Status eine getrennte Einteilung nach N-
und UICC- Stadien vornimmt (19).

Dass eine p16-Assoziation auch fiir HNCUP einen Uberlebensvorteil bedeutet, konnten unter
anderem Cheraghlou et al. in einer 978 Patient*innen umfassenden, retrospektiven Studie
aufzeigen (20). Dieser Einfluss, wie auch ein langeres krankheitsfreies Uberleben (DFS) konnte
auch durch andere Studien bewiesen werden (21, 22). EBV, als das zweite wichtige Virus, welches
zur Zuteilung zu UICC-Klassen benutzt wird, wurde bislang nur fir NPC als begunstigender
Faktor hinsichtlich des Uberlebens in Studien beschrieben (23).

NPCs nehmen jedoch innerhalb der HNC eine Sonderrolle ein, da sie vor allem regional gehduft
in Stidostasien und hier besonders in Stidost China auftreten, weshalb von einem groRen Einfluss
von ethnisch bedingten genetischen Unterschieden auf die Entwicklung von NPCs ausgegangen
werden kann (13, 24, 25).

Anhnliche Studien zu dem Einfluss von EBV auf das Uberleben von HNCUP sind bislang nicht

existent.

4.2 Diagnostik und Therapie

Zur Suche nach einem Primartumor bei diagnostiziertem HNCUP werden sowohl MRT und CT-
Scans als auch weiterfiihrend die Panendoskopie mit Biopsie-Entnahme und/oder Tonsillektomie
und Abtragung des Zungengrunds und das FDG-PET-CT eingesetzt (26, 27). Fokussiert wird die
Suche hierbei vor allem auf die Bereiche des Oropharynx, Hypopharynx und der Mundhéhle, da
sich dort in Uber der Halfte der Félle der Primarius finden l&sst (28). In einer Studie von Lee et al.
stellten insbesondere die Tonsillae palatinae (Gaumenmandeln) mit 28.3 % und der Zungengrund

mit 20.6 % haufige Primérlokalisationen dar (29).

Neben den herkdmmlichen Verfahren werden auch immer wieder neue Anséatze in der méglichen
Diagnostik von Primartumoren ausgetestet. So erhéhen die transoral robotic surgery (TORS)

ebenso wie die transoral laser microsurgery (TLM) die Genauigkeit der Probeentnahme im



Vergleich zur reinen starren Pharyngolaryngoskopie unter Allgemeinanésthesie. Hierbei konnten
Detektionsraten von 71 % bis 90 % erzielt werden (30, 31).

Kann in den Staging-Untersuchungen kein Primartumor gefunden werden, wird die Diagnose
eines HNCUP gestellt. Aufgrund des unklaren Primarius stellt die Therapie eine besondere
Herausforderung dar. Falls im Rahmen des gesamten diagnostischen Verfahrens kein Primartumor
gefunden werden kann, folgt in der Regel eine neck dissection als selective (SND) oder (modified)
radical neck dissection (MRND). In Abhédngigkeit der Lokalisation der Lymphknotenmetastase(n)
oder bei Infiltration von umliegenden Strukturen wird eine einseitige oder beidseitige
Strahlentherapie (RT) oder Radiochemotherapie (RCT, e.g. bei ENE/R1 Resektion) durchgefuhrt.
Dieses, auch in der Therapie der in der durch uns durchgefiihrten Studie eingeschlossenen
Patient*innen angewandte Schema, orientiert sich an den Empfehlungen des National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) (32).

Ob eine selektive oder radikalere neck dissection durchgefihrt wird, hangt ebenfalls von der sich
im Einzelfall darstellenden Tumorausdehnung ab. So konnten Schiff et al. fir die Behandlung von
Patient*innen mit einem PEKA der Zunge und Lymphknotenmetastasen zeigen, dass (M)RND
eine bessere Prognose hinsichtlich von Lymphknotenrezidiven — insbesondere in hoheren N-
Stadien — haben (33). Die Nachsorge ohne adjuvante RT oder RCT wird lediglich bei HNCUP in
pN1-Stadien ohne kapseliberschreitendes Wachstum — unabhangig von der p16-Assoziation der
Metastase — erwogen (32). In den konkreten Therapieschemata der RT/RCT orientiert man sich an
den Therapieempfehlungen des OPC. Die RT soll als intensitaitsmodulierte RT (IMRT) oder
volumenmodulierte Arc Therapie (VMAT) durchgefiihrt werden und wird in der Regel bei
postoperativen Risikofaktoren (e.g. ENE, R1 Situation) von einer Chemotherapie begleitet (32,
34). Verschiedene Chemotherapeutika kommen zum Einsatz, wobei ein platinhaltiges Regime
jedoch den Standard darstellt (35).

4.3 Pravention/Prognose

Zur Prévention von HNCUP sollten soweit mdglich die oben genannten Risikofaktoren wie das
Rauchen oder eine HPV-Infektion vermieden werden. So ist beispielsweise eine Anderung in der
Zusammensetzung des Patient*innen-Kollektivs zu erkennen, bei dem eine Historie von Oralsex
zu einem gesteigerten Risiko einer oralen HPV-Infektion zu fuhren scheint (4, 36). Da wie beim

Gebarmutterhalskrebs die HPV-Subtypen 16 und 18 auch die haufigsten beim HPV-positiven
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HNCUP detektierten Subtypen darstellen, tragt die in Deutschland durch die STIKO empfohlene
HPV-Impfung fur Kinder ab dem 11. Lebensjahr, welche speziell diese Subtypen abdeckt,

wahrscheinlich zur Risikoreduktion bei (9).

Die Prognose der Patient*innen mit HNCUP hangt ebenso stark davon ab, ob und wie viel die
Patient*innen rauchen, was zu einem direkt erhdhten Risiko fir Tumorprogress oder Tod flhrt
(37, 38). Das Alter bei Diagnose und das N-Stadium konnten ebenfalls als prognoseentscheidend

gezeigt werden (39).

4.4 Forschungsstand

Bis zum Erscheinen des Artikels von Boeker et al. hat es keine Studie gegeben, die fir HNCUP
die prognostische Relevanz der N- und UICC-Stadien nach der neuen, achten Version der TNM
Classification of Malignant Tumors untersucht hat. Auch die Unterschiede zur siebten Version

wurden bislang nicht untersucht.

Ziel der im Rahmen meiner Dissertation angefertigten Studie war es deshalb, die Anwendbarkeit
der achten Version der TNM Classification of Malignant Tumors im Vergleich zur siebten Version
zu untersuchen. Darlber hinaus wurde die Bedeutung von sowohl HPV/p16 als auch EBV fiir das
Uberleben und die Prognose von Patient*innen mit HNCUP herausgearbeitet.

Da eine Verbesserung der prognostischen Aussagekraft der achten Version der TNM Classification
of Malignant Tumors bei HNCUP als Grundlage fiir prospektive Studien zur Reduktion oder
Intensivierung der Therapie dhnlich den OPC dienen konnte, ist eine Uberpriifung des neuen
Klassifikationssystems von groRer Bedeutung gewesen.

