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[\V. Abstract

Einleitung: Der Einfluss der p16 Expression auf das biologische Verhalten und die Prognose des oralen
Plattenepithelkarzinoms stellt ein kontrovers diskutiertes Thema dar. Wenngleich insbesondere fir
oropharyngeale Tumoren eine Verbesserung des Uberlebens bei erhdhter p16-Expression als gesichert
gilt, differieren die Ergebnisse in Bezug auf das orale Plattenepithelkarzinom stark. Aufgrund der
elementaren Rolle als Tumorsuppressor gilt die Beeinflussung des p16 als integraler Bestandteil einer HPV
induzierten Karzinogenese u.a. mit Einfluss auf die Teilungsrate. Primare Zielstellung dieser Arbeit ist die
Untersuchung des Einflusses von p16- und Mib-Status auf das orale Plattenepithelkarzinom in einer
groRen Kohorte. Material und Methodik: Formalin-fixierte Paraffin-eingebettete Praparate von 339
Tumoren wurden gegen pl6 und Mib/Ki67 mittels Immunhistochemie gefarbt. Die Auswertung der
Praparate erfolgte als manuelle Zédhlung mit Bestimmung des relativen Anteils positiver Tumorzellen. P16-
positiven Praparate wurden auf das Vorhandensein von HPV-DNA mittels PCR-Testung untersucht. Die
Bestimmung der primdren Endpunkte erfolgte als Korrelation der erzielten Ergebnisse mit den klinischen
Charakteristika. Ergebnisse: 23 der 339 Tumoren (6,8%) erfiillten die Kriterien einer p16-Positivitat, wobei
in lediglich 6 der auszuwertenden Tumoren ein HPV-DNA Nachweis gelang (positiv-pradiktiver Wert: 0,4).
Kombiniert p16-/HPV-positive Tumoren zeigen sich vermehrt bei jingeren Patient:innen (p=0,036) und
haufiger eine extrakapsulare Ausbreitung (p=0,015). Der durchschnittliche Anteil Mib-positiver
Tumorzellen lag bei 28,4% ohne signifikante Unterschiede zwischen pl6-positiven und -negativen
Tumoren. Es zeigte sich ein signifikanter Einfluss des p16- und Mib-Status auf das Grading mit schlechter
differenzierten Tumoren bei jeweils hoher Positivitit. In der Uberlebensanalyse ergaben sich lediglich in
der kombinierten Betrachtung der p16- und Mib-Positivitat signifikante Unterschiede, wobei p16-positive
Tumoren mit niedrigen Teilungsraten allen anderen Subgruppen Uberlegen sind (p=0,048, p=0,048,
p=0,034). Es zeigte sich eine Uberlegenheit von pl6-positiven Tumoren mit niedrigen Teilungsraten
gegenlber allen anderen Subgruppen bei Patient:innen, die einer Operation ohne Adjuvanz zugefiihrt
wurden (p=0,005, p=0,014, p=0,006). Diese Unterschiede finden sich nicht bei Patient:innen mit einer
Operation und anschlieRender Adjuvanz. Wahrend Tumoren mit einer Teilungsrate >21% von einer
systemischen Therapie profitieren (p=0,034), zeigten Tumoren mit einer pl6-Positivitdit >25% eine
bessere Prognose unter einer Adjuvanz (p=0,042). Zusammenfassung: In dem hier untersuchten Kollektiv
fand sich keine Korrelation zwischen pl16-/HPV-Status und Mib-Positivitdt. Es zeigte sich ein
entscheidender Einfluss der kombinierten Betrachtung von p16- und Mib-Positivitdit sowohl auf das

Overall Survival im Gesamtkollektiv als auch in Bezug auf die Therapieform.



IV. Abstract (English)

Introduction: The influence of p16 expression on the biological behavior and prognosis of oral squamous
cell carcinoma is a subject of controversial discussion. While an improvement in survival is well-
established for the entirety of head and neck tumors, especially for oropharyngeal tumors, the results
vary significantly concerning oral squamous cell carcinoma. Due to its fundamental role as a tumor
suppressor, the influence of p16 is considered an integral part of HPV-induced carcinogenesis, including
an impact on the rate of cell division. Therefore, the increased expression of p16 is discussed as a
surrogate marker for HPV infection. The primary objective of this study is to investigate the influence of
p1l6 and Mib status on oral squamous cell carcinoma in a large cohort. Material and Methods: Formalin-
fixed paraffin-embedded tissue samples of 339 tumors were stained for p16 and Mib/Ki67. Evaluation of
the preparations was carried out through manual counting, determining the relative proportion of
positive tumor cells. In a further step, p16-positive preparations were tested for the presence of HPV DNA
using PCR testing. The primary endpoints were determined by correlating the obtained results with clinical
characteristics. Results: Among the 339 tumors, 23 (6.8%) met the criteria for p16 positivity, with only 6
of these tumors showing HPV DNA detection (positive predictive value: 0.4). Combined p16/HPV-positive
tumors were observed more frequently in younger patients (p=0.036) and exhibited extracapsular spread
more frequently (p=0.015). The average proportion of Mib-positive tumor cells was 28.4%, with no
significant differences between p16-positive and negative tumors. There was a significant influence of p16
and Mib status on grading, with poorly differentiated tumors showing high positivity for both. In survival
analysis, significant differences were observed only in the combined evaluation of p16 and Mib positivity,
with p16-positive tumors with low proliferation rates being superior to all other subgroups (p=0.048,
p=0.048, p=0.034). When divided by treatment modality, p16-positive tumors with low proliferation rates
were superior to all other subgroups in patients who underwent surgery without adjuvant therapy
(p=0.005, p=0.014, p=0.006). These differences were not observed in patients who underwent surgery
followed by adjuvant therapy. While tumors with a proliferation rate >21% benefited from systemic
therapy (p=0.034), tumors with p16 positivity >25% showed an improved response to adjuvant therapy
(p=0.042). Conclusion: In this study, no correlation was found between p16/HPV status and Mib positivity.
There is a significant influence of the combined evaluation of p16 and Mib positivity on overall survival in

the overall cohort as well as on overall survival related to the treatment modality.
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1. Einleitung

1.1. Das orale Plattenepithelkarzinom

1.1.1. Definition

In der 2017 erschienen Novellierung der Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren definiert die World Health
Organization (WHO) das orale Plattenepithelkarzinom als einen malignen Tumor mit vorwiegend
squamoser Differenzierung, der dem mukosalen Epithel der Mundhdhle entspringt [1]. Mit einem Anteil
von Uber 90% handelt es sich um die mit Abstand haufigste Entitat oraler epithelialer Malignome [1-3].
Das orale Plattenepithelkarzinom wird insbesondere im angloamerikanischen Raum den Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) zugeordnet und frequent mit verschiedenen Tumoren anderer

Lokalisationen unter den oralen, pharyngealen und Lippenkarzinomen subsummiert [1, 4].

1.1.2. Epidemiologie

Weltweit sind orale, pharyngeale und Lippenkarzinome zusammengenommen die sechst- bis
siebthaufigste Tumorneuerkrankung und neunthdufigste tumorassoziierte Todesursache, wobei sich eine
enorme globale Disparitdt mit einem gehauften Vorkommen in Entwicklungslandern zeigt [4-6].
Wahrend in GrolRbritannien der Anteil an den Gesamtmalignomen bei ca. 3% liegt, stellen orale Karzinome
in den Hochrisikolandern wie z.B. Indien oder Sri-Lanka bis zu 25% der Malignomneuerkrankungen dar
[5]. Prinzipiell nimmt die Inzidenz von oralen, pharyngealen und Lippenkarzinomen seit 1990 in Landern
mit hohen Erkrankungsraten (z.B. China oder Indien) ab und in jenen mit niedrigen (z.B. Japan) zu [4].
Nach der aktuellen , Global Cancer Statistics 2020 liegt die Anzahl an neudiagnostizierten oralen und
Lippenkarzinomen weltweit bei 377 713, was einem Anteil von ca. 2% an allen Tumor-Neuerkrankungen
entspricht [7]. Die hochsten regionalen Inzidenzen finden sich demnach in Melanesien, im Siden
Zentralasiens sowie Osteuropa, wobei auch in Westeuropa vergleichsweise hohe Werte beschrieben
werden [7].

Die Relation von erkrankten Mannern zu Frauen verhilt sich wie 1,5-2:1 [5, 8].

1.1.3. Risikofaktoren

In der aktuellen Literatur wird eine Vielzahl beglinstigender Faktoren fiir die Entstehung eines oralen
Plattenepithelkarzinoms beschrieben [9, 10]. Die Hauptrisikofaktoren (Tabak- und/oder Alkoholkonsum)
finden sich bei wenigstens 75% der Erkrankten in Industrienationen [11, 12] und wirken sowohl singular
als auch synergistisch [11]. Es wird angenommen, dass ausgedehnter Alkohol- und Zigarettenkonsum das

Risiko der Entstehung von oralen Tumoren um das 38-fache erhoht [11].
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Tabak

Tabak beschreibt jedwede Verarbeitung der Pflanzenblatter der Gattung Nicotina [9]. Der Hauptwirkstoff
Nikotin ist ein psychoaktives Alkaloid und wirkt (iber nikotinerge Acetylcholinrezeptoren, nachdem es
Uber die Mukosa von Lungen und Mund-/Rachenraum resorbiert wurde [9]. Je nach Aufbereitung kann
Tabak geraucht (z.B. Zigaretten, Zigarren, Pfeife) oder z.B. als Kau- beziehungsweise Schnupftabak
(sogenannter ,,smokeless Tobacco”) konsumiert werden [13]. Des Weiteren existieren sogenannte
elektronische Zigaretten (,E-Zigaretten®) [13], die, obgleich sie keinen Tabak enthalten [14], wohl
dennoch kanzerogene und toxische Stoffe in geringeren Mengen generieren [15].

Im Jahre 2000 existierten schatzungsweise ca. 1,2 Milliarden Tabaknutzer weltweit, wobei im
Durchschnitt der Anteil an Mannern grofSer als jener der Frauen war [16]. Das entsprach in etwa einem
Zigarettenverbrauch von 5,7 Billionen Stiick pro Jahr [16]. In einer deutschlandweiten Erhebung von 2018
gaben ca. 28% der Befragten an, aktuell Tabak zu nutzen, wobei Manner und Personen mit fehlendem
Schulabschluss im Vergleich iberwogen [17].

Rauchen stellt einen der fiihrenden Risikofaktoren fiir Krankheit und vorzeitiges Versterben dar [18].
Allein im Zigarettenrauch wurden bereits (ber 150 toxische und/oder kanzerogene Substanzen
nachgewiesen [19]. Neben diversen anderen Erkrankungen ist etwa ein Viertel der oralen Karzinome dem
Zigarettenkonsum zuzurechnen [20]. Hierbei besteht ein dosisabhangiges Risiko, welches sowohl von der
Dauer des Rauchens als auch von den taglich konsumierten Zigaretten abhangt [20, 21].

Ebenso gilt eine kanzerogene Wirkung des ,,smokeless Tobacco”, insbesondere in Hinblick auf Tumoren

der Kopf-Hals-Region, als gesichert [22, 23].

Alkohol

Alkoholische Getranke sind eine inhomogene Gruppe, die sich unter anderem in der Konzentration des
Hauptwirkstoffes Ethanol unterscheiden [9].

Die WHO konstatiert im ,Global Status Report on Alcohol 2004“, dass 2 Milliarden Menschen Alkohol
konsumieren und ca. 76,3 Millionen Menschen die Diagnosekriterien eines kritischen Alkoholkonsums
erflllen [24]. Der ,Global Status Report on Alcohol and Health 2018“ konstatiert eine liber die Jahre
stabile Rate an sog. ,heavy episodic drinkers” von 18,2% [25]. Im globalen Vergleich bleibt die
besorgniserregend hohe Rate an jungen , heavy episodic drinkers” in Europa zu nennen [25]. Insgesamt
ist der Anteil von Alkohol konsumierenden Frauen geringer als jener der Manner [25].

Es ist erwiesen, dass Alkohol bzw. dessen Metabolite dosisabhdngige kanzerogene Effekte auf
verschiedenste Organsysteme besitzen [26-28]. Etwa 3,6% aller Karzinome werden auf Alkoholkonsum
zurlickgefuhrt [27].

Die Studienlage zu Tumoren des aerodigestiven Traktes lasst sich als sehr umfangreich bezeichnen und

zeigt ein zwei- bis dreifach erhohtes Risiko in der Entstehung von oralen Karzinomen bei einem
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Alkoholkonsum von 50g pro Tag im Vergleich zur Abstinenz (reviewed in [29]). Eine 2011 vero6ffentlichte
Publikation postuliert, dass bis zu 44% der aerodigestiven Karzinome der Manner und bis zu 25% derer
der Frauen in acht untersuchten Landern Westeuropas auf Alkoholkonsum zurtickzufiihren sind [30].
Global betrachtet, scheint ausgedehnter Gebrauch von Alkohol fiir 7-19% der oralen Karzinome ursachlich

zu sein [20, 31].

Betel-Kautabak

Erzeugnisse der ,Betelnuss” oder auch , Arekanuss” kénnen in Kombination mit Tabak oder ohne diesen
konsumiert werden und gelten seit 2004 als humanes Kanzerogen [32, 33]. Sie werden hauptsachlich in
Ldndern Sud-Ost-Asiens wie z.B. Indien, China oder Taiwan genutzt [34-36]. Neben mukosalen
Veranderungen der Mundhohle wie lichenoiden Lasionen oder Leukoplakien, fordert der Konsum von
Betel-Kautabak, insbesondere in Kombination mit anderen Risikofaktoren, die Entstehung von oralen

Karzinomen [37-39].

Weitere Risikofaktoren

Neben den Hauptrisikofaktoren (Tabak- und Alkoholkonsum) werden zunehmend weitere Risikofaktoren
in der Literatur diskutiert.

An dieser Stelle sei insbesondere auf die Rolle humaner Papillomaviren verwiesen, die in den Kapiteln 1.2
»,Das humane Papillomavirus” und 1.3. ,Karzinome der Kopf-Hals-Region und humane Papillomaviren
eingehend erdrtert wird. Neuere Daten zeigen zudem eine Anderung der mikrobiellen Mundflora bei
Patient:innen mit oralen Plattenepithelkarzinomen, was einerseits als moégliche Causa und andererseits
als Mittel des Diagnostikums oder der Therapie diskutiert wird [40].

Neben diesen Umweltfaktoren konnten diverse genetische Veranderungen beschrieben werden, die im
Sinne einer fortschreitenden Schadigung zur Entstehung von oralen Plattenepithelkarzinomen beitragen
kénnen [41].

Weiterhin sind sog. ,Lifestyle-Faktoren” zu nennen. So wird postuliert, dass eine fleischreiche und
gemiisearme Ernahrung, beispielsweise Uber eine gesteigerte Inflammation (dietary inflammatory
potential), als moglicher Risikofaktor in der Entwicklung eines oralen Plattenepithelkarzinoms in Betracht
kommt [42, 43]. Im Umkehrschluss scheint eine ausgewogene Erndahrung mit Reduktion potentiell
inflammatorisch wirkender Komponenten (z.B. Diat vom mediterranen Typ) einen geringen protektiven
Effekt zu besitzen [44]. Auch das Sexualverhalten (insbesondere oraler Geschlechtsverkehr und/oder
Promiskuitat) kann iiber eine potenzielle Ubertragung von humanen Papillomaviren das Auftreten von
oralen Plattenepithelkarzinomen bzw. Kopf-Hals-Tumoren, vor allem in jlingeren Bevolkerungsschichten,

beglinstigen [45, 46].
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1.1.4. Symptome und Diagnostik

Das orale Plattenepithelkarzinom ist ein Tumor der Mundhohle, der vornamlich an der Zunge oder im
Bereich des Mundbodens lokalisiert ist [47]. Gerade in den Anfangsstadien zeigt sich der Tumor haufig
asymptomatisch, wohingegen in fortgeschrittenen Verldaufen Symptome wie Foetor ex ore,
Sensibilitatsstorungen sowie Schmerzen auftreten [48]. Klinisch zeigt sich zumeist eine ulzerierende
Raumforderung, wenngleich diese bereits Zeichen fiir ein fortgeschrittenes Stadium ist [47, 48].
Aufgrund der inapparenten Verlaufe in Anfangsstadien ist eine suffiziente Friiherkennung unabdingbar,
da der Zeitpunkt der Erstdiagnose entscheidenden Einfluss auf den weiteren Therapieverlauf und die
Prognose hat [49]. Nicht zuletzt ist die regelmaRige Kontrolle pramaligner Vorstufen und ggf. friihzeitige
Probenentnahme im Sinne einer Exzisions- oder Inzisionsbiopsie von maligeblicher Bedeutung [50]. Ein
GrofSteil an Tumoren wird, unter anderem durch Patient:innenfaktoren, erst in lokal weit
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert [51].

Die Diagnostik richtet sich nach der aktuellen S3-Leitlinie ,Diagnostik und Therapie des
Mundhohlenkarzinoms®, die zuletzt 2021 eine Uberarbeitung erfuhr [52].

Nach ausfiihrlicher arztlicher Untersuchung stehen Diagnostika zur Erfassung der Lokalausdehnung und
Diagnosesicherung im  Vordergrund. Hierzu werden die Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie genutzt [52]. Des Weiteren ist sowohl die Bestimmung der klinischen
Lokalausdehnung wie auch der Ausschluss synchroner Zweitkarzinome elementarer Bestandteil der
Primardiagnostik [52].

Eine Probenentnahme sollte aus dem Randbereich der suspekten Ldsion und chronologisch nach
Durchfiihrung der Schnittbildgebung erfolgen, um Artefakte zu vermeiden [52].

Zum klinischen Ausschluss lokoregiondarer Metastasen erfolgt eine Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie des Halses, die ggf. um weitere Verfahren, wie die ultraschallgestitzte
Feinnadelbiopsie, erganzt werden kann [52].

Zum Ausschluss von Fernmetasten oder Zweittumoren auBerhalb der Kopf-Hals-Region sollte
insbesondere bei lokal fortgeschrittenen Tumoren eine Computertomographie des Thorax durchgefiihrt
werden [52]. Diese BasismaRnahme wird ggf. um eine Sonographie des Abdomens erweitert [52].
Nuklearmedizinische Verfahren wie eine Positronen-Emissions-Tomographie sind ausgewahlten

Fragstellungen vorbehalten und stellen keine diagnostischen Routineverfahren dar [52].

1.1.5. TNM-Klassifikation und UICC-Stadien
Bis zur Zusammenfiihrung im Jahre 1987 existierte einerseits die Tumorklassifikation der Union for
International Cancer Control (UICC) und andererseits die Einteilung nach dem American Joint Committee

on Cancer (AJCC) [53]. Die achte und somit aktuellste Auflage der einheitlichen TNM-Klassifikation von

14



Malignomen erschien 2017 [54]. Insbesondere bei den Tumoren der Kopf-Hals-Region finden sich zum
Teil erhebliche Anderungen im Vergleich zur vorherigen siebten Version, was sich unter anderem in einer
neuen Einteilung HPV-bedingter oropharyngealer Tumoren, den erneuerten T- sowie N-Stadien

nasopharyngealer Tumoren und T-Stadien von Tumoren der Mundhoéhle widerspiegelt [55].

T-Stadien von Tumoren der Mundhohle

Das T-Stadium beschreibt die lokale Ausdehnung des Primartumors [54]. Mehrere Studien belegten einen
Zusammenhang zwischen Tumordicke oder auch Invasionstiefe (engl. Depth of Invasion) und dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen sowie Friihrezidiven von oralen Plattenepithelkarzinomen [56,
57], weshalb in der aktuellen achten Version der TNM-Klassifikation eine Anpassung der T-Stadien erfolgte
[55]. Eine Gegenliberstellung der T-Stadien nach der siebten und achten Version der TNM-Klassifikation

ist der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Gegenuberstellung der T-Stadien von Tumoren der Mundhd&hle nach der 7. und 8. Edition der TNM-

Klassifikation maligner Tumoren (ohne Beriicksichtigung von Tumoren der Lippe)

T-Stadien von Tumoren der Mundhdhle nach der 7. | T-Stadien von Tumoren der Mundhohle nach der 8.

Edition der TNM-Klassifikation von 2010 [58] Edition der TNM-Klassifikation von 2017 [54]

Tx Primdrtumor kann nicht beurteilt werden Tx Primdrtumor kann nicht beurteilt werden

TO  Kein Anhalt fir Primartumor TO Kein Anhalt fiir Primartumor

Tis  Carcinoma in situ Tis Carcinoma in situ

T1  Tumor <2 cmin gréBter Ausdehnung T1 GroRe €2 cm und DOI 0,5 cm

T2 Tumor >2 cm, aber <4 cm in gréter Ausdehnung | T2 GroRe <2 cm und DOI >0,5 cm, aber <1,0 cm

oder GroRe 2-4 cm und DOI <1 cm

T3  Tumor >4 cm in gréBter Ausdehnung T3 GroRe >4 cm oder DOI >1 cm

Td4a Tumor infiltriert durch kortikalen Knochenin die | T4a  Grofe >4 cm und DOI >1 cm oder Tumor
dulere Muskulatur der Zunge infiltriert durch den kortikalen Knochen der

Mandibula oder Maxilla oder involviert den

Sinus maxillaris oder infiltriert die Haut des

Gesichts

T4b Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Proc. | Tdb  Tumor infiltriert Spatium masticatorium,
pterygoideus oder Schadelbasis oder umschlieRt Proc. pterygoideus oder Schadelbasis oder

die A. carotica interna umschliefRt die A. carotica interna

Legende Tabelle 1: A. = Arteria, DOI = Depth of Invasion (dt. Invasionstiefe), Proc. = Processus
Anmerkung Tabelle 1: Dargestellt sind die T-Stadien sowie deren Beschreibung von Tumoren der Mundhéhle nach
der TNM-Klassifikation in der 7. und 8. Edition. In der aktuellen 8. Version findet neben der Ausdehnung auch die

Invasionstiefe des Primarius Beriicksichtigung.

15



N-Stadien von Tumoren der Mundhohle

Die N-Stadien treffen eine Aussage Uber das Vorhandensein oder die Abwesenheit von regionalen

Lymphknotenmetastasen und beziehen sich im Rahmen von Tumoren der Mundhdéhle auf die

Lymphknoten des Halses [54]. Eine Zusammenfassung der N-Stadien von Tumoren der Mundhohle liefert

die Tabelle 2.

Tabelle 2: N-Stadien von Tumoren der Mundhdhle nach der 8. Edition der TNM-Klassifikation maligner Tumoren

(nach [54])

Nx
NO
N1

N2

N3

N2a

N2b

N2c

N3a
N3b

Regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

Metastase in einem ipsilateralen Lymphknoten <3 cm in gréBter Ausdehnung ohne extranodale
Ausbreitung

Metastase in einem ipsilateralen Lymphknoten >3 cm, aber <6 cm in grofSter Ausdehnung ohne
extranodale Ausbreitung

Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten <6 cm in grofter Ausdehnung ohne
extranodale Ausbreitung oder Metastase in einem ipsilateralen Lymphknoten bis 3cm mit
extranodaler Ausbreitung

Metastase(n) in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten <6 ¢cm in groBter Ausdehnung
ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in Lymphknoten >6 cm in grofSter Ausdehnung ohne extranodale Ausbreitung

Metastase(n) in einem oder multiplen Lymphknoten mit klinischer extranodaler Ausbreitung

Anmerkung Tabelle 2: Dargestellt sind die N-Stadien sowie deren Beschreibung von Tumoren der Mundhéhle nach

der TNM-Klassifikation in der 8. Edition.

M-Stadien von Tumoren der Mundhohle

Die M-Stadien beschreiben das Vorhandensein oder die Abwesenheit von Fernmetastasen [54]. In der

Tabelle 3 sind die M-Stadien fir Tumoren der Mundhéhle aufgefiihrt.

Tabelle 3: M-Stadien von Tumoren der Mundhdhle nach der 8. Edition der TNM-Klassifikation maligner Tumoren

(nach [54])

MO
M1

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Anmerkung Tabelle 3: Dargestellt sind die M-Stadien

sowie deren Beschreibung von Tumoren der Mundhohle

nach der TNM-Klassifikation in der 8. Edition.
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UICC-Stadien
Anhand der Vorgaben der UICC erfolgt die Zusammenfassung der TNM-Klassifikation in fiinf Stadien (s.
Tabelle 4).

Tabelle 4: UICC-Stadien von Tumoren der Mundhéhle nach der 8. Edition der TNM-Klassifikation maligner Tumoren

(nach [54])

Stadium T-Stadium  N-Stadium  M-Stadium
0 Tis NO MO
1 T1 NO MO
I T2 NO MO
]| T1-2 N1 MO
T3 NO-1 MO
v IVA | T1-3 N2 MO
T4a NO-2 MO
IVB | jedesT N3 MO
T4b jedes N MO
IVC | jedesT jedes N M1

Anmerkung Tabelle 4: Dargestellt sind die UICC-
Stadien sowie deren Beschreibung von Tumoren der
Mundhdhle nach der TNM-Klassifikation in der 8.

Edition.

1.1.6. Therapie

Entsprechend den Empfehlungen der aktuellen S3-Leitlinie ,Diagnostik und Therapie des
Mundhohlenkarzinoms” stehen individuelle Therapiekonzepte unter Berlicksichtigung einer
Resektabilitdat und des Allgemeinzustandes der Patient:innen im Vordergrund [52]. Hierflir haben sich
sogenannte Tumorboards etabliert, die alle beteiligten Fachdisziplinen involvieren [52]. Die
Empfehlungen werden mit den Patient:innen diskutiert und im Sinne eines Shared-Decision-Making
umgesetzt [52]. Grundsatzlich sollten resektable Tumoren bei entsprechendem Allgemeinzustand des
Patienten bzw. der Patientin primar chirurgisch therapiert werden [52]. Dies beinhaltet die radikale
Tumorresektion mit anschlieBender Rekonstruktion, bei der mikrovaskular-anastomosierte Transplantate
im Vordergrund stehen [52]. Das Management der Halslymphknoten ist kontrovers diskutiert und
Gegenstand aktueller Forschung. Bei klinisch unauffalligen Halslymphknoten ist die selektive Neck-
Dissection aktuell Therapie der Wahl, die ggf. um eine modifiziert radikale Neck-Dissection erweitert
werden kann [52]. Moderne Konzepte wie eine Wachterlymphknotenbiopsie ( engl. Sentinel-Lymphnode-

Biopsy) werden zunehmend diskutiert, wobei aktuell eine klare Evidenz fehlt [52]. Bei klinisch positivem
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cervicalem Lymphknotenbefall soll eine angemessene Lymphknotenausrdumung, in der Regel eine
modifiziert radikale Neck-Dissection, durchgefiihrt werden [52].

Eine postoperative Adjuvanz im Sinne einer Radio(chemo)therapie wird bei lokal fortgeschrittenen
Tumoren, knappen oder befallenen Resektionsrandern, perineuraler Invasion, GefaRinvasion oder

histopathologischem Lymphknotenbefall empfohlen [52].

1.1.7. Prognose

Uberlebensraten und Prognosefaktoren

Insgesamt lasst sich das orale Plattenepithelkarzinom als eine Entitat mit vergleichsweiser guter Prognose
beschreiben. Die durchschnittlichen 5-Jahres-Uberlebnsraten belaufen sich auf ca. 50-60% [51].

Viele Publikationen beschiftigen sich mit méglichen Einflussfaktoren auf das Uberleben. Beispielhaft
wirken sich ein niedriges Alter bei Erstdiagnose, das weibliche Geschlecht, niedrige T-Stadien, gute
Differenzierung, eine geringe Tumordicke sowie fehlende (lymphogene) Metastasierung positiv auf das

Gesamtiiberleben aus [59, 60].

Proliferationsrate als Prognosefaktor

Ein grundsatzliches Modell versteht Onkogenese im Allgemeinen als Ungleichgewicht von Proliferation
und Apoptose, weshalb eine pathologisch gesteigerte Zellvermehrung einen wichtigen Faktor in der
Entstehung von Tumoren darstellt [61].

Einen hohen Stellenwert besitzt hierbei das Protein Ki-67 (Genlocus auf Chromosom 10), welches
vermehrt in der Mitose exprimiert wird und somit als Marker der Zellproliferation genutzt werden kann
[62, 63].

Eine Fille von Publikationen liefert zum Teil kontrare Ergebnisse beziiglich der Korrelation von Ki-67 und
der Prognose bei oralen Plattenepithelkarzinomen [64]. Xie et al. biindelt diese Studien im Rahmen einer
Metaanalyse und beschreibt seinerseits eine verschlechterte Prognose [64]. So korreliere eine vermehrte
Expression von Ki-67 mit einem geringeren Overall Survival und Disease free Survival, insbesondere in
asiatischen Populationen [64]. Es imponieren stark differente Grenzwerte von 10% bis 65% fir die
Definition einer Mib-Positivitat. Die Autor:innen flihrten Subgruppenanalysen bei einem Grenzwert von
21% durch, ohne eine mathematische Herleitung hierfir zu liefern.

Aufgrund der hohen Heterogenitdt zwischen den einzelnen Publikationen und den geringen Fallzahlen
waren weitere Untersuchungen mit standardisierten immunhistochemischen Farbungen und grol3en

Fallzahlen anzustreben [64].
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1.2. Das humane Papillomavirus

1.2.1. Allgemeines

Die unbehiillten Papillomaviren gehéren zu der Familie der Papillomaviridae und zeichnen sich durch ein
icosahedrales Kapsid sowie eine circuldre, doppelstrangige DNA mit ca. 8000 Basenpaaren aus [65-67].
Sie zeigen ein weltweites Vorkommen, wobei sowohl Menschen, durch humane Papillomaviren, als auch

andere Amnioten, durch tierische Papillomaviren, ubiquitar befallen werden [66].

1.2.2. Taxonomie

Die aktuelle Unterteilung der humanen Papillomaviren geht auf den Papillomavirus Workshop von 1995
zurick und folgt den Vorgaben des International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) [68-70].
Anhand von DNA-Sequenz Analysen des hoch konservierten Open-Reading Frames-Genlocus, welcher fir
das Kapsid-Protein L1 codiert, werden derzeit finf Gattungen unterschieden: a-Papillomaviren, B-
Papillomaviren, y-Papillomaviren, mu-Papillomaviren und nu-Papillomaviren [69, 70]. Die weitere
Nomenklatur der HPV-Typen erfolgt nach der strikten Definition des ICTV und Abgleich des kompletten
Genoms mit dem international HPV Reference Center [69, 70]. Es gilt die Regel, dass sich die einzelnen
HPV-Typen um mindestens 10% in der DNA-Sequenz des L1 Gens unterscheiden [69]. Die weitere
taxonomische Unterteilung in Subtypen oder Varianten erfolgt bei geringerer Differenz des Genlocus [69].
Mit Einflhrung der Polymerase Kettenreaktion wurden Hunderte von HPV-Typen postuliert, von denen
sich nach der einheitlichen Definition des ICTV bis zum Jahre 2004 lediglich 92 humane und 24 tierische
Papillomavirus-Typen bestatigten [69]. Bis heute erweiterte sich die Anzahl der Typen lber ca. 150 im Jahr

2010 auf mehr als 200 humane und Uber 60 tierische Papillomaviren [67, 70, 71].

1.2.3. Einteilung der humanen Papillomaviren
Es existieren verschiedene Moglichkeiten der Einteilung, die sich entweder am biologischen Verhalten im

Sinne des onkogenen Potentials oder dem Ort der klinischen Manifestation orientieren [72-74].

Einteilung nach dem onkogenen Potential

Infektionen mit a-Papillomaviren finden sich sowohl bei benignen (z.B. anogenitale Genitalwarzen) als
auch bei malignen Zervixpathologien (zervikale intraepitheliale Neoplasie und invasives
Zervixkarzinom)[75]. Im Zuge multipler Studien gelang eine Unterscheidung in sogenannte high-risk und
low-risk HPV-Typen, die sich im Risiko des Auftretens einer malignen Entartung unterscheiden [73, 75,

76]:
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= high-risk HPV-Typen
Ende des 20. Jahrhunderts konnte ein bereits lang vermuteter Zusammenhang zwischen HPV-
Infektionen und zervikalen intraepithelialen Neoplasien beziehungsweise dem invasiven
Zervixkarzinomen bewiesen werden [77]. Mit der Veroffentlichung mehrerer Case-Control-
Studien stufte die International Agency for Research on Cancer im Jahre 1995 die HPV-Typen 16
und 18 als humane Kanzerogene ein [78]. Weitere high-risk HPV-Typen wurden inkonstant
identifiziert, wobei die HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51 und 58 als relativ einheitlich
akzeptiert gelten [76, 79-81].
Manche Autor:innen unterteilen diese Gruppe in high-risk/HPV 16 Typen, welche zu gleichen
Teilen eine zervikale intraepitheliale Neoplasie und ein invasives Karzinom verursachen und die
high-risk/HPV 18 Typen (HPV-Typen 18, 45, 56), die hiufiger Atiologie eines invasiven Karzinoms
sind [76].

= |ow-risk HPV-Typen
Die low-risk HPV-Typen stellen den GroRteil der bekannten humanen Papillomaviren dar und
zeichnen sich durch eine geringere Rate an malignen Entartungen aus [71]. Sie stehen in
Zusammenhang mit benignen hyperproliferativen Lasionen wie z.B. der Epidermodysplasia
Verruciformis und low-grade zervikalen intraepithelialen Neoplasien [71, 76].
Exemplarische Beispiele fiir low-risk HPV-Typen sind die HPV-Typen 8 und 11 [69].

= intermediate-risk HPV-Typen
Sie nehmen eine Zwischenstellung ein und finden sich hadufiger bei zervikalen intraepithelialen

Neoplasien als bei invasiven Karzinomen [76].

Einteilung nach dem Ort der klinischen Manifestation
Man unterscheidet bei dieser Form der Klassifikation in HPV-Typen, die eher mukosale oder kutane
Lasionen verursachen [69]:
= mukosale HPV-Typen
Die typischen Vertreter stammen aus der Gattung der y- und a-Papillomaviren [69].
= kutane HPV-Typen
Hierzu zéhlen hauptsachlich die B-Papillomaviren [69]. Aber auch einige a- sowie die mu- und nu-

Papillomaviren lassen sich den kutanen HPV-Typen zuordnen [69, 82].
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1.2.4. Einfluss auf die Malignomentstehung

Lebenszyklus

Das Genom der humanen Papillomaviren unterteilt sich in sogenannte Early (E1, 2, 4, 5, 6 und 7) und Late
(L1 und 2) Opening Reading Frames (ORF) sowie die nicht kodierenden Long Control Region (LCR), die Gber
cis-responsible Elemente modulierenden Einfluss auf die Transkription und Replikation nimmt [83-85].
Nach Infektion der basalen Zellschicht von Haut oder Mukosa (iber Wunden beziehungsweise
Mikrofissuren [86, 87] erfolgt die Replikation viraler DNA in niedriger Amplifikationsrate durch die viralen
Genprodukte E1 (,virus DNA helicase”) und E2 (,virus transcription factor and genome tether”). Die
weiteren Early Genes ermdoglichen optimale Voraussetzungen fiir die DNA-Replikation des Virus durch z.B.
Inaktivierung des Interferon regulierenden Faktors oder Verhinderung der Apoptose von Wirtszellen [88-
91]. Mit zunehmender Migration der Tochterzellen in hdhere Epithelschichten werden hdhere
Amplifikationsraten der viralen DNA generiert sowie die Late Opening Reading Frames transkribiert,
welche fiir die Kapsidproteine L1 und 2 kodieren [92].

Als Causa der Entwicklung von Tumoren und letztendlich Malignomen wird vor allem das Zusammenspiel
der Onkoproteine E6 und E7 angenommen [93-95]. Maligeblich scheint hierbei eine erhéhte Expression
dieser Proteine zu sein, wodurch es zu haufigeren Zellzykluseintritten [96] und einem Verlust der
Differenzierung des Epithels kommt [97]. Diese Dysregulation mit erh6htem Malignomrisiko kann z.B. als
Folge einer pathologischen Integration von HPV DNA in das zellulare Erbgut [98-100] oder eventuell durch

epigenetische Modifikationen der LCR entstehen [101-103].

Virales Onkoprotein E6

Die Proteinsequenz und Anzahl der Zink-bindenden Domanen des viralen Onkoproteins E6 sind zwischen
den HPV-Typen verschieden [104, 105]. Daneben existieren einige HPV-Typen, die keinen E6 ORF besitzen
[106, 107]. Gemeinsame Endstrecke der E6-Proteine scheint u.a. der Tumorsuppressor p53 zu sein [108],
wenngleich neuere Studien zudem eine Beeinflussung des Notch-Signalweges zeigen [109]. Im Folgenden
werden ausgewahlte zelluldre Verdnderungen exemplarisch skizziert (modifiziert nach [88]):

Einfluss auf p-53: Das E6-Protein des HPV-16 bindet an alphahelicale LXXLL-Sequenzen der Ubiquitinligase
E6 associated Protein (E6AP) [110-114], welches durch die LXXLL-Doméne eine stabilisierende Wirkung
auf das virale Onkogen besitzt [115]. Durch eine Konformationsdanderung wird die Bindung an p53
ermoglicht [116], wodurch ein E6-E6AP-p53-Komplex entsteht, der eine E6 Multimerisierung fordert [117]
und somit die Ubiquitinierung durch das E6AP initiiert [111, 118]. Der daraus folgende Abbau des p53
erfolgt durch Proteasomen [111, 118].

Im Gegensatz dazu scheinen HPV-Typen mit Replikation in der Haut an die LXXLL-Sequenz der

Transkriptionskofaktoren Mastermind-Like Proteins (MAML) zu binden [109].
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Einfluss auf die Transkription: Eine elementare Rolle nehmen hierbei die ,histone acetyltransferases”
(HATSs) ein, die als Kofaktoren fiir p53 und Transkriptionsfaktoren fungieren und von E6 affektiert werden
(reviewed in [88]). So konnte z.B. gezeigt werden, dass eine E6-E6AP abhangige Degradation des ADA3
stattfindet, was unter anderem zu einer nachgewiesenen Aufhebung der stabilisierenden Wirkung auf das
p53 sowie einer Inhibierung des p14ARF-p53-Weges mit folgender Immortalisierung der Zellen flihrt [119-
121].

Einfluss auf den Notch-Signalweg: Die Rolle des Notch-Signalweges in der Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen ist gut erforscht und zeigt sich bei komplettem knock-out [122], aber auch bei
der Deletion von z.B. Recombination Signal Binding Protein for Immunoglobulin Kappa J Region (RBPJ)
[123]. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Aktivierung des Signalweges in Kombination mit E6
und 7 [124] als auch die Missensmutation in Notch1 zur Malignomentstehung beitragen kann [125, 126].
Einfluss auf die Apoptose: Die Bindung von HPV-16 E6 an die Procaspase 8 fiihrt zu einer verminderten
Komplexbildung mit dem Fas-Associating Death Domain-Containing Protein [127], was in einer Reduktion
des Ansprechens auf apoptotische Stimuli miindet [128]. Des Weiteren wurde eine vermehrte

Degradation des pro-apoptotischen Bak durch den HPV-18 E6-E6AP-Komplex beschrieben [129].

Virales Onkoprotein E7

Das Onkoprotein E7 ist ein sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch vorkommendes Phosphoprotein [130,
131], welches mehrere konservierte Anteile enthalt und zu einer Multimerbildung neigt [132, 133]. Es
zeigt eine partielle Strukturahnlichkeit zum E1A-Protein von Adenoviren [134].

Zu der bis dato beschriebenen Vielzahl zellularer Strukturen, die eine Beeinflussung durch das
Onkoprotein E7 erfahren, zdhlen unter anderem das Rb-Protein (siehe unten), Lysin-Demethylase 6A
[135], E2F Transcription Factor 2 [136], p300 [137], p16'** (siehe unten), mikro-RNA-203 [138], M Phase
Phosphoprotein 2 [139] und Matrix-Metalloprotease 9 [140].

Im Weiteren soll beispielhaft die grundlegende Interaktion mit der Rb-Protein-Familie und dem p16'N**
dargestellt werden (modifiziert nach [89]):

Einfluss auf die Rb-Protein-Familie: Dem Rb-Protein, wie auch weiteren Mitgliedern der Rb-Familie,
kommt eine entscheidende Rolle im physiologischen Zellzyklus zu, da es im hypophosphorylierten Zustand
mit Transkriptionsfaktoren, wie z.B. der E2F-Familie, Komplexe bildet [141-144]. Dadurch wird der
proteasomale Abbau der gebundenen Strukturen verhindert [145] und die Transkription von Genen, die
beispielsweise eine Zellzyklusprogression bewirken [146, 147], unterbunden [148, 149]. Findet im
Gegensatz dazu eine Phosphorylierung des Rb-Proteins durch cyclinabhdngige Kinasen statt, werden die
gebundenen Transkriptionsfaktoren abgegeben und die Zelle tritt aus der G1- in die S-Phase tber [150-

152].
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Das Onkoprotein E7 greift in den beschriebenen physiologischen Ablauf ein, indem es lber die LXCXE-
Domadne an das hypophosphorylierte Rb-Protein bindet und somit die Bildung des Rb-E2F-Komplexes
konsekutiv verhindert, wodurch es zu vermehrtem freien E2F mit folgendem Eintritt in die S-Phase kommt
[153-156]. Weiterhin wurde eine E7-assoziierte Degradation des Rb-Proteins durch das Proteasom
beschrieben [157].