Im Rahmen meiner Dissertation setzte ich mich zusétzlich mit unterschiedlichen, durch die
aktuelle Literatur beschriebenen diagnostischen und therapeutischen Ansatzen auseinander und
untersuchte, wie diese maoglicherweise durch unsere Studienergebnisse beeinflusst werden

kdnnten.
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5. Material und Methoden

5.1 Einschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Patient*innen, welche mit neu diagnostiziertem HNCUP an der Charité
behandelt worden sind. Der Zeitraum, in welchem die Patient*innen an der Charité diagnostiziert
wurden, lag zwischen 2009 und 2018 und beinhaltete 110 Patient*innen. Aufgrund eines
unbekannten pl6 und/oder EBV-Status wurden sieben und aufgrund eines
Plattenepithelkarzinoms im Kopf-/Halsbereichs in ihrer medizinischen Vorgeschichte sechs
Personen aus der Studienpopulation ausgeschlossen. Somit beschrénkte sich die Analyse auf 97
Patient*innen, deren Diagnosen durch das pathologische Institut der Charité histologisch bestéatigt

wurden.

Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission gepruft und genehmigt (Nr. EA2/005/18).

5.2 Diagnostik und Therapieplanung

Wie in dem Artikel ,,Carcinoma of Unknown Primary and the 8th Edition TNM Classification for
Head and Neck Cancer” von Boeker et al. beschrieben, umfasste die routineméafiige Diagnostik
und Therapieplanung den Charité Standard nach interdisziplinarer Tumorboardempfehlung mit
mehreren Stufen (40). Im Rahmen der Studie wurden die Daten hiertiber aus den elektronischen
Patient*innenakten und Dokumentationssystemen entnommen. Im Folgenden ist der Ablauf
dargestellt, wie er dem Standardvorgehen an der Charité entspricht und sich aus den
Patient*innenakten darstellte:

Die entnommenen Daten beinhalteten die Erhebung und Analyse der medizinischen
Vorgeschichte, eine korperliche Untersuchung sowie eine umfassende Bildgebung. Ebenso
wurden CT oder MRT-Aufnahmen der Kopf-/Hals-Region und CT-Scans des Thorax und
Abdomens ausgewertet. Nur 53 Patient*innen unserer Studienpopulation erhielten ein FDG-PET-

CT zur Priméartumorsuche.

Ebenfalls zur Primarius-Suche erfolgte standardméfig eine Panendoskopie. Im Rahmen der
Panendoskopie erfolgten Biopsien aus dem Nasopharynx und dem Zungengrund sowie eine
bilaterale Tonsillektomie. Zur histologischen Aufarbeitung wurde der verdéchtige zervikale
Lymphknoten entfernt oder biopsiert.
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Sobald die Ausschlussdiagnose HNCUP gestellt werden konnte, wurde in der interdisziplinéren
Tumorkonferenz (bestehend aus Kopf-/Hals-Chirurg*innen, Radioonkolog*innen,
Patholog*innen, Onkolog*innen und Radiolog*innen) jede*r Patient*in vorgestellt und eine auf
den UICC-Stadien und dem medizinischen Zustand fulende, evidenzbasierte Therapieempfehlung

abgegeben. Diese Therapieempfehlungen orientierten sich an den Leitlinien des NCCN (32).

Die Séulen der Therapie von HNCUP stellten die neck dissection und eine adjuvante Radio- oder
Radiochemotherapie dar. Initial wurde bei operablen HNCUP eine neck dissection durchgefihrt,
welche je nach Eindringtiefe und Infiltration anderer  Strukturen durch die
Lymphknotenmetastase(n) als unilateral oder bilateral und modifiziert radikal oder radikal
durchgefiihrt wurde. Konnte keine Operation durchgefiihrt werden, erfolgte eine definitive

Radio(chemo)therapie.

Die perkutanen Strahlentherapien wurden mittels IMRT oder als VMAT mit einer
Photonenenergie von 6MV durchgefuhrt. VMAT erfolgte typischerweise mit 2 Arcs (Abbildung
1).

Im Falle einer adjuvanten Strahlentherapie wurde die Gesamtdosis je nach Risiko (mit/ohne ENE
und/oder R1) dosiert. Bei vorhandenen Risikofaktoren (e.g. ENE, R1-Resektion, knapper
Resektionsabstand) wurde der Hochrisikobereich in  der Region der entfernten
Lymphknotenmetastasen mit 64-66 Gy und die angrenzenden elektiven zervikalen
Lymphabflusswege mit 50-54 Gy bestrahlt (Abbildung 1). Bei Fehlen von postoperativen
Risikofaktoren erfolgte die Bestrahlung mit einer etwas geringeren Gesamtdosis von 56 Gy im
Bereich der initial befallenen Lymphknotenregionen und mit 50 Gy im Bereich der elektiven
Regionen.

12
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Abbildung 1: Beispiel flr einen VMAT-Bestrahlungsplan bei linksseitigem HNCUP mit ENE nach neck
dissection: Linker Hals mit 5x/Woche 1,8 Gy (elektive Lymphabflusswege, Gesamtdosis 54 Gy) und simultan
integrierter Boost (SIB) mit 2.13 Gy pro Fraktion auf die Hochrisiko-Region (Lymphknotenmetastasen mit ENE im
Level Ib links, Gesamtdosis 63,9 Gy) (Zur Verfugung gestellt durch PD Dr. med. C. Stromberger)

Die RT wurde um eine simultane Chemotherapie erganzt, wenn ENE, R1 oder ein
Resektionsrandabstand von <5 mm vorlag. Das bevorzugte und auch durch die NCCN Leitlinien
praferierte Chemotherapeutikum war Cisplatin (5x20mg/m?) mit oder ohne 5-Fluoruracil (5FU,
5x600mg(m2c.i.) (32). In Einzelféallen kamen Mitomycin C (1x10mg/m?) mit oder ohne 5FU oder

Cetuximab in der ersten und fiinften Woche der RCT zum Einsatz.

In fortgeschrittenen N- und UICC-Stadien wurde eine definitive RT oder simultane RCT erwogen.
Hierbei wurden die makroskopischen Lymphknotenmetastase(n) mit einer Gesamtdosis von 70-
72 Gy bestrahlt sowie die angrenzenden Hochrisikobereiche mit 60 Gy und der elektive Bereich

der zervikalen Lymphabflusswege mit 50 Gy.

Patient*innen mit Fernmetastasen und/oder solchen mit eingeschranktem Allgemeinzustand
wurde eine palliative Systemtherapie mit e.g. Cetuximab, Nivolumab oder dem EXTREME-
Schema (Cetuximab + Platinum (Cisplatin oder Carboplatin) + 5Fluorouracil) unterstitzt durch

eine best supportive care, angeboten.
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Alle Daten zur Auswertung der Studie sowie die Re-Klassifikation nach UICC-Stadien von der
siebten auf die achte Version der TNM Kilassifikation habe ich eigenstandig im Rahmen dieser

Doktorarbeit recherchiert, aus den Patient*innenakten extrahiert und analysiert.

5.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erfolgte entsprechend den Angaben in dem Artikel ,,Carcinoma of
Unknown Primary and the 8th Edition TNM Classification for Head and Neck Cancer” von Boeker
et al. (40).