Einfluss auf das p16™ 43 Eine Cyclin D abhingige Phosphorylierung des Rb-Proteins durch CDK4/6 fiihrt
zu einer vermehrten Expression von p16'**2 [158, 159]. Das p16'"**?ist ein Inhibitor von Cyclin-abhingigen
Kinasen, der CDK4/CDK6 bindet [160], wodurch eine Komplexbildung mit Cyclin D verhindert wird, was
wiederum zu einem Abbau von letzterem fiihrt [161]. Die Folge ist ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase
[159].

Neben dieser physiologischen existiert die pathologische Erhéhung des p16™**2-Proteins bei HPV-
infizierten Zellen, welche sich in der Inaktivierung des Rb-Proteins durch das Onkoprotein E7 zu erklaren
scheint [161]. Entgegen der beschriebenen Wirkung fiihrt die simultane Expression von E7 und p16'N4

nicht zu einem Zellzyklusarrest, sondern zu einer Immortalisierung der Zelle [162].

1.2.5. Diagnostik einer HPV-Infektion

HPV-Antikorper

Es existieren Ansatze, die Antikorper gegen HPV-Antigene als Mittel zur Eruierung einer Infektion und
Diagnostik bei Zervixkarzinomen oder Tumoren der Kopf-Hals-Region postulieren [163, 164]. Vor allem
fiir Malignome des Oropharynx scheinen die Immunglobuline gegen das virale Onkoprotein E6 eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat fir den Nachweis HPV-induzierter Karzinome zu besitzen, wohingegen
Malignome anderer Lokalisationen eine geringere Assoziation zeigen [165].

Diverse Studien befassten sich mit dem Zusammenhang von HPV-Antikdrpern und dem Auftreten von
Karzinomen der Kopf-Hals-Region. Exemplarisch sei auf prospektive Studien aus Europa und den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) verwiesen, die bei ca. 35-42% der Patient:innen mit
oropharyngealen Karzinomen pradiagnostische Serum-Antikérper gegen das HPV16 E6 nachweisen
konnten, wohingegen die Kontrollgruppe in weniger als einem Prozent der Félle seropositiv war [166,
167]. Hierbei scheint es, als waren bereits Gber zehn Jahre vor der Tumordiagnose die HPV-spezifischen
Immunglobuline nachweisbar [166, 167].

Weiterhin wurde eine Assoziation von HPV-Antikérpern in Serum sowie Speichel und Rezidiv einer
Tumorerkrankung untersucht. Hierbei finden sich Studien mit widerspriichlichen Ergebnissen, die von
einer positiven, negativen und keiner statistisch signifikanten Korrelation berichten [168-170]. Eine Arbeit
mit groRer Patient:innenzahl von Lang Kuhs et al. aus dem Jahre 2017 erklart diese Unterschiede mit der
divergenten Methodik und beschreibt ihrerseits eine erhohte Rezidivrate bei pratherapeutischer

Seronegativitat [171].
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Zusammenfassend ldsst sich konstatieren, dass HPV-Antikdrper sowohl zur Kldrung der Atiologie von HPV-
assoziierten  Karzinomen als auch zur Prognoseabschdtzung und Bestimmung der
Rezidivwahrscheinlichkeit von Tumoren der Kopf-Hals-Region einen Stellenwert besitzen kénnten [171,
172]. Weiterhin scheinen Serumantikérper gegen bestimmte HPV-Antigene als Diagnostikum einer HPV-

Infektion verwendbar zu sein [163, 164].

Immunhistochemische Farbung fir p16™42

In Kapitel 1.2.4. ,Einfluss auf die Malignomentstehung” wurde bereits die Rolle des viralen Onkoproteins
E7 in der Uberexpression des p16™**A erklirt. Dieser Zusammenhang bietet die Méglichkeit, einen
vermehrten immunhistochemischen Nachweis von p16™*? (p16'*2-positivitit) als Surrogatmarker fiir
eine HPV-Infektion z.B. im Rahmen von Zervixpathologien und Karzinomen der Kopf-Hals-Region zu
nutzen [164, 173-175].

Hierbei ist zu beachten, dass die Definition einer p16™*-Positivitat zwischen den Studien variiert, sich
aber in der Regel an der relativen Anzahl gefarbter Tumorzellen orientiert [176]. Daneben lassen manche
Autor:innen zusatzlich oder isoliert die Intensitat der Farbung einflielen [176]. Nach Prigge et al. finden
sich v.a. zwei géngige Definitionen einer p16'**2-Positivitit, wobei auf eine groRe Diversitat abseits dieser
relativ einheitlichen Auslegung verwiesen sei (modifiziert nach [176]):

1. 8 der 24 untersuchten Studien (ca. 33%) definierten eine p16™**-Positivitit bei einem Anteil
p16N*4_positiver Zellen von >70%. Die meisten dieser Publikationen verlangten zusétzlich eine
diffuse, cytoplasmatische sowie nukledre Farbung und eine starke Farbungsintensitat.

2. 6 der 24 untersuchten Studien (25%) definierten eine p16™***-Positivitat bei >50% p16'N<4a-
positiver Tumorzellen, ggf. erweitert um weitere Bedingungen wie z.B. cytoplasmatische
und/oder nukledrer Farbung und/oder einer mindestens mittleren Farbungsintensitat.

Aus diesen differenten Definitionen ergeben sich Limitationen, die in der Tendenz zu erhéhten Raten an
falsch positiven Ergebnissen fiihren kdnnen [177]. Weiterhin existieren virusunabhangige Mechanismen,
die eine p16™** Uberexpression induzieren und daher in der Auswertung bedacht werden sollten [177-
179]. Fiir oropharyngeale Tumoren werden Raten von 15 bis 20% von diesen HPV-negativen/p16'N%4-
positiven Karzinomen angenommen [180], die sich in der Uberlebensrate nicht von den HPV-negativen
Karzinomen unterscheiden [181]. Daneben wurden HPV-positive/p16™**2-negative Tumoren beschrieben
[175].

Trotz dieser Aspekte gilt die immunhistochemische Farbung fiir p16'** als akzeptierte, kostengiinstigere
Alternative bzw. Erganzung zu den PCR-Verfahren und zeigt eine Sensitivitdat von 94% sowie Spezifitdt von
83% [176, 177, 182]. Es wird empfohlen, diese BasismalRnahme ggf. um andere Verfahren der HPV-
Detektion zu erweitern [176, 183, 184].
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Detektion von HPV-DNA

Die Detektion von HPV-DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion findet fortlaufende Innovationen und ist
Gegenstand der Forschung, wobei sich insbesondere Gefrierschnitte zum Nachweis eignen [185]. Die
initial durchgefuhrten Assays mittels radioaktiver Nukleotide wurden im Verlauf stetig weiterentwickelt
[186]. Heutige Tests bedienen sich hauptsachlich chemilumineszenter Nachweismethoden [186].

Aktuell erhaltliche Produkte kdonnen sowohl high-risk wie auch low-risk HPV-Typen mittels eines
simultanen Prozesses abbilden [186]. Lediglich wenige Kopien von HPV-DNA geniigen zum positiven
Nachweis, was sich in der sehr hohen Sensitivitat der DNA-PCR widerspiegelt [187]. Ein grundsatzlicher
Kritikpunkt ist die fehlende Unterscheidung zwischen HPV-Assoziation und -Induktion bei singuldrem
Nachweis von HPV-DNA ohne die entsprechenden viralen Onkogene [185]. So zeigten beispielsweise van
Houten et al., dass lediglich 50% der HPV-DNA-positiven Tumoren eine Expression der viralen Onkogene
E6/E7 aufwiesen [185]. Der Anteil von Tumoren, die tatsdchlich durch HPV induziert sind, ist nach aktueller
Meinung somit deutlich geringer als es Analysen eines HPV-DNA Nachweises vermuten lieBen [188].
Moderne Konzepte nutzen eine Kombination von pl6-Farbung, HPV-DNA- sowie Onkogen-Nachweis
[164]. Hierdurch lassen sich laut Smeets et al. sowohl beziiglich der Sensitivitdat wie auch der Spezifitat

Detektionsraten einer HPV-Induktion von 100% erzielen [164].

Detektion der Onkoproteine E6 und E7

Bereits 1990 gelang der Nachweis transkribierter mRNA von E6 und E7 mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) [189]. Da die beiden Onkoproteine elementarer Bestandteil in den HPV assoziierten zelluldren
Veranderung sind, gilt deren Nachweis mittels PCR als Goldstandard in der Diagnostik von HPV induzierten
Karzinomen [190, 191]. Vor allem die real-time PCR fiir das E6*| (splice-Produkt des E6 ORF) zeigt gute
Ergebnisse [192].

Die Ublicherweise genutzten Formalin-fixierten Paraffin Praparate bergen hierbei das Risiko einer RNA-

Fragmentation oder -Modifikation, was es mit ggf. differenter Methodik zu beheben gilt [193, 194].

1.3. Karzinome der Kopf-Hals-Region und das humane Papillomavirus

1.3.1. Pravalenz einer HPV-Infektion bei Tumoren der Kopf-Hals-Region

Fiir die Allgemeinheit der Kopf-Hals-Tumoren findet sich in der Literatur ein klar herausgestellter
Zusammenhang zu einer  HPV-Infektion, = wobei insbesondere die  oropharyngealen
Plattenepithelkarzinome eine hohe Assoziation von 40-80% zeigen [195].

Diese Ergebnisse sind aber nicht unbedingt auf orale Plattenepithelkarzinome Ubertragbar. Angaben zu
HPV-Infektionen bei oralen Plattenepithelkarzinomen variieren stark von 0 bis 100%, was an differenten

Nachweismethoden, verschiedenen Lokalisationen innerhalb der Mundhéhle oder den geographischen
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Unterschieden liegen mag [196]. Manche Autor:innen postulieren einen vollstandig fehlenden
Zusammenhang und vermuten Karzinome primar anderer Regionen des Kopf-Halses, insbesondere
oropharyngeale Tumoren, als falschlicherweise HPV-positivangenommene orale Karzinome [197].

Grundsatzlich scheint die Pravalenz einer HPV-Infektion in oralen Plattenepithelkarzinomen (HPV-
Assoziation) gréRer zu sein als bei gesunden Probanden, wobei ein kausaler Zusammenhang (HPV-Driven)

lediglich bei einem Bruchteil dieser Tumoren gegeben ist [185, 198].

1.3.2. Einfluss einer HPV-Infektion auf die Prognose von Tumoren der Kopf-Hals-Region

In Kapitel 1.2.5. ,Diagnostik einer HPV-Infektion” wurde bereits die Rolle der p16™**-Farbung als
Surrogatmarker einer HPV-Infektion erértert. Verschiedene Studien beschaftigen sich mit dem Einfluss
einer méglichen HPV-Infektion tUber den Nachweis von HPV-DNA, der p16™**-Positivitat oder einer

Kombination aus den beiden Verfahren auf die Prognose bei Tumoren der Kopf-Hals-Region.

Einfluss des Nachweises von HPV-DNA

Prinzipiell scheint der Nachweis von HPV-DNA, im Sinne einer HPV-Infektion, einen positiven Einfluss auf
das Gesamtiiberleben bei Tumoren der Kopf-Hals-Region zu besitzen [199, 200]. Dieser Effekt zeigt sich
insbesondere bei Patient:innen mit oropharyngealen Karzinomen [199]. Im Gegensatz dazu beeinflusst
der Nachweis von HPV-DNA in oralen Plattenepithelkarzinomen die Zeit bis zur Progression, das
Uberleben oder das progressionsfreie Uberleben in der Mehrzahl der Studien nicht [201-203]. Eine
detaillierte Ubersicht bietet die Tabelle 5 ,Einfluss des Nachweises von HPV-DNA oder einer p16™4-

Positivitat auf die Prognose bei Tumoren der Kopf-Hals-Region“.

Einfluss des Nachweises einer p16™*2-Positivitat

Neben dem Nachweis von HPV-DNA untersuchen einige Studien den Einfluss der p16™**-Expression auf
die Prognose. Eine p16**-Positivitit zeigt hierbei einen giinstigen Effekt auf das Uberleben bei
oropharyngealen Tumoren und wird mitunter als starkster Prognosefaktor tituliert [204, 205]. Bei oralen
Plattenepithelkarzinomen zeigen sich zum Teil widerspriichliche Ergebnisse, wobei die meisten Studien
einen generell fehlenden Einfluss des p16™**>-Status auf das Uberleben beschreiben [201, 202, 206].
Wang et al. berichten sogar von einem tendenziell negativen Einfluss, allerdings ohne Signifikanz [204].
Fiir bestimmte Subgruppen wie beispielsweise einem Patient:innenkollektivim Norden Israels wurde ein
signifikanter positiver Einfluss auf die Prognose bzw. das Uberleben beschrieben [207]. Aufgrund der
geringen Pravalenz einer HPV-Assoziation bei oralen Plattenepithelkarzinomen und der daraus folgenden
geringen Raten an HPV-/p16™**2-positiven Tumoren empfehlen viele Autor:innen weiterfiihrende

Analysen mit groRBeren Fallzahlen [201, 204].

26



Tabelle 5: Einfluss des Nachweises von HPV-DNA oder einer p16™*a-positivitit auf die Prognose bei Tumoren der

Kopf-Hals-Region

Erstautor:in ST Jahr Tumor n Nachweis HPV-DNA Nachweis p16™Nk42-pgs,
[Publikation] (N PFS/TTP P (ON) PFS/TTP P
Blahak [201] RA 2019 0OsccC 78 +/- +/- +/-  +/- +/-
Palve [202] RA 2018 0OsccC 153 +/- +/-
Loeschke [203] RA 2016 0OsccC 91 +/- +/-
Malerova [208] RA 2020 0OsccC 120 - -
Ghantous [207] RA 2018 0OsccC 82 +/- +
Hernandez et al. [209] PBS 2019 0OsccC 122 +/- +/-
Ni et al. [210] RA 2021 0Oscc 147 +/- +/-
Nauta et al. [211] RA 2021 0OsccC 940 +/- +/-
Duray [212] RA 2012 0Oscc 162 - +/-
Elango [213] ccs 2011 0OsccC 60 +
Lee [214] PA 2012 0OsccC 173 -
Annertz [215] PBS 2014 0OSCC/0OPSCC 128 -
0SCC 95 ()
Wang [204] RA 2017
OPSCC 93 +
OPSCC/HNSCC +
Ragin [199] MA 2007
Non-OPSCC +/-
Fischer [205] RA 2010 OPSCC 102 +
Kida [206] RA 2018 OPSCC 64 +/-
Liang [200] PBS 2012 HNSCC 722 +

Legende Tabelle 5: ST = Studientyp, n = Patient:innenzahl (entféllt bei Metaanalysen), p16™ *-Pos. = p16/NK42-
Positivitat, OS = Overall Survival, TTP = Time to Progression, PFS = Progression Free Survival, P = Prognose, RA =
retrospektive Analyse, MA = Metaanalyse, PBS = Population Based Study“, CCS = Case-Control-Study, OSCC = orales
Plattenepithelkarzinom, OPSCC = oropharyngeales Plattenepithelkarzinom, HNSCC = Plattenepithelkarzinome der
Kopf-Hals-Region, + = positiver Einfluss, +/- = fehlender Einfluss, (-) = nicht signifikanter negativer Einfluss,

- = negativer Einfluss

Anmerkung Tabelle 5: Dargestellt sind eine Metaanalyse sowie spater publizierte Studien, die eine Aussage
beziiglich HPV-DNA- und/oder p16™k4-positivitits-Nachweis sowie der Prognose bei verschiedenen Tumoren der
Kopf-Hals-Region treffen. Wahrend der Nachweis von HPV-DNA bzw. einer p16'N%*3-Positivitit bei oropharyngealen
und Kopf-Hals-Tumoren einen positiven Einfluss auf die Prognose besitzt, variieren die Ergebnisse beim oralen

Plattenepithelkarzinom, wobei die meisten Studien einen fehlenden Einfluss postulieren.

1.4. HPV-/p16Nk4a-Nachweis und Proliferation

Wie bereits in den vorhergehenden Kapiteln erértert, fiihrt eine erhéhte Expression von p16™* im

physiologischen Zustand zu einem Zellzyklusarrest und ggf. Einleitung der Apoptose. Entgegen dieser
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Zellseneszenz zeigen HPV infizierte Zellen eine maligne Transformation mit entsprechender Genese von
Prakanzerosen bis hin zu invasiven Karzinomen (siehe hierzu Kapitel 1.2.4. ,Einfluss auf die
Malignomentstehung®).

Diese nahezu pathognomonische ,Entkopplung” von Tumorsuppressor und pathologisch erhohter
Zellteilung wird in moderneren Nachweismethoden eines Zervixkarzinoms genutzt.

So zeigte sich eine verbesserte Fritherkennung von intraepithelialen zervikalen Neoplasien unter Nutzung
einer kombinierten p16™%*-/Mib-Farbung (sog. ,Dualstaining”) im Vergleich zur alleinigen p16™*%-
Farbung [216, 217]. Ahnliche Effekte lassen sich auch im Bereich der Kopf-Hals-Tumoren finden [218].
Beziiglich der Prognose zeigen orale Plattenepithelkarzinome mit einer erhéhten p16™ *2-Positivitat ohne
eine pathologische Mib-Erhdhung ein tendenziell besseres Uberleben (ohne statistische Signifikanz) [219].
Eine Assoziation zu humanen Papillomaviren lieB sich im Kopf-Hals-Bereich nicht zeigen [219].

Der Umfang aktueller Publikationen, die einen konkreten, i.e. quantitativen, Bezug zwischen p16-/Mib-

Nachweis und der Proliferation herstellen, lasst sich als unzureichend bezeichnen.

1.5. Zielstellung dieser Arbeit

Wie bereits erortert finden sich z.T. widersprichliche Angaben bezliglich der Pravalenz und Prognose von
p16™Nf42_positiven oralen Plattenepithelkarzinomen in der Literatur. Studien mit gréReren Fallzahlen
werden frequent empfohlen. Beziiglich der Rolle einer Mib-Positivitat existieren diverse Grenzwerte,
wobei ein prinzipieller Einfluss der Teilungsrate auf die Prognose postuliert wird. Wenngleich HPV-
assoziierte Veranderungen der Teilungsraten pathophysiologisch herleitbar sind, finden sich keine
Studien, die einen quantitativen Einfluss der p16™**2-Erh6hung oder HPV-Assoziation auf die Teilungsrate
von oralen Plattenepithelkarzinomen untersuchen.

Ziel dieser Arbeit ist die Bestimmung des Anteils p16™**3-positiver Tumoren sowie des Einflusses einer
pl6-Positivitat auf klinische Parameter insbesondere die Prognose. Weiterhin werden der Einfluss der
Teilungsrate sowie die Kombination aus Teilungsrate und p16™*2-Positivitit erértert. Als
Nebenfragestellung untersucht diese Arbeit den Anteil HPV-positiver Tumoren im Kollektiv der p16'N%42-

positiven Tumoren.

2. Material und Methodik

Diese Arbeit wurde unter Beachtung der ,Satzung der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis” sowie der gesetzlichen Richtlinien und Bestimmungen im Sinne des Tier- und Datenschutzes
erstellt. Ein zustimmendes Ethikvotum der Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin

(EA2/028/15) liegt vor.
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2.1. Patient:innenauswahl und Datenerhebung

2.1.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden alle volljdhrigen Patient:innen mit der Erstdiagnose eines oralen
Plattenepithelkarzinoms im Zeitraum vom 01.01.2005 bis zum 31.12.2011, die in der Charité -
Universitatsmedizin Berlin (standortiibergreifend) behandelt wurden. Ein ,,Cancer of Unknown Primary“-
Syndrom oder Tumoren primar anderer Lokalisation (insbesondere oropharyngeale Karzinome) fiihrte
zum Ausschluss. In die abschlieRende Datenanalyse wurden Patient:innen eingeschlossen, die o.g.
Kriterien erfiillen und von denen ein ausreichend groRes Tumorpraparat zur histopathologischen

Aufarbeitung vorlag.

2.1.2. Beobachtungszeitraum
Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich vom 01.01.2005, bzw. dem Datum der Erstdiagnose, bis zum

31.05.2017.