Die immunhistochemische Farbung wurde an tissue microarrays durchgefihrt. Hierfir wurden
reprasentative Tumorbereiche auf den Hamatoxylin- und Eosin-geféarbten Plattenepithelkarzinom-
Proben aller eingeschlossenen Patient*innen markiert. AnschlieBend wurden zwei Stanzen von 1,5
mm Durchmesser aus unterschiedlichen Bereichen des Tumors herausgestanzt und in einem neuen
Paraffin-Block als sogenannter tissue microarrays (Beecher Instruments, Woodland, CA)
eingebettet. Zur Vorbereitung der immunhistochemischen Farbung wurden die Objekttrager in
Xylol deparaffiniert, in abnehmenden Alkoholreihen rehydriert und anschlieRend fur funf Minuten

in einem Druckkocher in Citrat-Puffer-Losung (pH=6) gekocht.

Die immunhistochemische Férbung wurde mit einem BenchMark ULTRA autostainer (Ventana,
Tucson, Arizona, USA) und dem monoklonalen Kaninchen Antikérper pl6INKA4 (CINtec
Histology Kit; Ventana Medical Systems, Inc.1910E. Innovation Park Drive Tucson, Arizona
85755) entsprechend den Herstelleranweisungen durchgefuhrt. P16 wurde als Stellvertretermarker
genutzt, um eine HPV-Verbindung nachzuweisen (41). Eine p16-Uberexpression wurde definiert
als mittlere bis starke Intensitat (2+/3+) der Kernfarbung mit einer Verteilung von = 75 % (der

Tumorzellen, Abbildung 2).
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Abbildung 2: Tissue micro arrays 1-4 gefarbt mit p16 Immunhistochemie. Patient*innenproben sind auf zwei
benachbarten Orten platziert. Die Proben sind mit 1 bis 97 beschriftet. Leere Stellen und Lebergewebe wurden zur
Orientierung benutzt. Leere Stellen sind mit ,,e* gekennzeichnet und Lebergewebe mit ,,**. (Abbildung modifiziert

nach Boeker et al., 2021, supplemental figure) (40).

Die EBV in situ Hybridisation wurde mit einem Leica BOND MAX stainer (Leica Biosystems,
Illinois, USA) und dem Fluorescein-konjugierten Oligonukleotid (EBER Probe ASR; 1700 Leider
Lane, Buffalo Grove, Illinois 60089 USA) entsprechend den Hersteller Anweisungen

durchgefihrt.

5.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte analog zu dem Artikel ,,Carcinoma of Unknown Primary and the

8th Edition TNM Classification for Head and Neck Cancer” von Boeker et al. (40).

Entsprechend den Leitlinien fiir ,,Statistical Analyses and Methods in the Published Literature*
(SAMPL) wurden normalverteilte, kontinuierliche Variablen als Durchschnitt  mit
Standardabweichung und kategoriale Variablen als absolute Zahlen und in Prozentwerten

dargestellt (42).

Die Subgruppen wurden untereinander im Hinblick auf &hnliche Zusammensetzung der
Patient*innencharakteristika getestet. Hierfir wurden ANOVA Analysen fir den Vergleich von
Durchschnittswerten der kontinuierlichen Variablen und Fisher’s exact test (FET) oder der

Pearson Chi-Quadrat-Test fur die Untersuchung von kategorialen Variablen genutzt.

Primérer Endpunkt der Studie war das von der initialen Diagnose bis zum letzten Follow up oder
Tod gemessene Gesamtiiberleben, welches mittels der Kaplan-Meier Methode bestimmt und in

einer Kaplan-Meier Kurve visualisiert wurde.
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Im Rahmen der Studie wurden folgende klinisch-pathologische Variablen erhoben und ihr Einfluss
auf das Gesamtiberleben mittels log-rank Test untersucht: Geschlecht (mannlich vs. weiblich),
Alter (<65 vs. >65 Jahre), Nikotinkonsum (Nieraucher*innen vs. Nikotinhistorie), weitere
Krebserkrankungen aufer HNCUP (ja vs. nein), Extrakapsuldares Wachstum (ja vs. nein), N-
Stadium nach TNM 7 (N1 vs. N2 vs. N3), UICC-Stadium nach TNM 7 (l1l/IVa vs. 1Vb vs. 1Vc),
UICC-Stadium nach TNM 8 (I/11 vs. HI/1Va vs. IV vs. IVb vs. IVc).

Die Variablen, welche in der univariaten Analyse einen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtlberleben (p<0,05) zeigten, wurden mittels Cox multivariate proportional hazard model
mit Rickwartselimination (backward elimination) weiterfuhrend untersucht. Fir alle statistischen
Analysen wurde ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant angesehen, alle p-Werte sind

exploratorisch, eine Anpassung fur multiple Testungen wurden nicht vorgenommen.

Fur die statistische Auswertung wurde die IBM SPSS statistics-Software, Version 25.2 (SPSS,
IBM Corp., Armonk, NY, USA) benutzt.

6. Ergebnisse

Die im Rahmen der der Publikation ,,Carcinoma of Unknown Primary and the 8th Edition TNM
Classification for Head and Neck Cancer” von Boeker et al. generierten Ergebnisse werden im
Folgenden dargestellt und teilweise vertieft abgebildet (40).

6.1 Patient*innen Charakteristika und Therapie

97 Patient*innen mit HNCUP wurden in die Analyse einbezogen, da sie im ausgewahlten Zeitraum
(2009-2018) diagnostiziert wurden, in ihrer VVorgeschichte keine Plattenepithelkarzinome des
Kopf-/Hals-Bereichs vorlagen und der p16- und EBV-Status bestimmt werden konnte. Tabelle 1
zeigt die Patient*innencharakteristika, wie sie auch in der oben genannten Publikation dargestellt
wurden (40). Das durchschnittliche Alter bei Diagnose lag bei 64,6 Jahren und war bei Frauen
(64,9 Jahre) und Méannern (64,5 Jahre) nicht signifikant unterschiedlich. Eingeschlossen wurden
71 Manner (73,2 %) und 26 Frauen (26,8 %). Der Prozentsatz an aktiven Raucher*innen zum
Diagnosezeitpunkt betrug 49,5 % und unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zwischen Frauen
und Mannern (weiblich 46,2 % vs. ménnlich 50,7 %; FET: p-Wert = 0,675). Unter den 42
Patient*innen mit dokumentierten pack years (PY) betrug der durchschnittliche Wert 48,8 PY
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(weiblich 44 PY vs. mannlich 48 PY, ANOVA: p-Wert = 0,637). Eine in der Vorgeschichte
diagnostizierte Krebserkrankung (e.g. Brust-, Prostata-, hepatozelluldares Karzinom, Melanom)
wiesen 14,4 % der Patient*innen auf (weiblich 23,1 % vs. mannlich 11,3 %, FET: p-Wert = 0,191).

Von den 97 Patient*innen hatten 86 adaquat dokumentierte Daten zur Therapie, hiervon erhielten
52 Patient*innen eine neck dissection (17 % bilateral, 96 % modifiziert radikal, 4 % radikal). 19
Patient*innen erhielten eine definitive RT oder RCT, flinf eine palliative Systemtherapie und vier
eine best supportive care. Sechs Patient*innen lehnten eine Therapie anfanglich ab oder brachen

eine laufende Therapie ab.