2.1.3. Datenaufbereitung
Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte von allen eingeschlossenen Patient:innen. Hierzu wurden
sowohl elektronische Datenverarbeitungssysteme (SAP) als auch die archivierten Akten der Patient:innen
genutzt.
Mittels dieser Quellen wurden die folgenden klinischen Daten erhoben:

= Geschlecht

= Tumorassoziierter Tod

= Todesdatum

=  Datum der Erstdiagnose

= Datum der letzten Nachuntersuchung

= Datum des letzten Kontaktes

= Grole

= Gewicht

= Alkohol-/Tabakkonsum

= Ausgewidhlte Laborwerte bei Erstdiagnose (C-reaktives-Protein, Hamoglobin, Hamatokrit,

Leukozytenzahl)

= Klinische TNM-Formel, Grading sowie UICC-Stadium (nach der 7. Edition)

= CT-morphologischer Durchmesser

= Histologischer Durchmesser

= CT-morphologische und histopathologische Knocheninfiltration

= Lokalisation sowie Bezeichnung der Seite
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Durchgefiihrte Therapie

Diagnostik (Computertomographie, Magnetresonanztherapie,

Orthopantomogramm,

Panendoskopie, Rontgen, Sonographie, Probenentnahme, Positronenemissionstomographie,

Angiographie, Szintigraphie, Transdésophageale Echokardiographie, Bronchoskopie, Endoskopie)

Autopsie

Im Falle einer Operation:

Datum der ersten Operation

Bezeichnung der ersten Operation

Sofortrekonstruktion

Pathologische TNM-Formel, Resektionsstatus, UICC-Stadium
Intraoperativer Close-margin-Status

Notwendigkeit einer intraoperativen Nachresektion
Extrakapsulare Ausbreitung

Nodalstatus (GroRe, extrakapsuldre Ausbreitung)

Neck-Dissection

Im Falle einer adjuvanten Therapie:

Chemotherapie
Datum Erstgabe der Chemotherapie
Bestrahlung

Datum erste Bestrahlung

Im Falle eines Rezidivs oder Zweitkarzinoms

Rezidiv/Residualtumor

Rezidivtyp (Lokalrezidiv, lokoregionares Rezidiv)
Datum der Erstdiagnose eines Rezidivs
Lokalisation Rezidiv

Zweitkarzinom

Datum der Erstdiagnose eines Zweitkarzinoms

Lokalisation des Zweitkarzinoms

2.2. Aufbereitung der Praparate

2.2.1. Herstellung der Tissue-Micro-Arrays

Die Auswahl und Aufarbeitung der histopathologischen Praparate erfolgte in enger Zusammenarbeit mit

dem Institut flr Pathologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin.
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In einem ersten Schritt wurden die Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Praparate aus dem Archiv
bereitgestellt und anhand der Hamatoxylin-Eosin-gefdarbten Schnitte der Tumor markiert. Nach
Ubertragung der so ermittelten repriasentativen Tumoranteile auf das Ursprungsgewebe erfolgte eine
Erstellung von Tissue-Micro-Arrays (TMA), bei der 1,2 mm durchmessende Stanzen in einen Paraffinblock
Gibertragen wurden.

Auf diese Weise entstanden insgesamt 15 TMAs mit je 66 Stanzen, von denen jeweils 2 Leerschnitte von

2-4um Dicke fur die immunhistologischen Untersuchungen gegen p16™%*? Mib/Ki-67 erstellt wurden.

2.2.2. Immunhistochemische Farbung fir p16/N¢4

Zur immunhistochemischen Farbung diente das CINtec Histology V-Kit (Fa. Roche, Schweiz) — ein
Antikorper gegen das Epitop E6H4. Der Farbungsprozess erfolgte vollautomatisiert mittels der Ultraview

DAB-Prozedur des Farbesystems VENTANA BenchMark ULTRA (Fa. Roche, Schweiz).

2.2.3. Immunhistochemische Farbung fur Mib/Ki-67

Nach Konditionierung der Zellen mittels ULTRA Cell Conditioning Solution (Fa. Ventana, USA; Fa. Roche,
Schweiz) erfolgte die immunhistochemische Farbung mittels des MIB-1 Antikorpers (Fa. Agilent, USA) im
Verhaltnis 1:50. Hierbei handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper gegen ein Fragment von 1002
bp der Ki-67 cDNA. Der Farbungsprozess erfolgte vollautomatisiert mittels der Ultraview DAB-Prozedur

des Farbesystems VENTANA BenchMark ULTRA (Fa. Roche, Schweiz).

2.2.4. Polymerase-Kettenreaktion der p16'*2-positiven Tumoren

Praparate mit einer pl6-Positivitat von mindestens 70% der Tumorzellen und mittlerer bis kraftiger
zytoplasmatischer oder nukledrer Expression wurden auf das Vorhandensein von HPV-DNA untersucht.
Die DNA-Extraktion erfolgte mittels Maxwell RSC DNA FFPE Kit (Fa. Promega, Deutschland) von Formalin-
fixierten Praparaten. Zur Amplifizierung der DNA wurde eine Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt
(Denaturierung fiir 5min bei 95°C, Amplifikation mit insgesamt 45 Zyklen, Elongation bei 72°C fiir 7min).
Die anschlieBende HPV-Typisierung erfolgte mittels HPV 3.5 LCD-Array Kit (Fa. Chipron, Deutschland; Fa.
TIB Molbiol, Deutschland) zum Nachweis von spezifischen Regionen des L1-Gens. Auf diese Weise kdnnen
die HPV-Typen 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 67, 68, 70, 72,
73, 81, 82, 83, 84, 90, und 91 spezifiziert werden.
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2.3. Auswertung

2.3.1. Auswertung der p16™*-Farbung
Die Herstellung der TMAs sowie die immunhistochemische Farbung wurden bereits in den vorherigen
Kapiteln erldutert.
Folgende Daten wurden fiir jeden einzelnen histologischen Schnitt ermittelt:
= J-Nummer (deskriptiver Wert mit eindeutiger Zuordnung eines Praparates)
=  Gewebeart (Probe, Primartumor, Lymphknoten, Rezidiv, Zweitkarzinom, Metastase)
= Relativer Anteil p16'"**®-positiver Tumorzellen
=  Farbungsintensitat
=  Anfarbungsmuster
Auf die einzelnen Definitionen und Erhebungsmethoden wird in den folgenden Kapiteln eingegangen.

Nicht klar zuzuordnende Praparate gingen nicht in die statistische Analyse ein.

Ermittlung des relativen Anteils p16™*2-positiver Tumorzellen

Die Auswertung der p16'N*® gefarbten Priparate erfolgte als manuelle Zahlung eines Gesichtsfeldes bei
400facher VergroBerung. In vier flir das Praparat reprdsentativen Regionen wurde jeweils der Anteil
positiver Tumorzellen auf 100 Tumorzellen bestimmt. Tumorzellen galten hierbei als p16™**-positiv,
wenn sich eine kraftige Farbung von Nukleus und/oder Zytoplasma zeigte. Von den so ermittelten Werten

erfolgte die Bestimmung des arithmetischen Mittels eines Praparates.

i 16 Anteil (in %) = X (100 Anzahl positiver Tumorzellen 1 4t 100 Anzahl positiver Tumorzellen 4—)
relativer p16 Antell (in %) = X 100 Tumorzellen 100 Tumorzellen

Des Weiteren wurde die Farbungsintensitat (schwach, schwach-mittel, mittel, mittel-stark, stark) und das

Anfarbungsmuster (diffus, randbetont) eines Prdparates bestimmt.
Definition der p16™*2-Positivitdt eines Praparates

Die pl16/™Ka-positivitiat eines Praparates ist gegeben, wenn sich iber 70% der gezdhlten Tumorzellen

positiv in der p16™**2-Farbung darstellten und die Farbung eine mindestens mittlere Intensitit zeigte.
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Fotografie 1: Immunhistochemische Priparate p16'N*2-Firbung

Dargestellt sind Ausschnitte von drei Praparaten (A-C) verschiedener Patient:innen (immunhistochemische Farbung
fur p16'N*42, 400fache VergroRerung, Eigenfotografie):

A: Zu erkennen ist eine Ansammlung von Tumorzellen, die sich in der p16™*2-F4rbung nicht darstellen lassen.

B: Es imponieren sowohl p16/N*2-positive als auch -negative Tumorzellen. Der Anteil p16™Nk*-positiver Zellen liegt
unter 50% bei schwacher bis mittlerer Farbungsintensitat.

C: Im gezeigten Ausschnitt sind ausschlieBlich stark angefarbte Tumorzellen mit sowohl nukledrem als auch

cytoplasmatischem Anfarbungsmuster zu erkennen.

Definition der p16'™*2-Positivitat eines Tumors

Falls lediglich ein Praparat fiir einen Tumor gefarbt wurde, gilt firr die Positivitdt des Tumors die gleiche
Definition wie fiir die Positivitat des Praparates.

Im Falle mehrerer gefarbter Praparate erfolgte die Bestimmung des arithmetischen Mittels des Anteils
p16™Nf42_positiver Zellen und der Farbungsintensitiat. Die p16™**-Positivitit eines Tumors ist dann
gegeben, wenn sich im Durchschnitt Giber 70% der gezidhlten Tumorzellen positiv in der p16'™**-Firbung
darstellten und die Farbung durchschnittlich eine mindestens mittlere Intensitdt zeigte. Weitere
Untersuchungen erfolgten nach Prigge et al. bei Grenzwerten eines relativen Anteils p16™*-positiver

Tumorzellen von 50% bzw. 25% und mindestens mittlerer Farbungsintensitat [176].

2.3.2. Auswertung der Mib-Farbung
Die Herstellung der TMAs sowie die immunhistochemische Farbung wurden bereits in den vorherigen
Kapiteln besprochen.
Folgende Daten wurden fiir jeden einzelnen histologischen Schnitt ermittelt:
= J-Nummer
=  Gewebeart (Probe, Primartumor, Lymphknoten, Rezidiv, Zweitkarzinom, Metastase)
= Relativer Anteil Mib-positiver Tumorzellen
=  Farbungsintensitat

=  Anfarbungsmuster
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Die Auswertung der Mib/Ki-67 gefarbten Praparate erfolgte als manuelle Zahlung eines Gesichtsfeldes bei
400facher VergroRerung. In vier flir das Prdparat reprasentativen Regionen wurde jeweils der Anteil
positiver Tumorzellen auf 100 Tumorzellen bestimmt. Zellen galten hierbei als Mib/Ki-67-positiv, wenn
sich eine deutliche Anfarbung des Nukleus zeigte. Die Bestimmung der Mib-Positivitdt des Prdparates

ergibt sich aus dem Durchschnitt der vier ermittelten Raten an Mib-positiven Tumorzellen.

Anzahl positiver Tumorzellen 1 Anzahl positiver Tumorzellen 4)

i i i in o =X
relativer Mib Anteil (in %) = X (100 100 Tumorzellen o+ 100 100 Tumorzellen

Definition der Mib-Positivitat eines Tumors

Falls lediglich ein Praparat flr einen Tumor gefarbt wurde, gilt fir die Positivitat des Tumors die gleiche
Definition wie fiir die Positivitat des Praparates.

Im Falle mehrerer gefarbter Praparate erfolgte die Bestimmung des arithmetischen Mittels des Anteils
Mib-positiver Zellen. Aufgrund inhomogener Grenzwerte einer Mib-Positivitdt wurden hier Cut-off Werte
gewadhlt. Orientierend an dem festgelegten Grenzwert zur Subgruppenanalyse von Xie et al. [64] erfolgte
eine Untersuchung der Tumoren bei einem Grenzwert von 21% des relativen Anteils Mib-positiver
Tumorzellen. Des Weiteren wurde ein héherer Cut-off Wert in Anlehnung an Lange et al. bei 37% gewahlt

[220].

2.4. Statistische Auswertung

Die initiale Datenerhebung erfolgte mittels Microsoft® Excel 2016 fiur OS X (Version 15.11) und
Microsoft® Excel 2019 fir macOS (Version 16.41) in TMA-sortierten Einzeltabellen. Nach
Zusammenfiihrung dieser einzelnen in eine globale Tabelle wurde diese in IBM SPSS® Statistics (Version

28.0.1.0), 64-Bit-Version fiir macOS transformiert und die statistischen Auswertungen durchgefiihrt.

Der Mittelwertvergleich normalverteilter ZufallsgroBen erfolgte unter Verwendung des t-Tests fir
unabhangige Variablen. Im Fall nicht normalverteilter Variablen wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewendet.

Zur Feststellung einer Korrelation zwischen nominal- oder ordinalskalierten Variablen und hohen
Fallzahlen erfolgte die Durchfiihrung eines Chi-Quadrat-Tests mit Bestimmung der erwarteten Anzahl. Bei
geringen Fallzahlen oder einer erwarteten Anzahl unter 5 wurde der exakte Test nach Fisher angewendet.
Bezliglich der Bestimmung der symmetrischen Massen und der daraus folgenden Stdrke eines
Zusammenhanges erfolgte die Durchfiihrung des Cramer-V-Testes (Cut-off Cramer-V=0,3).

Die univariaten Uberlebensanalysen wurden unter Verwendung des Kaplan-Meier-Verfahrens erstellt.

Zum inferenzstatistischen Vergleich diente der Log-Rank-Test.
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Bei unabhdangigen, varianzhomogenen Gruppen erfolgte die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA). Die
anschlieBenden paarweisen Vergleiche wurden mittels Bonferroni-Testungen durchgefiihrt.
Unabhangige Stichproben, die nicht die Voraussetzungen einer ANOVA erflllten, gingen in eine Kruskal-
Wallis-Analyse ein. Die weitere Diskriminierung erfolgte mittels eines Bonferroni korrigierten post-hoc
Tests.

Das lokale Signifikanzniveau ist im Folgenden bei a=0,05 festgelegt. Aufgrund des explorativen Charakters

dieser Arbeit wurde kein globales Signifikanzniveau definiert.

3. Ergebnisse

3.1. Patient:innenkollektiv

Es konnten 339 Patient:innen eingeschlossen werden von denen 120 (35,4%) weiblichen und 219 (64,6%)
mannlichen Geschlechts waren. Das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose betrug 62,52 Jahre (Median:
63 Jahre) mit einem Maximum bei 98 Jahren und einem Minimum bei 27 Jahren. Die Patienten sind im
Durchschnitt mit 59,97 Jahren (Standardabweichung 11,3 Jahre) hochstsignifikant jlinger als die
Patientinnen, die durchschnittlich ein Alter von 67,37 Jahren (Standardabweichung 13,1 Jahre) bei

Erstdiagnose besalRen (p < 0,001).

Diagramm 1: Boxplot des durchschnittlichen Alters bei Erstdiagnose gruppiert nach dem biologischen Geschlecht

% %k %k

100 °
80

40

Alter bei Erstdiagnose [Jahre]

20

weiblich mannlich

Geschlecht

Anmerkung Diagramm 1: Dargestellt ist das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose unterteilt nach
dem Geschlecht. Es zeigt sich ein hochstsignifikanter Unterschied zwischen dem durchschnittlichen Alter bei

Erstdiagnose der Manner und dem der Frauen (p<0,001).

Die am haufigsten durchgefihrte Therapie stellt die Tumoroperation ohne Adjuvanz dar (n=201, 59,3%),

gefolgt von der Tumoroperation mit anschlieBender Chemo-, Radio- oder kombinierter
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Radiochemotherapie (n=75, 22,1%). Bei 48 (14,2%) Patient:innen erfolgte die primare Radiotherapie bzw.

Chemotherapie. Insgesamt 15 (4,4%) Patient:innen wurden keiner Therapie zugefiihrt.

Diagramm 2: Kreisdiagramm mit Darstellung der Verteilung der Therapieformen im Gesamtkollektiv

Therapieform

M Operation ohne Adjuvanz
M Operation mit Adjuvanz
M Radio(chemo)therapie

I Nur Chemotherapie

M keine Therapie

Anmerkung Diagramm 2: Dargestellt ist der relative Anteil der verschiedenen Therapieformen. Insgesamt 15

Patient:innen wurden keiner Therapie zugefiihrt.

3.2. Gewebearten der Praparate

In die Auswertung gingen 422 histopathologische Praparate ein, die im Anschluss sowohl fiir p16 als auch
fir Mib gefarbt wurden. Am haufigsten handelte es sich hierbei um Biopsate, die aus malignomsuspekten
Raumforderungen entnommen wurden (53,8%), gefolgt von histopathologischen Aufarbeitungen der
Tumorresektate (46,2%).

Im Folgenden wird die deskriptive Statistik der TNM-Stadien von den eingeschlossenen Tumoren
dargestellt. Im Fall einer Operation wurden, neben den klinischen, zusatzlich die pathologischen Stadien

aufgefihrt.

Tabelle 6: Gegeniiberstellung der absoluten und relativen Haufigkeiten der klinischen und pathologischen T-Stadien

Klinisches T-Stadium Pathologisches T-Stadium
AH RH AH RH
T1 35 11,5% 113 40,6%
T2 54 17,7% 108 38,8%
T3 2 0,7% 30 10,8%
T4 81 26,6% 23 8,3%
Tx 133 43,6% 4 1,4%
Gesamt 305 100% 278 100%

Legende Tabelle 6: AH: absolute Haufigkeit, RH: relative Haufigkeit
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Tabelle 7: Gegeniiberstellung der absoluten und relativen Haufigkeiten der klinischen und pathologischen N-Stadien

Klinisches N-Stadium Pathologisches N-Stadium
AH RH AH RH
NO 107 35,1% 174 67,7%
N1 25 8,2% 38 14,8%
N2 133 43,6% 45 17,5%
Nx 40 13,1% - -
Gesamt 305 100% 257 100%

Legende Tabelle 7: AH: absolute Haufigkeit, RH: relative Haufigkeit

Tabelle 8: Auflistung der absoluten und relativen Haufigkeit der klinischen M-Stadien

AH RH
MO 269 88,2%
M1 15 4,9%
Mx 21 6,9%
Gesamt 305 100%

Legende Tabelle 8: AH: absolute
Haufigkeit, RH: relative Haufigkeit

3.3. Risikofaktoren

Von 299 Patient:innen liegen Daten bezlglich des regelmaRigen Alkoholkonsums vor. Hierbei gaben 225
(75,3%) Personen an, regelmaRig Alkohol zu nutzen, wahrend 74 (24,7%) dies verneinten. Bei mannlichen
Patienten belauft sich der relative Alkoholkonsum auf ca. 85,9%, wahrend dieser im Kollektiv der Frauen
lediglich bei 54,0% liegt.

Die Angabe zum regelmalligen Alkoholkonsum sowie das Geschlecht zeigen einen héchst signifikanten
statistischen Zusammenhang (Chi-Quadrat=36,4, p<0,001). Diese Korrelation hat eine mittlere
Effektstarke (Cramer-V=0,349, p<0,001).

In die Analyse des Tabakkonsums gingen 300 Fille ein. Insgesamt gaben 223 (74,3%) der befragten
Personen an, regelméaRig Tabak zu konsumieren, wahrend 77 (25,7%) dies verneinten. In der Gruppe der
Manner lag der Anteil an Tabakkonsumenten bei 167 von 200 (83,5%). Bei den Frauen waren es 56 von
100 (56%).

Die gefundenen Unterschiede zeigten eine statistische Korrelation (Chi-Quadrat=26,4; p<0,001). Hierbei
handelt es sich am ehesten um einen schwachen statistischen Zusammenhang (Cramer-V=0,297;

p<0,001).
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Diagramm 3: Balkendiagramm des Alkoholkonsums in absoluter Haufigkeit unterteilt nach dem biologischen
Geschlecht

Alkoholkonsum

Hja
M Nein

200

150

Anzahl

100

50

weiblich

mannlich

Geschlecht

Anmerkung Diagramm 3: Dargestellt sind die absoluten Haufigkeiten des Alkoholkonsums unterteilt nach dem

biologischen Geschlecht. Im Kollektiv der Ménner findet sich sowohl ein hoherer relativer als auch absoluter
Alkoholkonsum als bei den Frauen (p<0,001).

Diagramm 4: Balkendiagramm des Tabakkonsums in absoluter Haufigkeit unterteilt nach dem biologischen
Geschlecht

Tabakkonsum

I
H Nein

200

150

Anzahl

100

50

weiblich mannlich
Geschlecht

Anmerkung Diagramm 4: Dargestellt sind die absoluten Haufigkeiten des Tabakkonsums unterteilt nach dem

biologischen Geschlecht. Im Kollektiv der Manner findet sich sowohl ein hoherer relativer als auch absoluter
Tabakkonsum als bei den Frauen (p<0,001).
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3.4. Immunhistochemie fur p16'Nk4a

Es liegen Daten zu 339 Tumoren vor. Der Mittelwert des durchschnittlichen relativen Anteils p16'N**
positiven Tumorzellen belduft sich auf ca. 9,4% (Standardabweichung 0,24) bei einem Minimum von 0%
und Maximum von 98,5%. Modus und Median belaufen sich auf ca. 0%, woraus eine rechtsschiefe
statistische Verteilung folgt. Insgesamt 23 der untersuchten Tumoren zeigten eine relative Positivitat von
Uber 70%, was einem Anteil von ca. 6,8% der Gesamtheit entspricht. Demgegeniiber liegt die

durchschnittliche relative p16-Positivitat von 285 Tumoren (84,1%) zwischen 0-10%.

Diagramm 5: Histogramm der kategorisierten Verteilung der relativen p16™**A-Positivitit der Tumoren

300,0
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durchschnittliche relative p16-Positivitat

Anmerkung Diagramm 5: Dargestellt sind die absoluten Hiufigkeiten der kategorisierten relativen p16'N*4-
Positivitit. Der beachtliche GroRteil an untersuchten Tumoren zeigt einen relativen Anteil p16™**a-positiver

Tumorzellen von 0-10% bei insgesamt rechtsschiefer Verteilung.