6.2 HNCUP

Alle eingeschlossenen HNCUP Falle sind histologisch bestétigte Plattenepithelkarzinome. Ein
ENE war mit 64 Patient*innen (66 %) Uberdurchschnittlich hdufig diagnostiziert worden.
Dokumentierte (Lokal-)Rezidive im Rahmen des jeweiligen Follow-ups zeigten sich bei 24
Patient*innen (24,7 %). Es fand sich keine statistisch signifikante Haufung in Abhéngigkeit von
dem pl6/EBV-Status (FET: p=0,469), jedoch wiesen Patient*innen ohne ENE eine signifikante
Haufung von Rezidiven auf (FET: p=0,046).

Die N- und UICC-Stadien wurden jeweils nach der siebten und der achten Edition der TNM
Klassifikation bestimmt. In Tabelle 1 ist dargestellt, dass die meisten Patient*innen nach TNM 7
in einem fortgeschritteneren Stadium eingeteilt wurden (77,3 % N2, 69,1 % UICC IVa),
wohingegen nach TNM 8 pl16-positive HNCUP-Patient*innen herabgestuft und p16-negative
HNCUP-Patient*innen hochgestuft wurden. Die zehn Patient*innen mit Fernmetastase(n) bei
Diagnose verblieben nach der siebten Edition und nach der achten Edition in den htchstmdglichen
UICC Stadien.
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Tabelle 1: Charakteristika der Studienpatient*innen und ihrer Tumoren nach p16/EBV Feststellbarkeit

Variable Gesamt P16+/EBV- P16-/EBV- P16-/EBV+ p-Wert*!  Test
n=97 n=36 n=57 n=4
Geschlecht — Anz. (%) 0.814 FET
Mannlich 71(73.2) 27 (75.0) 41 (71.9) 3 (75.0)
Weiblich 26 (26.8) 9 (25.0) 16 (28.1) 1(25.0)
Alter bei HNCUP 0.146 ANOVA

— Erstdiagnose, Jahre

Durchschnitt  64.6 (11.0) 63.0(114) 66.3(10.1) 545 (15.1)

(StA)
Tabakexposition 0.523 FET
— Anz. (%)
NR 10 (10.3) 4 (11.1) 5 (8.8) 1(25.0)
ER 9(9.3) 5 (13.9) 4 (7.0) 0(0.0)
AR 48 (49.5) 16 (44.4) 29 (50.9) 3 (75.0)
Unbekannt 30 (30.9) 11 (30.6) 19 (33.3) 0 (0.0)
Rauchhistorie 0.149 ANOVA

— Anz. an pack years

Durchschnitt ~ 48.8 (23.4) 40.3(18.7) 51.1(24.0) 73.3(25.2)

(StA)
Krebserkrankung vor 0.582 FET
HNCUP Diagnose
— Anz. (%)

Ja 14 (14.4) 5 (13.9) 8 (14.0) 1(25.0)

Nein 83 (85.6) 31 (86.1) 49 (86.0) 3 (75.0)
HNCUP
Charakteristika
Extranodale 0.359 FET
Ausbreitung — Anz. (%)

Ja 64 (66.0) 21 (58.3) 40 (70.2) 3(75.0

Nein 31(32.0) 14 (38.9) 16 (28.1) 1(25.0)

Unbekannt 2(2.1) 1(2.8) 1(1.8) 0 (0.0)
N Stadium (7. Edition 0.187 FET
TNM Kilassifikation)
— Anz. (%)

N1 9(9.3) 5 (13.9) 4 (7.0) 0 (0.0)

N2a 27 (27.8) 12 (33.3) 14 (24.6) 1(25.0)

N2b 43 (443) 16 (44.4) 26 (45.6) 1(25.0)

N2c 5(5.2) 2 (5.6) 3(5.3) 0 (0.0)

N3 13(13.4) 1(28) 10 (17.5) 2 (50.0)
N Stadium (8. Edition <0.001! FET
TNM Kilassifikation)
— Anz. (%)

N1 36 (37.1) 34 (94.4) 1(1.8) 1(25.0)

N2 2(2.1) 2 (5.6) 0 (0.0)

N2a 8 (8.2) 8(14.0)

N2b 8 (8.2) 8(14.0)

N2c 0 (0.0) 0 (0.0)

N3 3(3.1) 3 (75.0)

N3a 3(3.1) 3(5.3)

N3b 37(38.1) 37 (64.9)
Fernmetastasen, M1 10 (10.3) 3(8.3) 7(12.3) 0 (0.0) 0.008 FET
— Anz. (%)
UICC Stadium (7. 0.217 FET
Edition) — Anz. (%)

11l 9(9.3) 5 (13.9) 4(7.0) 0(0.0)

IVa 67 (69.1) 27 (75.0) 38 (66.7) 2 (50.0)

IVb 11 (11.3) 1(2.8) 8 (14.0) 2 (50.0)
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IVc 10 (10.3) 3(8.3) 7(12.3) 0(0.0)
UICC Stadium (8. <0.0012 FET
Edition) — Anz. (%)

[ 31 (32.0) 31 (86.1)

1 3(3.1) 2 (5.6) 1(25.0)

1l 1(1.0) 1(1.8) 0(0.0)

v 3(3.1) 3(8.3)

IVa 20 (20.6) 17 (29.8) 3(75.0

Vb 32 (33.0 32 (56.1) 0(0.0)

Ve 7(7.2) 7(12.3)
IN1 vs. N2 vs. N3 FET = Fisher’s Exact Test Anz. = Anzahl
2UICC Stadium I vs. 11 vs. 1 vs. IV ND = neck dissection StA = Standardabweichung
NR = Nieraucher*innen ER = Ehemalige Raucher*innen AR = Aktive Raucher*innen

*1 \/ergleich von p16+/EBV- und p16-/EBV- Patient*innen
(modifiziert nach Boeker et al., 2021) (40).

Eine Unterteilung in drei Subgruppen wurde anhand der immunhistochemischen Férbung
vorgenommen (pl6+/EBV-, pl6-/EBV-, pl6-/EBV+). Hinsichtlich N-Stadium (p<0,001), M-
Status (p=0,008) und UICC-Stadium nach TNM 8 (p<0,001) bestanden signifikante Unterschiede
bezuglich der Gruppenzusammensetzung. P16-negative HNCUP Patient*innen hatten unabhéngig
von ihrem EBV-Status hohere N- und UICC-Stadien (p16-/EBV-: 64,9 % N3b, 56,1 % UICC-
Stadium IVb; p16-/EBV+: 75 % N3, 75 % UICC-Stadium I\Va). Weitere signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen und insbesondere ihrer Patient*innencharakteristika bestanden jedoch

nicht.

6.3 Langzeituberleben

Ungefahr die Halfte der Patient*innen (50,5 %) starben wéhrend der Nachbeobachtungszeit von
maximal 60 Monaten. Das Gesamtiberleben betrug 74,2 % nach einem Jahr, 59,8 % nach drei
Jahren und 49,5 % nach flnf Jahren.

Die Abbildungen 3-5 sind modifiziert nach der oben genannten Publikation dargestellt (40). Hier
liel sich zeigen, dass das Gesamtuberleben (OS) von p16-positiven Patient*innen mit HNCUP im
Vergleich zu Patient*innen mit p16-negativen HNCUP signifikant besser war (66,7 % vs. 40,4 %
/ 25 %), wahrend es keinen signifikanten Unterschied bei p16-negativen HNCUP in Abhangigkeit
vom EBV-Status gab (p=0,459, Abbildung 3).
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Abbildung 3: Gesamtiberleben (OS) der 97 Patient*innen nach p16- und EBV-Status
(modifiziert nach Boeker et al., 2021) (40).