Bei mannlichen Patienten fand sich eine durchschnittliche relative p16™*2-Positivitdt der Tumoren von
ca. 10,7%, bei Frauen von ca. 7,0%. Dieser Unterschied zeigt mittels Mann-Whitney-U-Test keine
statistische Signifikanz (p=0,872).

Ein durchgefiihrter Kruskal-Wallis-Test zeigte eine Korrelation zwischen dem Grading und der mittleren
p16'N*4_positivitit von Tumoren (Kruskal-Wallis-H=9,937; p=0,007). Der anschlieBend durchgefiihrte
Bonferroni korrigierte post-hoc Test lieferte signifikante Unterschiede zwischen den G2- und G3-Tumoren

(p=0,043)
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Diagramm 6: Balkendiagramm zur Verteilung der relativen p16™***-Positivitit nach dem Grading
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Anmerkung Diagramm 6: Balkendiagramm zur Verteilung der relativen p16™**A-Positivitdt unterteilt nach dem
Grading (Differenzierungsgrad G1, G2, G3). Es zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied der

durchschnittlichen Rate p16-positiver Tumorzellen zwischen G2 und G3 differenzierten Tumoren (p=0,4).

3.5. Tumoren mit einer p16'Nk*a-Positivitat

Weitere statistische Analysen wurden fiir das Kollektiv der p16'™**-positiven Tumoren durchgefiihrt. Als
p16'N*42 positiv gilt hierbei ein Tumor, der folgende Bedingungen erfiillt:

= Durchschnittlicher relativer Anteil p16™**2-positiver Tumorzellen >70%

= Durchschnittlich mindestens mittlere Farbungsintensitat
Tumoren, die mindestens eine der vorgenannten Bedingungen nicht erfiillen, werden als p16'**-negativ
definiert.
Insgesamt erfiillten 23 von 339 Tumoren (6,8%) die Definition einer p16™***-Positivitat. Der
durchschnittliche relative Anteil p16™**?-positiver Tumorzellen liegt in diesem Kollektiv bei ca. 90,4% (SD:
6,3%; Median: ca. 91,0%) bei einer Spannweite von 27% (Minimum: 71,5%; Maximum: 98,5%).
Demgegeniiber stehen 316 p16™*2-negative Tumoren (93,2%) mit einem durchschnittlichen Anteil
p16N*42_positiver Tumorzellen von ca. 3,5% (SD: ca. 10,8%, Median: ca. 0%). In diesem Kollektiv findet sich

eine Spannweite von 65% (Minimum: 0%, Maximum: 65%).
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Tabelle 9: Vergleich klinischer Parameter zwischen p16™**-positiven und p16™**2-negativen Tumoren

pl6+ pl6- p-Wert
Gesamt 23 (6,8%) 316 (93,2%)
Du.rchschnittliches Alter zum 60,8 Jahre 62,7 Jahre 0,50
Zeitpunkt der Erstdiagnose
Durchschnittliches Alter zum
Zeitpunkt der Operation 59,9 Jahre 61,7 Jahre 0,55
Alter kategorisiert (n=339)
<49 Jahre 1(0,3%) 45 (13,3%)
50-59 Jahre 12 (3,5%) 82 (24,2%)
60-69 Jahre 6 (1,8%) 104 (30,7%) 0,10
70-79 Jahre 3(0,9%) 62 (18,3%)
>80 Jahre 1(0,3%) 23 (6,8%)
Geschlecht (n=339)
Mannlich 18 (5,3%) 201 (59,3%) 018
Weiblich 5(1,5%) 115 (33,9%) ’
Body-Mass-Index (n=327)
Untergewichtig 1(0,3%) 24 (7,3%)
Normalgewichtig 14 (4,3%) 155 (47,4%) 024
Ubergewichtig 2 (0,6%) 86 (26,3%) !
Adip6s 4(1,2%) 41 (12,5%)
Alkoholkonsum (n=299)
Ja 18 (6,0%) 205 (69,2%) 018
Nein 2 (0,7%) 74 (24,2%) !
Tabakkonsum (n=300)
Ja 18 (6,0%) 236 (78,7%) 042
Nein 3(1,0%) 78 (26,0%) !
UICC-Stadium (n=266)
Stadium | 5(1,9%) 80 (30,1%)
Stadium Il 6 (2,3%) 66 (24,8%) 082
Stadium Il 2 (0,8%) 47 (17,7%) !
Stadium IV 4 (1,5%) 56 (21,1%)
Therapieform (n=339)
Operation ohne Adjuvanz 13 (3,8%) 188 (55,5%)
Operation mit Adjuvanz 4(1,2%) 71 (20,9%)
Primare Radiochemotherapie 5(1,5%) 41 (12,1%) 0,80
Chemotherapie 0 2 (0,6%)
Keine Therapie 1(0,3%) 14 (4,1%)
Knocheninfiltration (n=278)
Ja 6 (2,2%) 54 (19,4%) 013
Nein 11 (4,0%) 207 (74,5%) !
Close margin <5mm (n=194)
Ja 5 (5,6%) 90 (46,4%) 053
Nein 6 (3,1%) 93 (48,0%) ’
ECE (n=256)
Ja 2 (0,8%) 34 (13,3%) 056
Nein 15 (5,9%) 205 (80,1%) !

Legende Tabelle 9: p16+: p16™K42-positiver Tumor (relativer Anteil p16'N*42-positiver Tumorzellen >70% und mittlere
Farbungsintensitit); p16-: p16™*-negativer Tumor (erfiillt Bedingung der p16™*-Pgsitivitit nicht); n: Anzahl
gesamt, UICC: Union for International Cancer Control; ECE = engl. extracapsular spreading, dt. extrakapsuldre
Ausbreitung

Anmerkung Tabelle 9: Dargestellt ist die vergleichende Analyse klinischer Parameter zwischen p16™*a-positiven
und -negativen Tumoren sowie die entsprechende Signifikanz. In keiner der untersuchten Variablen zeigte sich ein

statistisch signifikanter Zusammenhang.
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3.6. Immunhistochemie fur Mib/Ki-67
Insgesamt gingen 339 untersuchte Tumoren in die Auswertung ein, wobei sich der Durchschnitt der
relativen Mib-Positivitat auf ca. 28,4% (SD: 17,1%; Median: 28,4%) belduft. Das untere Quartil liegt bei

14,9%, das obere bei 39,9%.

Diagramm 7: Histogramm der kategorisierten Verteilung der relativen Mib-Positivitdt der Tumoren
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Anmerkung Diagramm 7: Dargestellt sind die absoluten Haufigkeiten der kategorisierten relativen Mib-Positivitat

der untersuchten Tumoren.

Die untersuchten Tumoren des Differenzierungsgrades G1 zeigten eine durchschnittliche Mib-Positivitat
von 11,8%, was hochst signifikant niedriger ist als bei G2- (29,1%, p<0,001) oder G3-differenzierten
Tumoren (32,7, p<0,001). Vergleiche des arithmetischen Mittels der durchschnittlichen Mib-Positivitat
von G2- oder G3-Tumoren erbrachten keinen signifikanten Unterschied (p=0,645).

RegelmaRiger Alkohol- und/oder Tabakkonsum zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die

durchschnittliche Rate an Mib-positiven Tumorzellen (p=0,86; p=0,82).
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Diagramm 8: Balkendiagramm zur Verteilung der relativen Mib-Positivitat unterteilt nach dem Grading
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Anmerkung Diagramm 8: Balkendiagramm zur Verteilung der relativen Mib-Positivitat unterteilt nach dem Grading
(Differenzierungsgrad G1, G2, G3). Es zeigen sich signifikante Unterschiede der durchschnittlichen Mib-Exprimation

zwischen Tumoren des Differenzierungsgrades G1 und G2 sowie G1 und G3 (p<0,001).

3.7. Korrelation der Immunhistochemie fir Mib und p16/Nk42

Es wurden die durchschnittlichen Mib-positiven Tumorzellen zwischen p16™2-positiven (p16 Rate >70%,
mindestens mittlere Farbungsintensitdt) und -negativen Tumoren (mindestens eine Bedingung der
Positivitdt nicht erfiillt) analysiert. Im Kollektiv der p16™*“-positiven Tumoren (n=23, 7,0%) lag die
durchschnittliche Mib-Positivitat bei ca. 33,3% (SD: 17,3%; Median: 29,2%). Demgegenliber findet sich bei
den p16'™**2-negativen Tumoren (n=316) eine durchschnittliche Mib-Positivitit von ca. 27,9% (SD 17,1%;
Median: 28,3%). Es zeigte sich keine statistische Signifikanz (p=0,15).

Diagramm 9: Boxplot der durchschnittlichen relativen Mib-Positivitat gruppiert nach der p16'N*a-Positivitat
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Anmerkung Diagramm 9: Dargestellt ist der durchschnittliche relative Anteil Mib-positiver Tumorzellen unterteilt

nach der p16™¥*2-Positivitat (ngesamt= 339). Es zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,15).
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3.8. Nachweis von HPV-DNA

Die p16-positiven Tumoren wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion auf den Nachweis von HPV-DNA
untersucht. Von den so ermittelten 23 Tumorpraparaten standen 19 fir eine weiterfiihrende
Untersuchung zur Verfligung. In vier Fallen zeigte sich keine Amplifikation. In sechs der verbliebenen 15
Tumoren (40%) gelang der Nachweis von HPV DNA (p16+/HPV+). Hierbei handelte es sich ausschlieRlich
um HPV-Typ 16. Neun Tumoren waren negativ fir HPV (60%; p16+/HPV-). Firr die p16™N**3-Farbung gemaR
o.g. Definition ergibt sich somit ein positiv pradiktiver Wert von 0,4 im Nachweis einer HPV-Infektion.
Bezliglich der Proliferationsraten zeigten HPV-positive Primarien einen Durchschnitt von ca. 40%,
wahrend dieser in HPV-negativen Tumoren bei ca. 35% lag. Dieser Unterschied zeigte keine statistische
Signifikanz.

Einen Uberblick zu Korrelationen mit klinischen Parametern gibt die Tabelle 10. Der GroRteil an
untersuchten Variablen (Durchschnittliches Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, Durchschnittliches
Alter zum Zeitpunkt der Operation, Geschlecht, Body-Mass-Index, Alkoholkonsum, Tabakkonsum,
Dfferenzierungsgrad, Therapieform, Knocheninfiltration, close-margin Resektion, Extrakapsuldre
Ausbreitung) erbrachte keine signifikanten Korrelationen.

Bezogen auf die histopathologische Knocheninfiltration zeigten von 11 eingegangenen Fillen alle
p16+/HPV+ Tumoren eine Knocheninfiltration, wahrend dies bei den p16+/HPV- Tumoren lediglich bei
einem von sieben der Fall war (14,3%). Der gefundene Unterschied zeigte eine statistische Korrelation
(p=0,015). Hierbei handelt es sich um einen starken statistischen Zusammenhang (Cramer-V=0,828;
p=0,006).

Auch im kategorisierten Alter konnte zwischen den p16+/HPV+ und den pl16+/HPV- Tumoren eine
Korrelation (p=0,036) mit einem a.e. starken statistischen Zusammenhang gezeigt werden (Cramer-

V=0,667; p=0,036).
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Tabelle 10: Vergleich klinischer Parameter zwischen dem Kollektiv der p16™K4a-positiven und HPV-positiven

Tumoren (p16+/HPV+) sowie dem Kollektiv der p16™K42-positiven und HPV-negativen Tumoren (p16+/HPV-)

p16+/HPV+ p16+/HPV- p-Wert
Gesamt 6 (40%) 9 (60%)
Durchschnittliches Alter zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose 59,7 Jahre 62,9 Jahre 0,48
Du.rchschnittliches AIFer zum 56,8 Jahre 64.7 Jahre 0,11
Zeitpunkt der Operation
Alter kategorisiert (n=15)
<49 Jahre 0 0
50-59 Jahre 3 (20%) 6 (40%)
60-69 Jahre 3 (20%) 0 0,036*
70-79 Jahre 0 3 (20%)
>80 Jahre 0 0
Geschlecht (n=15)
Mainnlich 6 (40%) 6 (40%) 0.23
Weiblich 0 3 (20%) ’
Body-Mass-Index (n=13)
Untergewichtig 1(7,7%) 0
Normalgewichtig 2 (15,4%) 7 (53,8%) 016
Ubergewichtig 2 (15,4%) 1(7,7%) !
Adip6s 0 0
Alkoholkonsum (n=14)
Ja 6 (42,9%) 7 (50%) 1o
Nein 0 1(7,1%) '
Tabakkonsum (n=15)
Ja 6 (40%) 7 (46,7%) 0,49
Nein 0 2 (1,3%)
Differenzierungsgrad (Grading, n=14)
Gl 0 0
G2 3(21,4%) 8(57,1%) 0,43
G3 2 (14,3%) 1(7,1%)
Therapieform (n=15)
Operation ohne Adjuvanz 2 (13,3%) 7 (46,7%)
Operation mit Adjuvanz 2 (13,3%) 0 011
Priméare Radiochemotherapie 2 (13,3%) 2 (13,3%) !
Chemotherapie 0 0
Knocheninfiltration im histopathologischen Préaparat (n=11)
Ja 4 (36,4%) 1(9,1%)
Nein 0 6 (54,5%) 0,015
Close margin (<5mm) Resektion (n=7)
Ja 2 (28,6%) 1(14,3%) 014
Nein 0 4(57,1%) ’
Extrakapsulare Ausbreitung (n=11)
Ja 1(9,1%) 0 036
Nein 3(27,3%) 7 (63,6%)

Legende Tabelle 10: p16+/HPV+: p16'™*2- und HPV-positiver Tumor (relativer Anteil p16™*2-positiver Tumorzellen

>70% und mittlere Firbungsintensitit), p16+/HPV-: p16™K4-positiver Tumor ohne HPV-Nachweis, ,n“: Anzahl

gesamt, ,*“: signifikantes Ergebnis

Anmerkung Tabelle 10: Dargestellt ist die vergleichende Analyse klinischer Parameter zwischen p16+/HPV+ und

pl6+/HPV- Tumoren sowie die entsprechende Signifikanz. Es zeigen sich signifikante Korrelationen im

kategorisierten Alter sowie der histopathologischen Knocheninfiltration.
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3.9. Korrelation von Mib- und HPV-Status

Wie bereits erldautert konnte der Nachweis von HPV-DNA in 6 der 15 p16-positiven Tumoren gelingen. Es
erfolgte der Vergleich der durchschnittlichen Mib-Positivitdt zwischen den p16+/HPV+ und den
pl16+/HPV- Tumoren. Im Kollektiv der HPV-positiven Tumoren (n=6) lag die durchschnittliche Mib-
Positivitdt bei ca. 40,3% (SD: 19,2%; Median: 39,2%). Demgegeniiber findet sich bei den HPV-negativen
Tumoren (n=9) eine durchschnittliche Mib-Positivitat von ca. 35,4% (SD 16,3%; Median: 34,8%). Es zeigte
sich keine statistische Signifikanz (p=0,5).

p16+/HPV+ Tumoren zeigen mit 33,4% einen hoheren Interquartilabstand als die p16+/HPV- Tumoren mit

22,9%.

Tabelle 11: Darstellung ausgewihlter klinischer Charakteristika der auf den HPV-Status untersuchten p16'N4a-

positiven Tumoren sowie der korrespondierenden Mib-Positivitat

No. Geschlecht Alter Tabak Alkohol OPohneR(C)T OPmitR(C)T R(C)T Mib

pl16+/HPV-

1 Weiblich 79 + 67,1%
2 Maénnlich 58 + + + 50,0%
3 Maénnlich 55 + + + 39,0%
4 Maénnlich 72 + + + 38,8%
5 Weiblich 76 + k.a. + 34,8%
6 Maénnlich 58 + + + 31,5%
7 Maénnlich 55 + + + 26,5%
8 Weiblich 57 + + + 16,8%
9 Maénnlich 56 + + + 14,3%
pl6+/HPV+

10 Maénnlich 63 + + + 66,1%
11 Maénnlich 68 + + + 54,4%
12 Maénnlich 59 + + + 49,3%
13 Maénnlich 55 + + + 29,2%
14 Maénnlich 61 + + + 26,6%
15 Maénnlich 52 + + + 16,0%

Legende Tabelle 11: OP ohne R(C)T = Operation ohne Adjuvanz, OP mit R(C)T = Operation mit Adjuvanz, R(C)T =
Radio(chemo)therapie, p16+/HPV- = p16'N*2-positiv und HPV-DNA-negativ, p16+/HPV+ = p16™*42-positiv und HPV-
DNA-positiv

Anmerkung Tabelle 11: Dargestellt sind klinische Charakteristika der auf das HPV untersuchten p16'™**a-positiven

Tumoren.

46



3.10. Uberlebensanalysen

Die Beobachtungszeit erstreckte sich vom Zeitpunkt der Diagnosestellung bis zum Todeszeitpunkt, dem
Zeitpunkt des letzten Kontakts bzw. bis zum Ende der Beobachtungsperiode. Im Durchschnitt betrug diese
ca. 45,9 Monate (Standardabweichung: ca. 37,1 Monate) bei einem Maximum von ca. 132,6 Monaten.
Das Overall Survival (Uberlebenszeit) wurde definiert als Zeitspanne zwischen dem Datum der
Erstdiagnose (falls nicht vorhanden dem Datum des Therapiebeginns) bis zum Todesdatum bzw. zensiert
ab dem Datum des letzten Kontaktes.

Das rezidivfreie Uberleben beschreibt im Folgenden die Zeitspanne vom Therapieende bis zum Auftreten
eines Rezidivs bzw. bis zum Todeszeitpunkt. Im Gegensatz hierzu wurden Tumoren die innerhalb der
ersten sechs Monate nach einer Operation mit R1/Rx-Status bzw. primadren Radiochemotherapie erneut
auftraten als Residualtumoren gewertet und gingen somit nicht in das rezidivfreie Uberleben ein.
Ebenfalls nicht beriicksichtigt wurden Patient:innen ohne Therapie, mit einer palliativen Therapie oder
einer singuldren Induktionstherapie.

Im Gesamtkollektiv ergibt sich im Kaplan-Meier-Verfahren eine durchschnittliche Uberlebenszeit von ca.
76,1 Monaten (Cl: 70,1-82,0 Monate) bei einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 56% sowie eine 10-Jahres-

Uberlebensrate von ca. 38%.

Diagramm 10: Uberlebensfunktion des Gesamtkollektivs beziglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 10: Dargestellt ist das Overall Survival des Gesamtkollektivs. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei ca. 56%.
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Innerhalb des Beobachtungszeitraums kam es bei 194 der 339 Patient:innen zum Auftreten eines
Ereignisses (ca. 57,2%). Dies ergibt nach oben genannter Definition ein rezidivfreies Uberleben von

durchschnittlich ca. 63 Monaten (Cl: 57,1-68,0 Monate; Median: ca. 49,8 Monate).

Diagramm 11: Uberlebensfunktion des Gesamtkollektivs beziiglich des rezidivfreien Uberlebens nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 11: Dargestellt ist das rezidivfreie Uberleben des Gesamtkollektivs.

In dem untersuchten Gesamtkollektiv zeigte sich eine Uberlegenheit der Operation ohne Adjuvanz mit
einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von ca. 90,5 Monaten (Cl: 83,3-97,6, Median: ca. 106,9 Monate).
Die durchschnittliche Uberlebenszeit der Operation mit Adjuvanz betrug ca. 70,3 Monaten (Cl: 58,6-81,9,
Median: 60,6 Monate), die der Radio(chemo)therapie ca. 37,9 Monate (Cl:24,4-51,5, Median: ca. 13,9
Monate), die der singuldren Chemotherapie ca. 30,0 Monate (Cl: 0-80,3, Median: nicht ermittelbar). Im

Gesamtvergleich Uber alle Therapieformen zeigten sich die Unterschiede mittels Log Rank Test als

hochsignifikant (p<0,001).
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Diagramm 12: Uberlebensfunktion des Gesamtkollektivs unterteilt nach den verschiedenen Therapieformen

beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 12: Dargestellt sind die Uberlebensfunktionen der verschiedenen Therapieformen bezogen

auf das Overall Survival. Es zeigen sich hochsignifikante Unterschiede im Gesamtvergleich (p<0,001).

3.10.1. Uberleben in Abhingigkeit der p16™**-Positivitat

Die Uberlebensanalysen wurden fiir verschiedene Untergruppen der relativen Anteile p16'N*

-positiver
Tumorzellen erstellt. Im Kaplan-Meier-Verfahren wurden so Analysen fiir einen Cut-off-Wert von 25%,
50% und 70% durchgefiihrt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,51; p=0,78; p=0,55),
wenngleich Tendenzen mit héheren Uberlebensraten im p16™%*2-positiven Kollektiv zu beobachten sind.
Beispielhaft wird im Folgenden auf die Analyse p16™**-positiver Tumoren eingegangen (relative p16'N42-
Positivitdt >70% und mindestens mittlere Farbungsintensitat in der Immunhistochemie).

Die Gruppe p16™*2-positiver Tumoren (n=23) zeigte eine durchschnittliche Uberlebenszeit von ca. 80,3
Monaten (Cl: 56,6-104,0 Monate, Median nicht ermittelbar), die der p16™***-negativen (n=316) hingegen
75,6 Monate (Cl: 69,5-81,7 Monate, Median: 74,8 Monate). Im Test auf Gleichheit der
Uberlebensverteilung ergibt sich mittels Log-Rank-Test keine statistische Signifikanz (p=0,51). Die 5-

Jahres- bzw. 10-Jahres-Uberlebensraten belaufen sich auf 56% bzw. 36% fiir Patient:innen mit p16'™N4a-

negativen und 55% bzw. 53% fiir Patient:innen mit p16"**2-positiven Tumoren.
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Diagramm 13: Uberlebenskurven der p16™*2-positiven im Vergleich zu p16™*2-negativen Tumoren (Cut-off 70%)

beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 13: Dargestellt sind die Uberlebensfunktionen von p16™“2-positiven (rot) sowie p16'*2-
negativen Tumoren (blau). Es zeigt sich eine tendenziell bessere Prognose der p16™2-positiven Tumoren ohne

statistische Signifikanz (p=0,53).

In einem weiteren Schritt wurde das rezidivfreie Uberleben unterteilt nach dem p16™%*a-Status analysiert.
Innerhalb des Beobachtungszeitraums entwickelten 10 der 23 Patient:innen mit p16™**2-positiven
Tumoren ein Ereignis nach oben genannter Definition (43,4%). Im Kollektiv der p16™***-negativen
Tumoren waren es 184 von 316 (ca. 58,2%)

Das durchschnittliche rezidivfreie Uberleben von Patient:innen mit p16™**2-positiven Tumoren belief sich
auf ca. 73,6 Monate (Cl49,0-98,3; Median nicht ermittelbar). Dem gegeniber liegt das durchschnittliche
rezidivfreie Uberleben im Kollektiv der p16™%*-negativen Tumoren bei ca. 62,2 Monaten (CI56,1-68,3,
Median: 49,8 Monate). Im Test auf Gleichheit mittels Log-Rank-Test zeigte sich der ermittelte Unterschied
als nicht signifikant (p=0,29).
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Diagramm 14: Uberlebenskurven der p16™*2-positiven im Vergleich zu p16™*2-negativen Tumoren (Cut-off 70%)

beziiglich des rezidivfreien Uberlebens nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 14: Dargestellt sind die Uberlebensfunktionen von p16™“2-positiven (rot) sowie p16'N*2-
negativen Tumoren (blau) beziiglich des rezidivfreien Uberlebens. Es zeigt sich eine tendenziell bessere Prognose

der p16™K4_positiven Tumoren ohne statistische Signifikanz (p=0,308).

Im Anschluss erfolgten die Analysen fiir verschiedene Therapieformen in Abhangigkeit des Anteils
p16™Nf42_positiver Tumorzellen. Die Therapieformen wurden unterteilt in Patient:innen mit
Tumoroperation ohne Adjuvanz, Tumoroperation mit Adjuvanz, primarer Radio(chemo)therapie sowie
(palliativer) Chemotherapie.

Hierbei sei insbesondere auf Patient:innen verwiesen, die eine Tumoroperation mit anschlieender
Adjuvanz erhalten haben (vorab publiziert in [221]): Sowohl bei einem Cut-off Wert von 70%, 50% und
25% fir den relativen Anteil p16™*2-positiver Tumorzellen zeigten sich deutliche Unterschiede im
durchschnittlichen Uberleben zwischen p16™*2-positiven und p16'"**2-negativen Tumoren. Tumoren mit
einem relativen Anteil p16™**2-positiver Tumorzellen >70% (n=4) besaBen eine durchschnittliche
Uberlebenszeit von ca. 96,6 Monaten (CI39,5-153,7, Median nicht bestimmbar), wihrend diese im
Kollektiv der p16'N**2-negativen bei ca. 67,5 Monaten (CI56,2-78,7, Median: 60,6 Monate) lag. Dieser
Unterschied zeigte sich in unserem Kollektiv als nicht signifikant (p=0,198). Auch bei einem Cut-off-Wert
von 50% fanden sich keine signifikanten Korrelationen (p=0,097). Bei Tumoren mit einem relativen Anteil
p16'N**2-positiver Tumorzellen >25% (n=7) fand sich eine durchschnittliche Uberlebenszeit von ca. 110,9
Monaten (Cl73,3-148,4; Median nicht ermittelbar), wahrend diese im Kollektiv von Patient:innen mit
einem relativen Anteil p16™*2-positiver Tumorzellen <25% bei ca. 65,4 Monaten (CI54,0-76,7; Median:

54,3 Monate) lag. Dieser Unterschied zeigte sich mittels Log Rank Test als statistisch signifikant (p=0,042).
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Diagramm 15: Uberlebenskurve von Patient:innen mit einer Operation und Adjuvanz unterteilt nach p16™-

positiven und p16'N¥4a-negativen Tumoren (Cut-off 25%) nach Kaplan-Meier (modifiziert nach [221])
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Anmerkung Diagramm 15: Dargestellt sind Patient:innen, die einer Operation mit anschlieRender Adjuvanz
zugefiihrt wurden. Es zeigt sich ein signifikant besseres Overall Survival im Kollektiv von Tumoren mit einer relativen

p16™N*4e-pasitivitat >25% (p=0,042).

3.10.2. Uberleben in Abhangigkeit der Mib-Positivitat

Die Uberlebensanalysen der Immunhistochemie fiir Mib erfolgte zunichst kategorisiert fiir die Gruppen
eines relativen Anteils Mib-positiver Tumorzellen von 0 bis 10%, >10 bis 20%, >20 bis 30%, >30 bis 40%,
>40 bis 50%, >50 bis 60% sowie >60%.

Im Patient:innenkollektiv mit einem relativen Anteil an Mib-positiven Tumorzellen von 0 bis 10% (n=63)
findet sich die héchste durchschnittliche Uberlebenszeit von 82,9 Monaten (CI68,5-97,3, Median nicht
ermittelbar), wahrend sich bei einem relativen Anteil Mib-positiver Tumorzellen von Gber 60% (n=17) mit
62,6 Monaten die niedrigste Uberlebenszeit findet (Cl43,2-82,0, Median ca. 40,3 Monate). Die
gefundenen Unterschiede liber allen Gruppen zeigten mittels Log Rank Test keine statistische Signifikanz

(p=0,075).
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Diagramm 16: Uberlebenskurven des kategorisierten relativen Anteils Mib-positiver Tumorzellen beziiglich des

Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 16: Dargestellt sind die Uberlebensfunktionen nach der kategorisierten Mib-Positivitét.
Wenngleich deutliche Tendenzen sichtbar werden, zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

(p=0,616).

Im Anschluss erfolgte die Analyse des rezidivfreien Uberlebens anhand der beschriebenen kategorisierten
Mib-Positivitat. Im Kollektiv der Patient:innen mit einem relativen Anteil Mib-positiver Tumorzellen von 0
bis 10% belief sich die Anzahl an Ereignissen auf 30 von 63 (47,6%), wohingegen sich bei Tumoren mit
einer relativen Mib-Positivitdt von >60% 12 Ereignisse bei 17 Patient:innen fanden (ca. 70,6%).

Die héchste durchschnittliche rezidivfreie Uberlebenszeit zeigte mit ca. 69,3 Monaten (CI55,4-83,2;
Median: ca. 116,1 Monate) das Kollektiv mit der geringsten Mib-Positivitdt, die kompromittierteste
durchschnittliche rezidivfreie Uberlebenszeit (50,8 Monate; CI27,2-74,7; Median: 22,5 Monate) fand sich
in der Gruppe mit einer Mib-Positivitat von >50 bis 60%. Im Test auf Gleichheit der Verteilungen mittels
Log-Rank-Test zeigten sich diese Unterschiede iber das gesamte Kollektiv als nicht signifikant (p=0,069).
Unterteilt nach der Therapieform zeigte sich eine Uberlegenheit der Operation ohne Adjuvanz gegeniiber
allen anderen Therapieformen im Kollektiv der Tumoren mit einer relativen Mib-Positivitat von 0-10%
(Operation mit Adjuvanz (p=0,026), Radio(chemo)therapie (p=<0,001), keine Therapie (p<0,001)). Auch in
den nach Mib kategorisierten Gruppen von 10-20% sowie 30-40% zeigte sich eine hochsignifikante
Uberlegenheit der Operation ohne Adjuvanz gegeniiber der Radio(chemo)therapie.

Interessanterweise findet sich im Kollektiv der Patient:innen mit einer relativen Mib-Positivitat von 50-
60% eine nicht signifikante Uberlegenheit der Operation mit Adjuvanz gegeniiber einer Operation ohne

Adjuvanz (p=0,5).

53



Diagramm 17: Uberlebenskurven von Tumoren mit einer kategorisierten Mib-Positivitdt von 0-10% unterteilt nach

der Therapieform beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier

Therapieform
(Mib-Positivitat
0-10%)
—I10peration ohne Adjuvanz
—I1QOperation mit Adjuvanz
—ITRadio(chemo)therapie
keine Therapie

1,0

0,8

Operation ohne Adjuvanz-

zensiert

Operation mit Adjuvanz-
+zensiert

Radio(chemo)therapie-
+zensiert

keine Therapie-zensiert

0,6

0,4

Overall Survival [%]

0,2

0,0

,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00
Zeit [Monate]

Anmerkung Diagramm 17: Dargestellt sind Tumoren mit einer Mib-Positivitdt von 0-10%. Es zeigt sich eine
signifikante Uberlegenheit der Operation ohne Adjuvanz gegeniiber allen anderen Therapieoptionen (p=0,026;

p<0,001; p<0,001).

Im Gesamtkollektiv konnte kein Grenzwert ermittelt werden, ab dem sich signifikante Unterschiede im
Overall Survival oder rezidivfreien Uberleben zwischen hohen oder niedrigen Teilungsraten ergaben.

In einem weiteren Schritt erfolgte die Analyse des Uberlebens zwischen Tumoren mit hohen und niedrigen
Teilungsraten geschichtet (iber die Therapieform. Orientierend an dem festgelegten Grenzwert zur
Subgruppenanalyse von Xie et al. [64] erfolgte eine Untersuchung der Tumoren bei einem Grenzwert von
21% des relativen Anteils Mib-positiver Tumorzellen.

In dem Kollektiv der Patient:innen, die einer primaren Radiochemotherapie zugefiihrt wurden (n=46),
zeigte sich in der Gruppe mit hoher Teilungsrate (relativer Anteil Mib-positiver Tumorzellen >21%, n=37)
eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 43,5 Monaten (CI27,2-59,8; Median: 19,1 Monate), wihrend
diese im Kollektiv mit niedriger Teilungsrate bei ca. 17,0 Monaten (ClI2,4-31,5; Median: 10,5 Monate) lag.
Dieser Unterschied zeigte sich mittels Log-Rank-Test statistisch signifikant (p=0,031).

Unter gleicher Definition zeigte sich zwischen den Kollektiven hoher und niedriger Teilungsraten fiir eine
Tumoroperation mit Adjuvanz (n=75) und ohne Adjuvanz (n=201) oder einer singuldren Chemotherapie
(n=2) kein signifikanter Unterschied im Overall Survival (p=0,344; p=0,145; p=0,317).

Auch beziiglich des rezidivfreien Uberlebens lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Therapieformen finden.
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Diagramm 18: Uberlebenskurven von Patient:innen mit Radiochemotherapie bei einem Cut-off Wert des relativen

Anteils Mib-positiver Tumorzellen von 21% beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 18: Uberlebenskurven von Patient:innen mit Radiochemotherapie bei einem Cut-off Wert
des relativen Anteils Mib-positiver Tumorzellen von 21% beziglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier

(p=0,031).

3.10.3. Uberleben in Abhangigkeit des HPV-Status bei p16™**2-positiven Tumoren

Insgesamt liegen Daten zu 15 der 23 p16-positiven Tumoren beziiglich des HPV-Status vor. Hierbei
zeigten sich 6 Tumoren positiv (40%, p16+/HPV+), wohingegen in 9 der p16™**2-positiven Tumoren kein
Nachweis von HPV gelang (60%, p16+/HPV-).

Beziiglich des Overall Survivals zeigten die p16+/HPV- Tumoren mit einer durchschnittlichen
Uberlebenszeit von ca. 67,1 Monaten (CI40,9-93,2; Median nicht ermittelbar) eine tendenziell bessere
Prognose gegeniiber den p16+/HPV+ Tumoren, die eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 59,8
Monaten (CI18,6-101,0; Median: ca. 26,5 Monate) aufwiesen. Dieser Unterschied zeigt keine statistische
Signifikanz (p=0,385).

Im rezidivfreien Uberleben zeigte sich ein dhnliches Bild mit tendenziell besserer Prognose der p16+/HPV-
Tumoren ohne Signifikanz (p=0,532).

Weitere Subgruppenanalysen nach der Therapieform erbrachten keine signifikanten Unterschiede.

3.10.4. Uberleben in Abhangigkeit der kombinierten p16'™42- und Mib-Positivitat
Im Kollektiv der Patient:innen mit erhaltener Therapie wurden die p16™**2-positiven (relativer Anteil
p16N*42_positiver Tumorzellen 70% bei mindestens mittlerer Farbungsintensitét) im Vergleich zu p16'N%4-

negativen (mindestens eine Bedingung der Positivitdt nicht erfillt) Tumoren geschichtet Gber die Mib-
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Positivitdat untersucht. Hierzu diente zundchst der festgesetzte Grenzwert des relativen Anteils Mib-
positiver Tumorzellen von 21%.

Im Kollektiv der Patient:innen mit einer niedrigen Teilungsrate zeigten sich zwischen p16™**2-positiven
und -negativen Tumoren deutliche Unterschiede im durchschnittlichen Uberleben von ca. 15,4 Monaten
zugunsten der p16™*@-positiven Tumoren ohne statistische Signifikanz (p=0,266). Weitere Analysen
erfolgten in Anlehnung an Lange et al. bei einem Grenzwert von 37% [220].

Bei Tumoren mit einer relativen Mib-Positivitit <37% zeigten p16™***-positive Tumoren (n=13) eine
durchschnittliche Uberlebenszeit von 104,5 Monaten (CI76,8,1-132,2, Median nicht ermittelbar),
wiahrend p16™“2-negative Tumoren (n=213) mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 78,9
Monaten (ClI71,5-86,3; Median: 85,7 Monate) ein signifikant schlechteres Overall Survival aufwiesen

(p=0,048).

Diagramm 19: Uberlebenskurven von Tumoren mit niedrigen Teilungsraten (Mib-Positivitit <37%) unterteilt nach

der p16™K42_positivitit beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 19: Dargestellt sind die Uberlebenskurven beziiglich des Overall Survivals von Tumoren mit
einer Mib-Positivitdt <37% unterteilt nach der p16™*2-Positivitit. Es zeigt sich eine Uberlegenheit der p16™ -

positiven Tumoren (p=0,048).

Fiihrt man unter der beschriebenen Definition einer p16™**-Positivitit eine Uberlebensanalyse fiir eine
Mib-Positivitat >37% durch, zeigen sich deutlich kontrare Tendenzen ohne Signifikanz. Hier liegt das
durchschnittliche Uberleben p16™*42-positiver Tumoren (n=9) bei ca. 47,3 Monaten (C119,9-74,7; Median:
29,4 Monate), wahrend dieses in der Gruppe der p16'**2-negative Tumoren (n=91) bei ca. 73,3 Monaten

(C163,0-83,7; Median: 74,7 Monate) liegt (p=0,168).
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Im Kollektiv mit einem Cut-off-Wert von 25% fiir den relativen Anteil p16™**2-positiver Tumorzellen ergibt

6'NK4a_positive Tumoren (n=11) ein durchschnittliche Uberlebenszeit von 39,1 Monaten (Cl14,5-

sich fir p1
63,8; Median: 26,5 Monate), wihrend sich im Kollektiv der p16"**2-negativen Tumoren (n=89) eine
durchschnittliche Uberlebenszeit von ca. 74,9 Monaten (Cl64,6-85,3; Median: 75,9 Monate) findet. Dieser

Unterschied zeigt eine statistische Signifikanz (p=0,019).

Diagramm 20: Uberlebenskurven von Tumoren mit hohen Teilungsraten (Mib-Positivitat >37%) unterteilt nach der

p16'NK4a_positivitat beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 20: Dargestellt sind die Uberlebenskurven beziiglich des Overall Survivals von Tumoren mit
einer Mib-Positivitat >37% unterteilt nach der p16'N*42-Positivitat (Cut-off 25%). Es zeigt sich eine Uberlegenheit der

p16™**-negativen Tumoren (p=0,019).

Beziigliches des rezidivfreien Uberlebens mit einer relativen Mib-Positivitdt <37% zeigten p16'™N4

-positive
Tumoren (n=13) eine durchschnittliche rezidivfreie Uberlebenszeit von 106,3 Monaten (CI79,5,1-134,3,
Median nicht ermittelbar), wihrend p16™***-negative Tumoren (n=213) mit einer durchschnittlichen
rezidivfreien Uberlebenszeit von ca. 65,3 Monaten (CI57,8-72,8; Median: 55,6 Monate) ein signifikant
schlechteres rezidivfreies Uberleben aufwiesen (p=0,028). Im Kollektiv der Tumoren mit hohen

Teilungsraten lassen sich keine signifikanten Unterschiede zeigen.
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Diagramm 21: Uberlebenskurven von Tumoren mit niedrigen Teilungsraten (Mib-Positivitit <37%) unterteilt nach

der p16™*4a_positivitat beziiglich des rezidivfreien Uberlebens nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 21: Dargestellt sind die Uberlebenskurven beziiglich des rezidivfreien Uberlebens von
Tumoren mit einer Mib-Positivitdt <37% unterteilt nach der p16™*42-Positivitit. Es zeigt sich eine Uberlegenheit der

p16™**2-positiven Tumoren (p=0,028).

Aufgrund dieser Erkenntnisse erfolgte eine dezidierte Untersuchung der p16™**2-positiven Tumoren
(n=23). Hier zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen p16™**?-positiven Tumoren mit hohen und
niedrigen Teilungsraten. So wiesen p16™***-positive Tumoren mit einer hoher Teilungsrate ein
durchschnittliches Uberleben von ca. 47,3 Monaten (CI119,9-74,7; Median: ca. 29,4 Monate) auf, wihrend
dieses im Falle niedriger Teilungsraten bei 104,5 Monaten (ClI76,8-132,3, Median nicht ermittelbar) lag.
Im Log Rank Test erwiesen sich diese Unterschiede als signifikant (p=0,034). Auch im rezidivfreien
Uberleben zeigte sich eine Uberlegenheit der p16™**2-positiven Tumoren mit einer niedrigen Teilungsrate
im Vergleich zu p16™**-positiven Tumoren mit einer hohen Teilungsrate (p=0,043).

In der Analyse des HPV-Status zeigten p16+/Mib+ Tumoren einen Nachweis von HPV DNA in 3 von 7 Fillen
(ca. 42,9%). Demgegenuber fand sich in der Subgruppe der p16+/Mib- Tumoren in 3 von 8 Fillen (37,5%)
HPV DNA. Im exakten Test nach Fischer zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen (p=0,622).
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Diagramm 22: Uberlebenskurven von p16™*a-positiven Tumoren bei einem Cut-off Wert des relativen Anteils Mib-

positiver Tumorzellen von 37% beziiglich des Overall Survivals nach Kaplan-Meier
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Anmerkung Diagramm 22: Dargestellt sind die Uberlebenskurven beziiglich des Overall Survivals p16™*-positiver
Tumoren nach der kategorisierten Mib-Positivitit. Es zeigt sich eine Uberlegenheit der p16™** positiven Tumoren

mit hoher Teilungsrate im Vergleich zu p16™*2-positiven Tumoren mit niedriger Teilungsrate (p=0,034).

Im Kollektiv der p16™**-negativen Tumoren zeigte sich kein relevanter Zusammenhang zur Mib-
Positivitat. Es bestand eine durchschnittliche Uberlebenszeit der Subgruppe mit niedriger Teilungsrate
von ca. 76,8 Monaten (CI69,4-84,1, Median: 80,7 Monate), wahrende die in der Subgruppe mit hoher
Teilungsrate bei ca. 71,0 Monaten (CI:60,7-81,3, Median: 68,4 Monate) lag. Der gefundene Unterschied
zeigte keine statistische Signifikanz (p=0,45).