Abbildung 4 stellt dar, dass das Gesamtiiberleben von Patient*innen mit niedrigerem N- oder
UICC Stadium im Vergleich zu fortgeschrittenen Stadien signifikant besser war, dies trifft sowohl
fir die Stadieneinteilung nach TNM 7 und TNM 8 zu (N-Stadium TNM 7: p<0,001, UICC-
Stadium TNM 7: p<0,001, UICC-Stadium TNM 8/p16+: p=0,001, UICC-Stadium TNM 8/p16-:
p<0,001, Abbildung 4). Zwischen den Stadien IVb und IVc nach TNM 7 zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben der Patient*innen (9,1 % vs. 0 % Uberlebensrate
nach 60 Monaten, p=0,401), was sich jedoch nach TNM 8 anderte (34,4 % vs. 0 % Uberlebensrate
nach 60 Monaten, p = 0,001, Abbildung 4). Ein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben
zwischen den Stadien 111/IVa und Vb konnte sowohl in TNM 7 als auch TNM 8 gezeigt werden
(TNM 7: p<0,001, TNM 8: p=0,017).
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Abbildung 4: Gesamtiiberleben (OS) der 97 Patient*innen entsprechend der UICC Staging-Systeme. (A) OS
entsprechend der Einteilung nach dem TNM 7 N-Stadium. (B) OS entsprechend dem TNM 7 UICC-Stadium. (C) OS
der pl16-positiven Patient*innen (n=36) entsprechend dem TNM 8 UICC-Stadium. (D) OS der p16-negativen/EBV-
negativen Patient*innen (n=57) entsprechend dem TNM 8 UICC-Stadium.

(modifiziert nach Boeker et al., 2021) (40).

Patient*innen, welche von TNM 7 zu TNM 8 in ihrem Stadium hoch- (upstaging) oder
heruntergestuft (downstaging) wurden, hatten ein verbessertes Gesamtiiberleben verglichen mit
Patient*innen, die unabhéngig von der TNM Edition im gleichen Stadium verblieben sind (5
Jahres OS downstaging: 66,7 %, upstaging: 46,2 %, gleiches Stadium: 34,3 %, Abbildung 5).
Veranderungen in den UICC Stadien betrafen vor allem Patient*innen in Stadium I11/1Va nach
TNM 7, welche bei einem positiven pl6-Status in Stadium | oder Il downgestaged (33
Patient*innen) und bei einem negativen p16-Status und ENE in Stadium Vb upgestaged wurden
(26 Patient*innen). Bei Fernmetastasen blieben die betroffenen Patient*innen in dem
hdchstmoglichen Stadium nach TNM 8 (p16+: UICC 1V, p16-: UICC IVc), womit das geringste

Gesamtuberleben einherging.
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Abbildung 5: Klassifikation der Studienpatient*innen entsprechend eines Up- oder Downstagings von TNM 7
zu TNM 8. (A) Anzahl der Patient*innen, die von ihrem UICC 7 Stadium up- oder downgestaged wurden. (B)
Gesamtiiberleben (OS) der Patient*innen entsprechend der Anderung ihres UICC-Stadiums von UICC 7 zu UICC 8.
(modifiziert nach Boeker et al., 2021) (40).

6.4 Einflussgrofien auf das Gesamtiiberleben

Die nach der Publikation ,,Carcinoma of Unknown Primary and the 8th Edition TNM
Classification for Head and Neck Cancer” von Boeker et al. modifizierte Tabelle 2 fuhrt die 5
Jahres Uberlebensrate, das mittlere Uberleben und den p-Wert der Kaplan Meier Analyse der
einzelnen klinisch-pathologischen Variablen auf (40). Einen signifikanten positiven Einfluss auf
das Gesamtuberleben (OS) konnte fur p16-Positivitat (p=0,002), kein ENE (p=0,001), niedrigere
N Stadien nach TNM 7 (p<0,001) sowie niedrigere UICC Stadien nach UICC 7 (p<0,001) und
UICC 8 (p<0,001) gezeigt werden.

Bei Einschluss des UICC Stadiums nach TNM 8 in das multivariate Cox-Modell zeigten sich keine
anderen positiven EinflussgréRRen auf das OS (p=0,003). Im Falle einer multivariaten Analyse ohne
das UICC Stadium nach TNM 8 zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf das OS durch den p16-
Status (p=0,004, HR=0,399, CI=0,207-0,769) und die extranodale Ausbreitung (p<0,001,
HR=3,536, CI=1,65-7,58), diese Faktoren sind jeweils zur Klassifikation des UICC Stadiums nach
TNM 8 bei HNCUP grundlegend.
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Tabelle 2: Kaplan-Meier-Analyse der klinisch-pathologischen Variablen in Bezug auf das Gesamtiiberleben

Variable Kaplan-Meier-Analyse Kaplan-Meier-Analyse (Untergruppen)
Alle Patient*innen P16+/EBV- P16-/EBV- P16-/EBV+
n=97 @O0S P-Wert | n=36 @ OS P-Wert n=57 @O0S P-Wert n=4 @ 0S P-Wert
(Monate/%?%) (Monate/%?1) (Monate/%?) (Monate/%?%)
Alter (Jahre) <65 49 42/57.1 0.147 19 51/ 73.7 0.487 27 37/ 48.1 0.201 3 20/ 33.3 0.918
> 65 48 35/41.7 17 48/ 58.8 30 28/33.3 1 16/0.0
Geschlecht Mannlich 71 37/46.5 0.272 27 47/59.3 0.092 41 31/39.0 0.567 3 23/33.3 0.515
Weiblich 26 43/ 57.7 9 56/ 88.9 16 37/43.8 1 8/0.0
Tabakexposition NR 10 51/ 80.0 0.106 4 52/ 75.0 0.644 5 49/ 80.0 0.247 1 49/100.0t  0.182
RH 57 38/49.1 21 47/61.9 33 36/ 45.5 3 9/0.0
*Andere Nein 83 38/ 49.4 0.809 31 50/ 64.5 0.476 49 32/ 40.8 0.796 3 20/ 33.3 0.918
Krebsdiagnosen
Ja 14 39/50.0 5 49/ 80.0 8 35/ 375 1 16/0.0
P16 Negativ 61 32/39.3 0.002 - - - - - - - - -
Positiv 36 50/ 66.7 - - - - - -
EBV Negativ 93 39/50.5 0.147 - - - - - - - - -
Positiv 4 19/ 25.0 - - - - - -
ENE Ja 64 32/375 0.001 21 46/ 57.1 0.233 40 26/ 30.0 0.005 3 9/0.0 0.182
Nein 31 53/74.2 14 55/ 78.6 16 50/ 68.8 1 49/100.0 ¥




N Stadium (7.) 1 9 55/ 77.8 <0.001 |5 57/ 80.0 0.465 4 51/75.0 0.004 - 0.433
2 75 41/53.3 30 49/ 66.7 43 35/44.2 29/ 50.0
3 13 14/ 7.7 1 46/ 0.0 10 12/10.0 10/ 0.0
UICC Stadium I/ 1vVa 76 45/ 61.8 <0.001 | 32 51/75.0 0.001 42 40/ 52.4 <0.001 29/50.0 0.433
7.
IVb 11 16/9.1 1 46/ 0.0 8 14/ 12.5 10/ 0.0
Ve 10 12/ 0.0 3 30/0.0 7 5/0.0 -
UICC Stadium I/ 34 50/ 70.6 <0.001 | 33 52/ 72.7 0.001 - - <0.001 8/0.0 0.515
8.
I/ 1vVa 21 45/61.9 - - 18 48/ 66.7 23/33.3
v 3 30/0.0 3 30/0.0 - - -
Vb 32 29/ 34.4 - - 32 29/34.4 -
Ve 7 5/0.0 - - 7 5/0.0 -

*diagnostizierte Krebserkrankungen vor HNCUP Erstdiagnose
NR = Nieraucher*innen

(modifiziert nach Boeker et al., 2021) (40).