Zusammenfassend besteht beziiglich der Prognose eine signifikante Uberlegenheit der p16+/Mib-
Tumoren gegenlber allen anderen Gruppen. p16+/Mib+ Tumoren zeigen lber alle untersuchten Gruppen
die schlechteste Prognose mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 22%. Eine zusammenfassende
Darstellung des Overall Survivals sowie der Uberlebensraten im Vergleich kann dem Diagramm 23 sowie

der Tabelle 13 entnommen werden.
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Diagramm 23: Uberlebenskurven unterteilt nach dem kombinierten p16™**3- und Mib-Status beziiglich des Overall

Survivals nach Kaplan-Meier
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Legende Diagramm 23: p16-/Mib- = p16'** <70% und Mib <37%, p16-/Mib+ = p16'"N**@ <70% und Mib >37%,
p16+/Mib- = p16'N* >70% und Mib <37%, p16+/Mib+ = p16™*4 >70% und Mib >37%
Anmerkung Diagramm 23: Uberlebenskurven beziiglich des Overall Survivals unterteilt nach dem kombinierten
p16™*%2- und Mib-Status. Es bestehen signifikante Unterschiede in der durchschnittlichen Uberlebenszeit zwischen
p16-/Mib+ und pl6-/Mib- Tumoren mit erhaltener Therapie (p=0,048), p16+/Mib+ und pl16+/Mib- Tumoren
(p=0,034) sowie p16-/Mib+ und p16+/Mib- Tumoren (p=0,048).

Tabelle 12: Vergleichende Uberlebensanalyse des kombinierten p16-/Mib-Status in Bezug auf das Overall Survival

nach Kaplan-Meier

n DUz 5JUR  pl6-/Mib- p16-/Mib+ p16+/Mib- p16+/Mib+
p16-/Mib- 221 76,8 Monate 56% p=0,45 p=0,048 p=0,168
p16-/Mib+ 95 71,0 Monate 56% p=0,45 p=0,048 p=0,168
p16+/Mib- 14 104,5 Monate 76% p=0,048 p=0,048 p=0,034
pl6+/Mib+ 9 47,3 Monate 22% p=0,168 p=0,168 p=0,034

Legende Tabelle 12: p16-/Mib-= p16™¥42 <70% und Mib <37%, p16-/Mib+ = p16'N¥42 <70% und Mib >37%, p16+/Mib-
= p16'™*? >70% und Mib <37%, p16+/Mib+= p16™**? >70% und Mib >37%, n = Anzahl, DUZ = durchschnittliche
Uberlebenszeit nach Kaplan Meier, 5 JUR = 5-Jahres-Uberlebensrate

Anmerkung Tabelle 12: Dargestellt sind die p-Werte (Log-Rank-Test) in der vergleichenden Analyse der
untersuchten Konstellation aus kombiniertem p16- und Mib-Status bezogen auf das Overall Survival. Es besteht eine

signifikante Uberlegenheit der p16+/Mib- Tumoren gegeniiber allen anderen Subgruppen.
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Im Folgenden wird auf die Auswirkung des kombinierten p16-/Mib-Status in Abhdngigkeit von der
durchgefiihrten Therapie eingegangen. Uberlebensanalysen sind, aufgrund der Zensierung, lediglich
orientierend maoglich.

Im Kollektiv der Patient:innen mit stattgehabter Operation ohne Adjuvanz zeigte sich eine signifikante
Unterlegenheit von p16+/Mib+ Tumoren im Vergleich zu allen anderen Tumoren (s. hierzu auch Tabelle
14). Zusatzlich fand sich eine signifikante Uberlegenheit von p16+/Mib- Tumoren gegeniiber p16-/Mib+
Tumoren (p=0,048).

Im Kollektiv der Patient:innen, die einer Operation mit Adjuvanz oder einer Radio(chemo)therapie
zugeflihrt wurden, lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den zuvor definierten Gruppen

finden.

Diagramm 24: Uberlebenskurven unterteilt nach dem kombinierten p16™**>- und Mib-Status beziiglich des Overall

Survivals nach Kaplan-Meier im Kollektiv der Patient:innen mit Operation ohne Adjuvanz
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—1p16-/Mib+
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5 —+—p16-/Mib+ -zensiert
5 —+—p16+/Mib- -zensiert
n —+—p16+/Mib+ -zensiert
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v
>
(@)
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Zeit [Monate]
Legende Diagramm 24: p16-/Mib-= p16™*? <70% und Mib <37%, p16-/Mib+ = p16™*? <70% und Mib >37%,

p16+/Mib- = p16'N* >70% und Mib <37%, p16+/Mib+ = p16™*4 >70% und Mib >37%
Anmerkung Diagramm 24: Uberlebenskurven beziiglich des Overall Survivals unterteilt nach dem kombinierten
p16™NK4a. und Mib-Status im Kollektiv der Patient:innen mit Operation ohne Adjuvanz. Es besteht eine signifikante

Unterlegenheit der p16+/Mib+ Tumoren gegeniber allen anderen Subgruppen.
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Tabelle 13: Vergleichende Analyse des Overall Survivals des kombinierten p16™*43- und Mib-Status von Patient:innen

mit stattgehabter Operation ohne Adjuvanz

Therapieform n p16-/Mib- p16-/Mib+ p16+/Mib- p16+/Mib+
pl6-/Mib- 137 p=0,217 p=0,102 p=0,005
Operation ohne p16-/Mib+ 51 p=0,217 p=0,048 p=0,014
Adjuvanz p16+/Mib- 10 p=0,102 p=0,048 p=0,006
p16+/Mib+ 3 p=0,005 p=0,014 p=0,006

Legende Tabelle 13: p16-/Mib- = p16™%42 <70% und Mib <37%, p16-/Mib+ = p16™42 <70% und Mib >37%, p16+/Mib-
= p16™N¥4a >70% und Mib <37%, p16+/Mib+ = p16'™€42 >70% und Mib >37%, n = Anzahl

Anmerkung Tabelle 13: Dargestellt sind die p-Werte (Log-Rank-Test) in der vergleichenden Analyse der
untersuchten Konstellation aus kombiniertem p16- und Mib-Status bezogen auf das Overall Survival. Es besteht eine

signifikante Uberlegenheit der p16+/Mib- Tumoren gegeniiber allen anderen Subgruppen.

3.10.5. Uberleben in Abhangigkeit der kombinierten HPV- und Mib-Positivitat

Der prognostische Einfluss der kombinierten Bewertung des p16™%2- und Mib-Status wurde bereits
dargelegt. In einem weiteren Schritt soll nun der mégliche Effekt einer Zusammenfiihrung des HPV-Status
und Mib-Status bewertet werden. Zur besseren Ubersichtlichkeit wird im Folgenden lediglich von einer
HPV-Positivitit (HPV+) gesprochen, wenngleich lediglich die p16™*-positiven Tumoren auf das
Vorhandensein von HPV-DNA untersucht wurden.

Im Kollektiv der HPV-positiven Tumoren (n=6) erfolgte die Analyse des Overall Survivals unterteilt nach
der relativen Mib-Positivitdt (Cut-off 37%). Hier zeigte sich im Kollektiv mit einer niedrigen Teilungsrate
(HPV+/Mib-) eine durchschnittliche Uberlebenszeit von ca. 96,6 Monaten (CI39,5-153,7, Median nicht
ermittelbar). In der Gruppe mit einer hohen Teilungsrate fand sich mit einer Uberlebenszeit von ca. 23,1
Monaten (CI13,3-32,8, Median: 26,5 Monaten) eine deutlich schlechtere Prognose. Im durchgefiihrten
Log Rank Test zeigte sich dieser Unterschied ohne statistische Signifikanz (p=0,197).

In Bezug auf HPV-negative Tumoren (n=9) zeigte sich in der Subgruppe mit niedriger Teilungsrate eine
durchschnittliche Uberlebenszeit von ca. 74,2 Monaten (Cl46,3-102,1; Median nicht ermittelbar),
wahrend diese bei hohen Teilungsraten bei ca. 46,3 Monaten (Cl13,0-79,8; Median: ca. 34,1 Monate) lag.
Auch in diesem Kollektiv sind die Unterschiede ohne statistische Signifikanz (p=0,145).

Aufgrund der tendenziell besseren Uberlebensraten von Tumoren mit niedrigen Teilungsraten erfolgte in
einem weiteren Schritt die Analyse des Einflusses von HPV-Status und kategorisierter Teilungsrate (Cut-
off-Wert 37%) mittels Cox-Regression in diesem Kollektiv. Hier zeigte sich eine Hazard-Ratio (HR) fiir die
Teilungsrate von 4,87 (Cl0,96-24,7) ohne statistische Signifikanz (p=0,056). Beziiglich des HPV-Status liel8
sich eine nicht signifikante HR von 0,65 (CI0,15-2,7; p=0,55) ermitteln.
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In Hinblick auf das rezidivfreie Uberleben fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Gruppen.

Diagramm 25: Uberlebenskurven unterteilt nach dem kombinierten HPV- und Mib-Status beziiglich des Overall

Survivals nach Kaplan-Meier
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Legende Diagramm 25: HPV-/Mib- = HPV-DNA-negativ und Mib <37%, HPV-/Mib+ = HPV-DNA-negativ und Mib
>37%, HPV+/Mib- = HPV-DNA-positiv und Mib <37%, HPV+/Mib+ = HPV-DNA-positiv und Mib >37%
Anmerkung Diagramm 25: Uberlebenskurven beziiglich des Overall Survivals unterteilt nach dem kombinierten
HPV- und Mib-Status. Es zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen und hohen und niedrigen Teilungsraten

unabhangig vom HPV- Status (p=0,042).

Tabelle 14: Vergleichende Uberlebensanalyse des kombinierten HPV/Mib-Status in Bezug auf das Overall Survival

nach Kaplan-Meier

n DUZ 5JU0R  HPV-/Mib-  HPV-/Mib+  HPV+/Mib-  HPV+/Mib+
HPV-/Mib- 5 74,2 Monate  80% p=0,145 p=0,777 p=0,073
HPV-/Mib+ 4 46,4 Monate  25% p=0,145 p=0,404 p=0,139
HPV+/Mib- 3 96,6 Monate  67% p=0,777 p=0,404 p=0,197
HPV+/Mib+ 3 23,1 Monate 0% p=0,073 p=0,139 p=0,197

Legende Tabelle 14: HPV-/Mib- = HPV-DNA-negativ und Mib <37%, HPV-/Mib+ = HPV-DNA-negativ und Mib >37%,
HPV+/Mib- = HPV-DNA-positiv und Mib <37%, HPV+/Mib+ = HPV-DNA-positiv und Mib >37%

Anmerkung Tabelle 14: Dargestellt sind die p-Werte (Log-Rank-Test) in der vergleichenden Analyse der
untersuchten Konstellation aus kombiniertem HPV- und Mib-Status bezogen auf das Overall Survival. Es bestehen
keine signifikanten Unterschiede, wenngleich beachtliche Differenzen zwischen den verschiedenen Subgruppen

bestehen.
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4. Diskussion

4.1. Einordnung des Patient:innenkollektivs

Im Zeitraum vom 01.01.2005 bis zum 31.12.2011 wurden 339 Patienten:innen mit der Diagnose eines
oralen Plattenepithelkarzinoms eingeschlossen. Die Ratio von Mannern zu Frauen verhielt sich hierbei wie
2:1, was den Ublichen publizierten Daten entspricht [5, 8].

In der Auspragung der klassischen Risikofaktoren zeigte sich sowohl in puncto Tabak- wie auch
Alkoholkonsum ein signifikant haufigeres Vorkommen in der Gruppe der Manner — ein Fakt, der weithin
bekannt sowie publiziert ist und sowohl auf nationaler wie auch internationaler Ebene Bestatigung findet
[16, 17, 25].

Die essenzielle Bedeutung dieser Risikofaktoren in der Karzinogenese eines oralen
Plattenepithelkarzinoms mag eine Erklarung dafiir liefern, dass mannliche Patienten in einem signifikant
jingeren Alter erkranken.

Die meisten Patient:innen wurden einer Operation ohne Adjuvanz zugefiihrt, gefolgt von der Operation
mit Adjuvanz. Die primare Radio(chemo)therapie stellte die seltenste Therapieform dar. Im Vergleich auf
nationaler Ebene finden sich dhnliche Werte [51]. Es wird weiterhin auf die erschwerte Ubertragbarkeit
von Uberlebensanalysen in Abhingigkeit der Therapieform hingewiesen [51], weshalb die gefundenen
signifikanten Unterschiede in dem hier vorliegenden Kollektiv als Ergdnzung der Literatur zu verstehen
sind.

Obwohl Daten bezliglich der Ethnie der Patient:innen nicht zu erheben waren, liegt die Vermutung eines
vorherrschend kaukasischen Phanotyps nahe, wenngleich diese axiomatische Annahme in Anbetracht der
heterogenen Bevoélkerungsstruktur Berlins diskutabel bleibt.

Die hier aufgefiihrte Diskussion der Ergebnisse beziiglich der deskriptiven Beschreibung der klinischen

Charakteristika versteht sich lediglich als orientierende Einordnung.

4.2. Immunhistochemie fur p16'Nka

Der GroRteil an untersuchten Tumoren zeigte eine geringe relative Rate an p16™**2-positiven
Tumorzellen. Lediglich 23 der 339 Tumoren (6,8%) erfiillten die Definition einer p16™**2-Positivitat tiber
70%, was eher dem unteren Spektrum der publizierten Daten entspricht [196, 222]. Verschiedene
Definitionen einer p16™**2-Positivitit mogen zu diesem Fakt beitragen. Weiterhin wird frequent
diskutiert, dass oropharyngeale Karzinome falschlicherweise als orale Plattenepithelkarzinome
angenommen werden [197]. Da bei ersteren hdhere Raten an p16™**2-positiven Tumorzellen bekannt sind
[196], mag dies zu im Durchschnitt hoheren Werten beitragen. Der Fakt einer vergleichsweisen niedrigen
Anzahl an p16™N*-positiven Tumoren unterstiitzt die Annahme einer sorgfiltigen Diskriminierung

zwischen oropharyngealen und oralen Karzinomen in den hier vorliegenden Daten.
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Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem durchschnittlichen relativen Anteil p16'™N%42-
positiver Tumorzellen zwischen G2 und G3 differenzierten Tumoren mit einer héheren Rate p16'N¢42-
positiver Tumorzellen im Kollektiv der G3 differenzierten Tumoren. Ahnliche Ergebnisse finden sich in der

Literatur. So zeigten Ampur et al. eine héhere Rate an p16™**

-positiven Tumorzellen in schlechter
differenzierten Tumoren, wobei auf eine geringe Fallzahl von lediglich 31 Patient:innen hingewiesen sei
[223].

Diesem Ergebnis stehen Publikationen gegeniiber, die keinen Einfluss einer erhéhten p16'™**2-Expression
auf das Grading gezeigt haben. So postulieren Blahak et al. einen fehlenden Einfluss des p16'™%4-Status
auf TNM-Stadium und Grading, wenngleich die meisten Tumoren gut bis maRig differenziert waren
[201]. In der Subtypen-Analyse diskutieren manche Autor:innen eine erhéhte p16™**2-Positivitat in
verrukosen, i.e. gut differenzierten, Karzinomen der Mundhdhle [224].

Keine der weiteren untersuchten klinischen Variablen (Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index,
Alkoholkonsum, Tabakkonsum, UICC-Stadium, Differenzierungsgrad, Therapieform, Knocheninfiltration,
close-margin Resektion, extrakapsulire Ausbreitung) zeigte eine Korrelation in Bezug auf die p16'N*4-

Positivitat, was den Ergebnissen anderer Studien entspricht [201, 225]. Im Gegensatz hierzu finden sich

einzelne Studien, die einen Einfluss auf beispielsweise das TNM-Stadium oder die Ethnie zeigen [204].

4.3. Immunhistochemie fur Mib/Ki-67

In dem hier untersuchten Kollektiv ergab sich eine durchschnittliche Mib-Positivitat von ca. 28,4%, was
den Raten anderer Untersuchungen entspricht, wobei auf Unterschiede gerade in Bezug auf das Grading
zu verweisen bleibt. So zeigten G1 differenzierte Tumoren signifikant niedrigere Raten als G2- oder G3-
differenzierte Tumoren. Dies erscheint bei hoheren Proliferationsraten schlechter differenzierter
Tumoren pathophysiologisch plausibel. Ahnliche Zusammenhinge zwischen der Rate an Mib-positiven
Tumorzellen und dem Grading wurden bereits an anderer Stelle publiziert [225], wobei sich
Unterschiede auch in den pramalignen Vorstufen finden lassen [226]. Weiterhin zeigte beispielsweise
Kurokowa et al. eine Korrelation von Mib-Positivitat und dem histologischen Grad der Invasionsfront im
oralen Plattenepithelzellkarzinom [227].

Wahrend dieser Zusammenhang basalen tumorphysiologischen Prozessen bei einheitlicher Datenlage
folgt, differieren die Ergebnisse in Hinblick auf den Zusammenhang zu einer p16™*2-Positivtit oder HPV-
Assoziation.

Die hier vorliegenden Daten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der mittleren Mib-
Positivitdt und dem p16™¥42_Status oder dem HPV-Status p16™42-positiver Tumoren erbringen. Ahnliche

Ergebnisse zeigten Alves et al. in einem experimentellen Mausmodell [228].
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Bezuglich der Teilungsrate zeigten p16+/HPV+ Tumoren eine tendenziell héhere relative Mib-Positivitat
im Vergleich zu den p16+/HPV- Tumoren ohne statistische Signifikanz. Einen ebenfalls a.e. fehlenden
Zusammenhang zwischen HPV-Status und relativer Mib-Positivitdt beschreiben Galvis et al., wobei in
dieser Untersuchung die HPV-negativen Tumoren eine tendenziell héhere Teilungsrate zeigten [229]. Dies
lieRe sich Gber Ergebnisse erklaren, wonach HPV-16 Uiber eine hochregulierte Expression von miR-20a zu
einer geringeren Teilungs- und Metastasierungsrate im oralen Plattenepithelkarzinom fiihrt [230].
Wenngleich sich eine Vielzahl von Studien mit dem Einfluss einer p16™**2/HPV- oder Mib-Positivitat auf
das Overall Survival bzw. den Nutzen als Surrogatmarker beschaftigen, fehlen im Regelfall Angaben zur
Korrelation untereinander. Eine erneute Aufarbeitung der vorhandenen Daten unter dem Aspekt der
Proliferationsrate p16'™*42-/HPV-positiver und -negativer Tumoren wiirde eine fundierte Einordnung der

hier erhobenen Daten ermdglichen.

4.4. Assoziation von p16'NK4a-positivitdat und HPV-DNA-Nachweis

Die in Kapitel 1.2.4. ,,Einfluss auf die Malignomentstehung” dargestellten HPV-induzierten Veranderungen
des Zellzyklus legen die Nutzung einer p16-Positivitat als Surrogatmarker einer HPV-Infektion nahe.
Insbesondere fiir oropharyngeale Tumoren konnte dieser Zusammenhang gezeigt werden, wenngleich
weitere Verfahren, insbesondere der Nachweis viraler Bestandteile mittels PCR, empfohlen werden [176,
177, 183].

Fir orale Karzinome findet sich vornamlich kritische Literatur. In dem hier untersuchten Kollektiv zeigte
sich ein HPV-Nachweis in 6 von 15 p16'**2-positiven Tumoren, was einem positiven pradiktiven Wert von
0,4 entspricht. Dies gleicht anderen publizierten Werten [198]. Im nationalen Vergleich beschreibt eine
Studie von Gétz et al. den Nachweis einer p16™**2-Positivitat in 5,94% der oralen Plattenepithelkarzinome.
Hiervon zeigte sich lediglich ein Drittel positiv fir HPV [231]. Reuschenbach et al. stellte eine signifikante
Korrelation zwischen diffuser p16™%*2-pPositivitdt und dem Nachweis einer HPV-DNA heraus, konstatiert
aber insbesondere falsch positive Ergebnisse und hinterfragt die PCR als Nachweismethodik der Wahl
[219].

Aufgrund des adhnlichen Studiendesigns mit gleicher Definition einer p16™***-Positivitdt und PCR der
p16™N*42_positiven Schnitte sei weiterhin auf eine aktuelle Publikation von Ni et al. verwiesen. Hier gelang
der HPV-Nachweis in lediglich einem von 23 p16™**-positiven Tumoren [210]. Andere Autor:innen
konstatieren Nachweisraten von HPV in p16™**@-positiven Tumoren von 46% und 48,4% [175, 211].
Insgesamt genligt der Nachweis von HPV-DNA nach aktueller Meinung lediglich zur Feststellung einer
HPV-Assoziation, wobei der Anteil tatsdchlich HPV bedingter Tumoren (,,HPV-Driven“) noch niedriger sein
mag. Zusatzliche Untersuchungen beziiglich des Nachweises viraler Proteine verschaffen in diesem Aspekt

Abhilfe. So finden sich in der Literatur mitunter Nachweisraten der viralen Onkogene von lediglich ca. 6%
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in HPV-DNA-positiven Tumoren [198], was eine geringe onkogene Aktivitdt des HPV in oralen Tumoren
impliziert [188].