7Patient*in zensiert
RH = positive Raucherhistorie
!Anteil lebender Patient*innen nach einer maximalen Nachverfolgungszeit von 60 Monate



Ein geringeres UICC Stadium nach TNM 7 wie auch nach TNM 8 zeigte unter den EBV-negativen
Patient*innen unabh&ngig vom pl6-Status ein signifikant besseres OS in der Kaplan-Meier-
Analyse (p16+: TNM 7 p=0,001, TNM 8 p=0,001; p16-: TNM 7 p<0,001, TNM 8 p<0,001).
Lediglich fir die p16-/EBV- HNCUP Patient*innen hatten zusatzlich kein ENE (p=0,005) und ein
niedrigeres N Stadium nach TNM 7(p=0,004) einen signifikanten Einfluss auf das OS (Tabelle 2).
Die mit vier Patient*innen sehr kleine Gruppe der EBV+/p16- HNCUP wies keine signifikanten

EinflussgroRen auf.

6.5 Raucher*innen

67 Patient*innen hatten dokumentierte Daten zu ihrem Rauchverhalten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung, wovon 48 (71,6 %) aktive Raucher*innen waren. 75 % der Patient*innen mit
Rauchhistorie (ehemalige oder aktive Raucher*innen) waren mannlich. Tabelle 3 stellt die
klinisch-pathologischen Eigenschaften der drei Subgruppen (aktive vs. ehemalige Raucher*innen

vs. Nieraucher*innen) dar.

68,8 % der aktiven Raucher*innen (AR) hatten ein Alter von unter 65 Jahren bei Erstdiagnose
verglichen mit 40 % der Nieraucher*innen (NR) und 22,2 % der ehemaligen Raucher*innen (ER).
NR hatten mit 43,9 Monaten das beste mittlere Uberleben nach Diagnosestellung. ENE wiesen
alle drei Gruppen in einer dhnlichen Haufigkeit auf (Tabelle 3). Rezidive waren mit 27,1 % etwas
mehr unter AR zu finden als in den anderen beiden Gruppen (NR: 10 %, ER: 11,1 %).

Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Zusammensetzung der Gruppen liel} sich nur fir
das Diagnosealter finden (p=0,014).
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Tabelle 3: Charakteristika der Studienpatient*innen und ihrer Tumoren nach Rauchhistorie

Variable NR ER AR p-Wert Test
(n=10) (n=9) (n=48)
Diagnosealter — Anz. (%) 0,014 Chi2
<65 4 (40%) 2 (22,2%) 33 (68,8%)
>65 6 (60%) 7 (77,8%) 15 (31,3%)
MU, Monate 0,121 ANOVA

Durchschnitt (StA) | 43,9 (17,4) 243 (233) 36,3 (20,7)

ENE — Anz. (%) 0,776 Chi2
ja 6 (60%) 7 (77,8%) 33 (68,8%)
nein 4 (40%) 2 (22,2%) 15 (31,3%)
Rezidive — Anz. (%) 0,415 Chi2
ja 1 (10%) 1(11,1%) 13 (27,1%)
nein 9 (90%) 8 (88,9%) 35 (72,9%)
MU = Mittleres Uberleben ab Diagnosedatum StA = Standardabweichung
Chi2 = Pearson Chi-Quadrat-Test NR = Nieraucher*innen
ER = Ehemalige Raucher*innen AR = Aktive Raucher*innen

(Originalabbildung)

Abbildung 6 zeigt die Uberlebenskurven der drei Gruppen, wobei NR das hochste OS aufweisen,
wahrend die Gruppe der ER das niedrigste OS zeigen. Ebenfalls ersichtlich ist das
durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung, hier gibt es einen signifikanten Unterschied
zwischen NR, ER und AR (68 vs. 71 vs. 60 Jahre, p=0,003).
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Nieraucher®*innen (n=10) 68,1 (15,2) 0,003 (ANOVA)
Ehemalige Raucher*innen (n=9) 71,2 (8,0)
Aktive Raucher®innen (n=48) 59,8 (9,5)

Abbildung 6: Klassifikation der Studienpatient*innen entsprechend ihrer Rauchhistorie. (A) Gesamtiiberleben
der Patient*innen entsprechend ihrer Rauchhistorie. (B) Mittleres Alter der Patient*innen bei Erstdiagnose

entsprechend ihrer Rauchhistorie. (Originalabbildung)

7. Diskussion

7.1 Studienergebnisse im Kontext anderer Studien

Die bereits im Rahmen des Artikels von Boeker et al. begonnene Diskussion wird im Rahmen
dieser Dissertation dargestellt und vertieft weitergefiinrt werden (40). Obwohl verschiedene
Studien bereits einen positiven Effekt von p16-Positivitat auf das OS von HNCUP Patient*innen
vermutet haben, griindet das in TNM 8 neu eingefiuhrte Kapitel zu HNCUP und seine N
Klassifikation auf dem Klassifikationssystem von pl6+ und pl6- OPC (20, 22). Das neue
Klassifikationssystem benennt als wichtige Faktoren den HPV/p16-Status, den EBV-Status, ENE

und die Anzahl befallener Lymphknoten, was jedoch bisher noch nie bei HNCUP in einer Studie
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auf seine Relevanz und Anwendbarkeit untersucht wurde. Die Ergebnisse der im Rahmen meiner
Dissertation angefertigten Studie, welche in unserer Publikation ,,Carcinoma of Unknown Primary
and the 8th Edition TNM Classification for Head and Neck Cancer” von Boeker et al. (40)
vorgestellt wurden, zeigen zum ersten Mal die prognostischen Unterschiede fur HNCUP
Patient*innen nach Re-Klassifikation von TNM 7 zu TNM 8 und deren sinnvolle Anwendung.
Nach Analyse der klinischen Daten von 97 Patient*innen, welche zwischen 2009 und 2018 an der
Charité diagnostiziert wurden, kamen wir zu dem Schluss, dass die neue Klassifikation nach TNM
8 fir HNCUP unter Einschluss des HPV/p16 Status die prognostische Aussagekraft der UICC
Stadien fir die Patient*innen verbessert (40).

Das durchschnittliche Patient*innenalter von 64,6 Jahren und der Anteil an p16-positiven HNCUP
Patient*innen mit 37,1 % in unserer Studie ist vergleichbar mit jenen von Sivars et al. aus dem
Jahr 2014 (21). Ein Unterschied im Hinblick auf diese Parameter bestand zu Patient*innen aus
Datenbanken von Schweden und den Vereinigten Staaten von Amerika (USA), mit einem
niedrigeren Durchschnittsalter von rund 60 Jahren und einem deutlich hoheren Anteil an p16-
positiven HNCUP Patient*innen von ca. 69 % (5, 20). Im Vergleich zu anderen Studien, besteht
unsere Kohorte lediglich zu 58,8 % aus Patient*innen mit gesicherter Rauchhistorie und hat einen
dreifach hoheren Anteil an Méannern als Frauen (Rauchhistorie Sivars et al. 76 % und Tribius et
al. 79 %) (5, 6, 20, 21).

Neben Uberblicksarbeiten des schwedischen Krebsregisters in kleiner Fallzahl (n=68) und der
nationalen Krebsdatenbank der USA (n=978) haben mehrere Studien in den vergangenen Jahren
den Einfluss von HPV/p16 auf HNCUP untersucht und signifikante Vorteile im OS fir HNCUP
mit HPV-Assoziation (p16-Positivitat) gefunden (5, 6, 20-22, 43). Der positive Einfluss der
HPV/p16-Assoziation auf das Uberleben von HNCUP Patient*innen kann durch die vorliegende
Studie bestatigt werden (OS pl6-positiver HNCUP Patient*innen gegenuber 16-negativer
Patient*innen p=0,002). Hingegen konnte fiir p16-/EBV+ Patient*innen kein Uberlebensvorteil
gegenuber p16-/EBV- Patient*innen gefunden werden, was sicherlich auf die geringen Fallzahlen
zurlickzufuhren ist (Abbildung 3).

Da fir EBV keine validen Daten zu seinem Einfluss auf das OS von HNCUP Patient*innen
vorliegen, die International Agency for Research on Cancer (IARC) jedoch EBV als ein etabliertes
prokarzinogenes Agens listet, hat diese Studie als eine der grofiten Monocenter Studien weltweit
den EBV-Status des Patient*innenkollektivs bestimmt und seinen Einfluss auf das OS untersucht
(23, 44, 45). Fur NPC wurde beispielsweise durch Ruuskanen et al. ein prognostisch signifikanter

Vorteil fir EBV-positive Karzinome beschrieben, Carpén et al. hingegen konnten einen solchen
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Einfluss auf OPC nicht nachweisen (23, 46). Aufgrund der mit 3,9 % sehr niedrigen Pravalenz an
EBV-positiven HNCUP in unserem Patient*innenkollektiv ist eine Aussage uber den Einfluss von
EBV-Positivitat auf das OS von HNCUP Patient*innen durch die vorliegende Studie nicht valide
zu treffen. Die geringe Pravalenz (n=4) wirft Uberdies die Frage nach der Nutzlichkeit der EBV-
Determinierung im Rahmen von HNCUP zumindest in der deutschen Population mit geringer
Inzidenz fur EBV-assoziierte Tumoren wie das NPC auf. Jedoch kann ein positiver EBV-Status
ein Hinweis auf einen moglichen Primarius im Nasopharynx geben (47, 48). Weiterfiihrende
Studien zu dieser Fragestellung sollten jedoch bei einem groReren Patient*innenkollektiv
durchgefuhrt werden. Zum Zeitpunkt des Erscheinens der Studie hat die Detektion von sowohl
pl6 als auch EBV in HNCUP im vorliegenden Zentrum keinen Einfluss auf die Therapie von
HNCUP, hierzu sind Klinische Studien notwendig.

Die durchgefiihrte Studie zeigt, dass die UICC Stadien nach TNM 8 ebenso wie die nach TNM 7
einen signifikanten Einfluss auf das OS der Patient*innen haben (Tabelle 2). Indem ferner gezeigt
wurde, dass zwischen den UICC Stadien 1Vb und 1VVc nach TNM 8 (nicht jedoch nach TNM 7)
ein signifikanter Unterschied im OS besteht, kann TNM 8 eine bessere prognostische Aussagekraft
im Hinblick auf das OS zugesprochen werden (Abbildung 4). Ursachlich hierfir ist, dass pl16-
negative HNCUP Patient*innen mit ENE von Stadium I11/IVa in Stadium Vb hochgestuft wurden
und dieses Stadium so im OS n&her an Stadium 111/IVVa herangefiihrt wurde, wohingegen die
Zusammensetzung des Patient*innenkollektivs von Stadium IVc von TNM 7 zu TNM 8
unverandert blieb (Abbildung 4, Abbildung 5). Patient*innen mit p16-positiven HNCUP des
Stadiums H1/1Va nach TNM 7 werden in der neuen Klassifikation nach TNM 8 niedrigeren Stadien
zugeteilt (Abbildung 5).

Ein signifikanter Einfluss auf das OS konnte flr das N-Stadium und ENE in Patient*innen mit
pl6-negativen HNCUP gefunden werden, nicht jedoch fur Patient*innen mit pl6-positiven
HNCUP (Tabelle 2). Bereits in dlteren Studien wurde ein solcher Mangel an Signifikanz von N-
Stadien nach TNM 7 und ENE fiir p16-positive HNCUP wie auch OPC beschrieben (49, 50). Ein
vorbeschriebener signifikanter Einfluss von ENE auf das OS pl6-negativer/ EBV-negativer
HNCUP Patient*innen konnte durch die vorliegende Studie bestatigt werden (Tabelle 2) (49).
Insgesamt ist dies mit den Ergebnissen anderer Studien, welche ENE und pl16 als wichtige
prognostische Faktoren benennen, Ubereinstimmend und unterstreicht die Validitat des
Klassifikationssystems nach TNM 8 (43, 51). ENE sollte weiterhin ein Faktor in der Klassifikation
von pl16-negativen HNCUP, nicht jedoch in der von p16-positiven HNCUP nach TNM 8 darstellen
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(18). Die achte Version der TNM Kilassifikation maligner Tumoren der UICC ist insgesamt gut
anwendbar auf HNCUP.

7.2 Rauchen und seine Bedeutung fiir HNCUP

Der Anteil an Patient*innen mit gesicherter Rauchhistorie ist in der vorliegenden
Studienpopulation schwacher ausgepragt als in anderen vergleichbaren Studien (6, 21). In einer
retrospektiven, monozentrischen deutschen Studie von Tribius et al. konnte ein positiver Effekt
auf das OS bei Nichtraucher*innen mit p16-positiven HNCUP gezeigt werden, auch die Daten von
Sivars et al. deuten einen solchen Effekt an, auch wenn hier kein signifikantes Ergebnis in der
statistischen Auswertung gezeigt werden konnte (6, 21). Die Daten der vorliegenden Studie
bestatigen diese Ergebnisse mit einem mittleren Uberleben von 43,9 Monaten (NR) vs. 24,3
Monate (ER) vs. 36,3 Monate (AR) (Tabelle 3). Das schlechtere OS der ER gegeniiber den AR
kann dadurch erklart werden, dass das durchschnittliche Alter der ER bei Erstdiagnose signifikant
hoéher lag als das der AR (Abbildung 6).

Fir OPC sind ebenfalls ahnliche Einfliisse von Rauchen auf das OS beschrieben. Gillison et al.
haben in ihrer wegweisenden Studie aus 2012 einen proportionalen Anstieg des Sterberisikos der
Patient*innen mit einem Prozent pro zusétzlichem pack year angegeben (37). Ang et al.
analysierten in der prospektiven, multizentrischen RTOG (Radiation Oncology Group)-Studie zur
priméren Radiochemotherapie mit 2 oder 3 Zyklen simultaner Gabe von Hochdosis-Cisplatin bei
720 Patient*innen retrospektiv das OS (14). In Abhangigkeit vom HPV-Status, der Anzahl an pack
years und dem Tumorstadium wurden anhand dieser Daten erstmalig die Risikogruppen in ,,low",
,intermediate* und ,,high* definiert (14). Hier zeigte sich unter anderem ein Uberlebensvorteil von
HPV-positiven OPC Patient*innen mit niedrigen pack years gegentber Patient*innen mit HPV-
negativen OPCs und hoheren pack years. Aufgrund der unzureichenden Datenlage zur
Rauchhistorie konnte eine solche Risikogruppeneinteilung im Rahmen der vorliegenden Studie
nicht vorgenommen werden. Gerade im Hinblick auf eine mogliche risikostratifizierte Anpassung
des Therapieregimes (Deeskalation oder Intensivierung) bei HNCUP, erscheint eine
Risikogruppeneinteilung auf der Basis dieser Faktoren fur Patient*innen mit HNCUP
vielversprechend und sollte dhnlich den Strategien beim OPC in klinischen Studien verfolgt

werden.

30



7.3 Weiterfuhrende Fragestellungen beztglich Diagnostik und Therapie

Eine Debatte iber optimierte Therapieregime mit der Mdglichkeit einer Deintensivierung (De-
Eskalation) der Therapie zur Verringerung von (Spat-)Nebenwirkungen und ggf. der Verbesserung
der Lebensqualitat von Patient*innen mit p16-positiven HNCUP sollte durch die Unterschiede in
der Prognose nach Klassifikation mittels der achten Version der TNM Kilassifikation angestrebt
werden. Bisher fehlen prospektive Studien aufgrund der geringen Inzidenz von HNCUP. Kamal
et al. konnten keinen Vorteil einer bilateralen Bestrahlung mit Chemotherapie oder neck dissection
gegenuber einer bilateralen Bestrahlung des Halses und der Mukosa in IMRT Technik nachweisen
(51). La Vigne et al. fanden weniger Therapienebenwirkungen bei Reduktion der
Gesamtbestrahlungsdosis der Mukosa des Rachens (56 vs. >60 Gy) und Volumenreduktion durch
Exklusion der Larynxregion bei statistisch gleichem OS (52). Wahrend eine 76 Patient*innen
umfassende Studie von Le et al. keinen signifikanten Unterschied im OS zwischen ipsilateral und
bilateral bestrahlten Patient*innen finden konnte, zeigte eine &ltere Studie von Grau et al. einen
solchen Nachteil fur Patient*innen, welche nur ipsilateral bestrahlt wurden (28, 53). So zeigt sich
eine Tendenz zu weniger Nebenwirkungen und vergleichbarem Outcome bei deintensivierter
Therapie, jedoch mussen prospektive Studien fur p16-positive HNCUP vs. p16-negative HNCUP
angestrebt werden. Das bessere Uberleben von HNCUP Patient*innen mit positivem p16-Status,
wie in unserer Studie und weiteren Studien gezeigt, beruht wie beim OPC auf retrospektiven Daten
mit unveranderter Therapie, Unterschiede in der Therapie von p16-positiven und pl6-negativen
HNCUP sind erst nach Durchfihrung prospektiver Studien mit vergleichbar guten
Uberlebensdaten gerechtfertigt (54, 55). Gerade die ersten Ergebnisse aus zwei unabhingigen
prospektiven multizentrischen Phase 11l Studien zur De-Eskalation bei p16-positiven low- und
intermediate-Risiko OPC haben ein schlechteres Gesamtlberleben und keine Verbesserung der

Nebenwirkungen gezeigt, sodass hier noch Vorsicht geboten ist (35, 56).

Die Suche nach dem Primértumor bleibt fir die Patient*innen die beste Chance, eine
evidenzbasierte Therapie zu erhalten. Die transorale robotische Chirurgie wurde in je zwel
kleineren Studien untersucht, hierbei ergaben sich Detektionsraten von 71,4 % (Krishnan et al.)
und 13 % in der zweiten Studie, bei der nur p16-negative HNCUP eingeschlossen wurden (Kubik
et al.) (31, 57). Unter den 71,4 % detektierten Primartumoren von Krishnan et al. waren
ausschlieBlich p16-positive HNCUP, was die positiven Effekte dieser Diagnostik fir p16-negative
HNCUP generell infrage stellen kdnnte. Die transoral laser microsurgery (TLM) hingegen zeigt
auBerordentlich hohe Detektionsraten. Herruer et al. fanden mit einem Protokoll aus FDG-PET-
CT und TLM in ca. 90 % der Félle den Primarius, wodurch in der Folge bei einem Drittel der Félle
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eine adjuvante Therapie vermieden werden konnte (30). Karni et al. erreichten in einer Studie mit
30 Patient*innen sogar eine Detektionsrate von 94 % (37 % Gaumenmandel, 63 % Zungenbasis)
(58).

7.4 Limitationen, klinische Anwendung und Anteil

Der retrospektive Ansatz dieser Studie ist die Hauptlimitation der Arbeit. Da die Dokumentation
klinisch-pathologischer Variablen interindividuell zwischen den Untersuchenden unterschiedlich
ist, konnten Daten zur Rauchhistorie, Therapie und der Nachsorge nicht konsistent mit gleicher
Qualitat erhoben und dokumentiert werden. Aufgrund der geringen Inzidenz des HNCUP-
Syndroms ist die statistische Aussagekraft durch die relativ geringe Patient*innenzahl verringert

und auch die Durchflihrung prospektiver Studien sehr schwierig.

Aufgrund der dennoch klaren Ergebnisse unserer Studie kann in Hinblick auf die prognostische
Aussagekraft der neuen, achten Version der TNM Kiassifikation fir Patient*innen mit HNCUP
eine verbesserte Prognosevorhersage erreicht werden. Die neue Klassifikation und das neue

Kapitel zu HNCUP kdnnen die Entwicklung im Management der Erkrankung positiv unterstiitzen.

Die Datenerfassung, statistische Auswertung, das Erstellen der Abbildungen 3-6 und aller
Tabellen, die Interpretation der Ergebnisse und die Diskussion erfolgten von mir eigenstandig im
Rahmen der Publikation mit dem Titel ,,Carcinoma of Unknown Primary and the 8th Edition TNM
Classification for Head and Neck Cancer” und dieser Doktorarbeit. Alle Schritte entstanden in

enger Rucksprache und mit Einwirken durch Frau PD Dr. Coordes.

7.5 Zusammenfassung

Aufgrund der prognostischen Signifikanz in jedem einzelnen UICC Stadium (I bis I\Vc) ist die
achte Version der TNM Kiassifikation fir HNCUP aussagekréaftig und im klinischen Kontext
anwendbar. Fir Patient*innen mit p16-negativen, nicht jedoch p16-positiven HNCUP sollte ENE
als Faktor einbezogen werden. Bei rauchenden Patient*innen ist ein signifikant friheres
Erkrankungsalter festzustellen, ebenso ein signifikant jingeres Todesalter, verglichen mit

ehemaligen Rauchenden und Nierauchenden.
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