In Anbetracht der Heterogenitit einer Definition von p16™Nf*3-positiven Tumoren und verschiedenen
Methoden des Nachweises einer HPV-Infektion ist eine Vergleichbarkeit der Studien mitunter schwierig.
Insgesamt zeigen sich fir das orale Plattenepithelkarzinom aber unzureichende Nachweisraten von HPV
in p16™N*a-positiven Tumoren. Die Nutzung des immunhistochemischen Nachweises von p16™%* als
Surrogatmarker einer HPV-Infektion im oralen Plattenepithelkarzinom sollte somit zumindest hinterfragt
werden [211]. Es scheint als waren p16™**2-Erhéhungen beim oralen Plattenepithelkarzinom auf andere
pathophysiologische Vorgange zurlickzufiihren, was sich mit Ergebnissen anderer Publikationen deckt
[232].

Beziiglich der Untersuchung klinischer Parameter zeigte sich eine starke Korrelation zwischen dem HPV-
Status p16™**2-positiver Tumoren und der Knocheninfiltration. So zeigten p16+/HPV+ Tumoren signifikant
haufiger eine Knocheninfiltration als p16+/HPV- Tumoren. Auch wenn es sich hierbei per se um eine
prognostisch negative Auswirkung handelt, scheint sich dieser Aspekt nicht auf das Overall Survival oder
rezidivfreie Survival auszuwirken. Vergleichbare Ergebnisse lassen sich in der Literatur nicht finden.
Inwiefern es sich hierbei um reproduzierbare Ergebnisse handelt, bleibt somit fraglich. Ebenso scheinen
pathophysiologische kausale Erklarungsansatze, aufgrund der Komplexitat der zellularen Veranderungen,
rein spekulativ.

Im durchschnittlichen Alter bei Erstdiagnose und Operation finden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den pl16+/HPV+ und p16+/HPV- Tumoren. Fihrt man die Analysen hingegen fir das
kategorisierte Alter durch, zeigen sich signifikante Korrelationen. Es imponieren Unterschiede mit einer
Haufung p16+/HPV+ Tumoren im Kollektiv des Alters zwischen 50 und 69 Jahren. Kein/keine Patient:in
mit einem p16+/HPV+ Tumor war bei Erstdiagnose alter als 69 Jahren.

Eine Haufung von high-risk HPV-Subtypen in jungen Patient:innen wurde bereits publiziert [233]. Hier
zeigten sich signifikant haufiger Nachweisraten von HPV16 in Patient:innen unter 40 Jahren im Vergleich
zum Kontrollkollektiv Gber 50 Jahren [233]. Einige Autor:innen schlussfolgern eine HPV-Infektion als
unabhangigen Risikofaktor der Karzinomgenese in jungen Erkrankten bei Abwesenheit der klassischen
Risikofaktoren, respektive Tabak- und Alkoholkonsum [229, 234]. Im Vergleich zu diesen Ergebnissen
gelang in dem hier vorliegenden Kollektiv kein Nachweis von p16+/HPV+ Tumoren bei Erkrankten unter
50 Jahren. Da auf eine PCR-Testung des Gesamtkollektivs verzichtet wurde, bleibt eine vollumfangliche
Vergleichbarkeit aus, wenngleich eine konkordante Tendenz mit Haufung in einem eher jliingeren Alter zu
beobachten ist. Signifikante Unterschiede in den klassischen Risikofaktoren konnten zwischen p16+/HPV+

und p16+/HPV- Tumoren nicht gezeigt werden.
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Tabelle 15: Vergleich der p16- und HPV-Positivitat in oralen Plattenepithelkarzinomen sowie Schlussfolgerungen zur

Nutzung von p16 als Surrogatmarker einer HPV-Infektion. (vorab publiziert in [221])

Erstautor:in Jahr ST n HPV- HPV+ pl6+ HPV+/ p16 als SM
[Publikation] Nachweis Tumoren Tumoren pl6+
Mulder et al. [235] 2021 P 95 mRNAISH 1/95 4/95 1/4 (25%) nein
RA DNA PCR (1,1%) (4,2%)
Tokuzen et al. 2021 RA 100 mRNA RT- 3/100 10/100 3/10 (30%) nein
[236] PCR (3%) (10%)
DNA PCR
Blatt et al. [237] 2021 = 107 DNAPCR 9/107 17/107 9/17 (53%) nein
(8,4%)  (15,9%)
Nauta et al. [211] 2021 RA 940 DNAPCR 21/940 46/580 21/46 k.A.
MRNART-  (2,2%) (45,7%)
PCR
Nopmaneepaisarn 2019 RA 260 DNAPCR 4/260 9/260 4/9 nein
etal. [238] (1,5%) (3%) (44,4%)
Hernandez et al. 2019 RA 122 DNAPCR 38/122 36/122 9/36 (25%) nein
[209] mRNA RT- (31%) (30%)
PCR
Ni et al. [210] 2019 RA 147 DNA PCR - 7/147 1/7 nein
(4,8%) (14,3%)
Gotz et al. [231] 2016 RA 202 DNAPCR 7/202 12/202 4/12 nein
(3,47%) (5,9%) (33,3%)

Legende Tabelle 15: n=Anzahl, HPV=humanes Papillomavirus, ,HPV+/p16+“= HPV-positive Tumoren zu p16'N<4a.

positive Tumoren, (RT-)PCR= (real time) Polymerasekettenreaktion, ISH = in situ Hybridisierung, ,p16 als SM*“ =

p16'™NK42 3ls Surrogatmarker einer HPV-Infektion nutzbar, k.a. = keine Angabe

Anmerkung Tabelle 15: Vergleichende Auflistung von Studien, die Nachweisraten von HPV in p16™*-positiven

Tumoren untersuchen. Zusammenfassend konstatieren die meisten Studien einen fehlenden Zusammenhang

zwischen HPV-Positivitit und p16'Nk4-positivitit in oralen Plattenepithelkarzinomen. Eine Nutzung von p16™4 als

Surrogatmarker einer HPV-Infektion wird groRtenteils abgelehnt.

4.5. Prognose

4.5.1. Prognose des Gesamtkollektivs

Das hier untersuchte Gesamtkollektiv zeigte ein 5-Jahres-Uberleben von ca. 56%, was den publizierten

Werten anderer Autor:innen entspricht [239, 240]. Die Uberlebensrate hdngt hierbei maRgeblich von

Faktoren wie dem Stadium bei Erstdiagnose und der Lokalisation ab. So zeigte Brandizzi et al.

insbesondere bei Tumoren der Zunge und des Mundbodens eine schlechte Prognose, wobei die insgesamt
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schlechte 5-Jahres-Uberlebensrate von 37% im Gesamtkollektiv aufgrund der fortgeschrittenen Stadien
bei Erstdiagnose zu nennen bleibt [49]. Das Robert Koch-Institut gibt eine absolute 5-Jahres

Uberlebensrate von 55% fiir Frauen und 46% fiir Manner an [241].

4.5.2. Einfluss der relativen p16™*2-pPositivitat auf das Uberleben

Die durchgefiihrte Analyse der p16™*42-positiven Tumoren erbrachte eine nicht signifikante Differenz der
durchschnittlichen Uberlebenszeit von 5,4 Monaten im Vergleich zu den p16'*2-negativen Tumoren. Die
Interpretation lasst in Anbetracht der vergleichsweisen hohen Fallzahlen den Riickschluss eines am
ehesten fehlenden Einflusses vermuten, wenngleich dies ohne addquate Aquivalenztestung nicht
zweifelsfrei angenommen werden kann.

Ein positiver Zusammenhang zwischen der relativen Rate an p16™***-positiven Tumorzellen sowie dem
Uberleben bei oropharyngealen Tumoren wurde hiufig publiziert und gilt mitunter als stirkster
Prognosefaktor [199, 204, 205]. Diese Daten scheinen aber nicht direkt auf das orale
Plattenepithelkarzinom Ubertragbar zu sein.

Zum oralen Plattenepithelkarzinom findet sich ein heterogenes Bild, wobei die meisten Autor:innen einen
fehlenden Zusammenhang zwischen p16™**-Pgositivitdt und Overall Survival postulieren [201, 202, 206].
Gefundene Unterschiede erbrachten keine statistische Signifikanz, was haufig mit einer geringen Fallzahl
begriindet wurde, weshalb sich regelhaft die Empfehlung zu groBeren Fallzahlen finden lasst [201, 204].
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen stiitzen sich auf ein Kollektiv von 339 auf den p16'**-Status
untersuchten Tumoren, was einem Vielfachen der Fallzahlen anderer Autor:innen entspricht. Auch in
diesem groRRen Patient:innenkollektiv lassen sich keine signifikanten Unterschiede finden. Es bleibt darauf
zu verweisen, dass sich in dieser vollumfinglichen Stichprobe lediglich 23 (6,8%) p16™**2-positive
Tumoren finden lassen. Die groRe Diskrepanz zwischen positiven und negativen Tumoren mag zu einer
fehlenden Signifikanz der gefundenen Unterschiede beitragen. In einer noch gréReren Studienpopulation
waren signifikante Unterschiede denkbar. Inwiefern diese dann aber eine tatsachliche klinische,
gesamtsoziologische bzw. gesundheitsokonomische Relevanz besallen, bleibt spekulativ.

Insgesamt erschweren verschiedene Definitionen der p16™*-Positivitit eine vollumfingliche

6'N**2_positiver

Vergleichbarkeit [176]. Die in dieser Arbeit genutzte Definition eines relativen Anteils p1
Tumorzellen von Uber 70% stiitzt sich auf die am haufigsten publizierte Begriffserklarung [176]. Andere
Cut-off Werte werden aber ebenfalls frequent diskutiert [176]. Die daraus folgenden verschiedenen
Definitionen bringen eine zusatzliche Heterogenitdt in die Studienlage. Eine Vereinheitlichung mit
folgender Zusammenfihrung aller verfiigbaren Daten ware wiinschenswert.

Publikationen mit zum Teil kontrdaren Ergebnissen lassen sich vereinzelt finden. Ghantous et al.

beschreiben beispielweise einen positiven Einfluss der p16™K“2-positivitat auf das Overall Survival bei
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oralen Plattenepithelkarzinomen innerhalb einer Population des nordlichen Israels [207]. Bemerkenswert
ist hierbei der hohe Anteil an HPV- bzw. p16™*2-positiven Tumoren von 45% [207]. Im Gegensatz dazu
postulieren Wang et al. einen nicht signifikanten negativen Einfluss der p16™***-Positivitat auf das Overall
Survival [204]. Inwiefern es sich bei diesen Ergebnissen um reproduzierbare bzw. ganzheitlich geltende
Riickschlisse handelt, bleibt in Anbetracht des Umfangs anderer Studien, die einen fehlenden Einfluss
konstatieren, fraglich. Insgesamt bleibt eine potenziell fehlende Vergleichbarkeit aufgrund globaler
Disparitidten und verschiedener kulturell-genetischer Aspekten zu nennen, was eine Ubertragbarkeit von
Daten erschwert.

Im Rahmen der Analyse von Untergruppen zeigte sich ein signifikanter positiver Einfluss einer p16'N%42-
Positivitdat >25% auf das Overall Survival von Patient:innen mit adjuvanter Therapie - ein Zusammenhang,
der fiir das oropharyngeale Karzinom bereits haufig beschrieben wurde [206]. Dies wird vor allem auf eine
erhéhte Radiosensitivitdt bei p16™**2-positiven Tumoren zuriickgefiihrt [242]. In Bezug auf das orale
Plattenepithelkarzinom wurde bereits von Satgunaseelan et al. ein positiver Einfluss der p16'™4-
Positivitat bei adjuvanter Therapie auf das Overall Survival und rezidivfreie Uberleben gezeigt. Manche
Autor:innen empfehlen eine radikale Adjuvanz bei HPV-16 Nachweis in fortgeschrittenen oralen
Karzinomen [214].

Nach der aktuellen S3-Leitlinie des oralen Mundhdhlenkarzinoms soll im Rahmen der Therapie nicht
zwischen HPV-positiven/p16™42-positiven Tumoren und den Nikotin-/Alkoholassoziierten Tumoren
unterschieden werden. Die vorliegenden Daten sollten diese dichotome Aussage zumindest hinterfragen.
Die Implementierung einer Adjuvanz im Falle einer p16™**2-Positivitat sollte nach weiteren, im Idealfall

prospektiven, multizentrischen Studien erneut eruiert werden.

4.5.3. Einfluss der relativen Mib-Positivitat auf das Uberleben

In den kategorisierten Mib-Werten lber das Gesamtkollektiv konnte kein signifikanter Unterschied in
Hinblick auf das Overall Survival oder das rezidivfreie Uberleben ermittelt werden.

Dies widerspricht einem Teil der aktuellen Literatur. So konnte eine Metaanalyse mit 27 inkludierten
Studien einen schlechten prognostischen Einfluss der Mib-Positivitdat im oralen Plattenepithelkarzinom
sowohl auf das Overall Survival als auch das rezidivfreie Uberleben zeigen [64]. Die ermittelten Cut-off
Werte der einzelnen Studien variierten hierbei von 10% bis 65%, wobei sich insbesondere in asiatischen
Populationen hoherer Teilungsraten finden lassen [64]. Der Vergleich zu anderen Tumorentitaten stitzt
den grundsatzlichen und intuitiven Gedankenansatz, dass eine hohe Teilungsrate einen prognostisch
schlechten Einfluss besitzt, wenngleich sich dies in dem hier untersuchten Gesamtkollektiv nicht zeigen

lieR.
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Im Kollektiv der Patient:innen mit einer kategorisierten Teilungsrate vom 0-10% zeigte sich eine
Uberlegenheit der operativen Versorgung ohne anschlieRende Adjuvanz gegeniiber allen anderen
Therapieformen (Operation mit Adjuvanz, primare Radio(chemo)therapie, Chemotherapie).

Bezogen auf den Cut-off von 21% zeigte sich ein positiver Einfluss hoher Teilungsraten bei Patient:innen
unter Radiochemotherapie auf das Overall Survival.

In einem vereinfachten Modell richtet sich die systemische Therapie aufgrund verschiedener molekularer
Ansatze gegen proliferierende Zellen. Eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens von Tumoren mit hohen
Teilungsraten unter einer systemischen Therapie erscheint somit plausibel. Bezogen auf das orale
Plattenepithelkarzinom finden sich einige Studien, die einen signifikant positiven Einfluss hoher
Teilungsraten auf das Ansprechen einer adjuvanten/systemischen Therapie beschreiben, weshalb die
Mib-Expression als moglicher Faktor des Ansprechens einer systemischen Therapie diskutiert wird [64].
Im Gegensatz hierzu scheinen Tumoren mit niedrigen Teilungsraten nicht von einer systemischen
Adjuvanz zu profitieren.

Ein grundsatzlicher Kritikpunkt in der Beurteilung bzw. der Zusammenfiihrung von Studien beziglich des
oralen Plattenepithelkarzinoms sind kleine Kollektive sowie eine Heterogenitat in puncto Ethnie und
Anfarbungsmethodik [64], was allgemeingliltige Aussagen erschwert. Das hier untersuchte umfangliche
Kollektiv unter Nutzung einer einheitlichen Farbungs- und Auswertungsmethode erlaubt die mogliche
Empfehlung zur Implementierung der Mib-Expression als Marker des erwartbaren Therapieerfolges einer

systemischen Therapie bei Patient:innen mit einem oralen Plattenepithelkarzinom.

4.5.4. Einfluss der kombinierten p16™*2- und Mib-Positivitat auf das Uberleben

6'N**2_positiver Tumoren mit einer geringen Teilungsrate (p16+/Mib-) zeigte sich ein

Im Kollektiv pl
signifikant positiver Einfluss auf des Overall Survival im Vergleich zu p16™**2-negativen Tumoren mit einer
geringen Teilungsrate (p16-/Mib-). Auch im Vergleich von p16+/Mib- Tumoren zu p16-positiven Tumoren
mit einer hohen Teilungsrate (p16+/Mib+) fand sich eine Uberlegenheit der Gruppe mit einer niedrigen
Teilungsrate sowohl bezogen auf das Overall Survival als auch auf das rezidivfreie Uberleben.

Eine mogliche Erkldarung dieses Zusammenhangs ergibt sich aus der in Kapitel 1.2.4. ,Einfluss auf die
Malignomentstehung” dargestellten physiologischen Regulationen des Zellzyklus. So fiihrt eine vermehrte
Expression von p16™%? zu einem Zellzyklusarrest und folglich zu niedrigeren Teilungsraten, was sich als
Ausdruck einer wenigstens teilweise erhaltenden Zellzykluskontrolle in einer besseren Prognose der
p16+/Mib- Tumoren ausdricken kénnte [219].

Bei hohen Teilungsraten scheint der Effekt kontrar. Hier zeigt sich eine negative Tendenz bei p16'™N¢42-

positiven Tumoren (p16+/Mib+) auf das Overall Survival ohne statistische Signifikanz. Fihrt man diese
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Analyse bei Cut-off Werten von 25% fiir den relativen Anteil p16'™**®-positiver Tumorzellen durch, wird
der ermittelte Unterschied statistisch signifikant.
Nach der bereits geschilderten Hypothese ware eine hohe Teilungsrate trotz einer vermehrten Expression

von p16INK4a

als Ausdruck einer gestorten Zellzyklusregulation zu werten und kénnte die schlechtere
Prognose der p16+/Mib+ Tumoren somit erkldren. Ein weiterer méglicher Erklarungsansatz kénnte der
HPV-Status sein. In dem untersuchten Kollektiv konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen p16™**2-positiven Tumoren in Hinblick auf den Nachweis von HPV-DNA gezeigt werden, was
dieser These stark widerspricht.

Wenngleich bereits eine Simultanfiarbung von p16'**@ und Ki-67 in einer Publikation von Reuschenbach
et al. im oralen Plattenepithelkarzinom mit einer Tendenz zu einem verbesserten Uberleben p16+/Mib-
Tumoren beschrieben wurde [219], finden sich in der aktuellen Literatur keine statistisch signifikanten
Ergebnisse. Eine Assoziation zu humanen Papillomaviren konnte nicht gezeigt werden [219]. Auch im
Vergleich zu dieser Studie bleibt auf verschiedene Definitionen einer p16™¥*- oder Mib-Positivitat zu
verweisen, die vergleichende Analysen deutlich erschweren. In Bezug auf die Diagnostik von
intraepithelialen Lasionen der Zervix finden sich eine Reihe von Studien, die sich die simultane Expression
von p16™**® und Mib/Ki-67 innerhalb einer Zelle (sogenanntes , Dualstaining“) zunutze machen [216, 217].
So zeigt sich eine verbesserte Fritherkennung des Zervixkarzinoms im Vergleich zu der alleinigen p16'N<42-
Farbung [216, 217].

In einem kleinen Kollektiv von 36 Patient:innen mit oraler submukdser Fibrose konnten Bazarsad et al.
zeigen, dass die kombinierte Bewertung von p16 und Mib einen Pradiktor fiir eine maligne Transformation
darstellt [218]. Die konkrete Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf andere Arbeiten ist bei den individuell
gesetzten Grenzwerten von 5% fiir die p16- bzw. 8% fiir die Mib-Positivitat stark erschwert [218].

Der Fakt, dass sich eine p16™**-Positivitit in Bezug auf die Teilungsrate kontrar auf das Overall Survival
auszuwirken scheint, mag eine Erklarung fir den vorherrschend fehlenden Einfluss einer p16'™<%2-
Positivitat in der Literatur liefern.

Zusammenfassend suggerieren die hier vorliegenden Daten, dass eine p16™**-Positivitit nicht singular,
sondern stets in Relation zur Teilungsrate bewertet werden sollte. Die vorgestellten Ergebnisse sowie
Erklarungsansatze verstehen sich als Hypothesen und bedirfen weiterfiihrender Untersuchungen auch in

Hinblick auf weitere Zellzyklusproteine, um eine definitive Aussage ermoglichen zu kénnen.

4.5.5. Einfluss der kombinierten p16™*-/Mib-Positivitat und der Therapieform
Im Kollektiv der Patient:innen mit einer operativen Versorgung ohne anschlieBende Adjuvanz zeigte sich
eine Unterlegenheit der p16™***-positiven Tumoren mit hoher Teilungsrate (p16+/Mib+) gegeniiber allen

6INK4a

anderen Entititen sowie zusitzlich eine Uberlegenheit der p1 -positiven Tumoren mit niedriger
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Teilungsrate (p16+/Mib-) gegeniiber den p16'™**-negativen Tumoren mit einer hohen Teilungsrate (p16-
/Mib+). Diese Unterschiede scheinen sich bei anschlieRender Adjuvanz oder einer primaren systemischen
Therapie zu egalisieren, was daflirspricht, dass Tumoren mit einer hohen Teilungsrate unabhangig vom
p16'™N*42_Status von einer systemischen Therapie profitieren.

In den vorherigen Kapiteln wurde die prognostische Bedeutung der kombinierten Bewertung des p16'N*4-
und Mib-Status auf das Uberleben erdrtert. Der Zusammenhang zwischen hoher Teilungsrate und
positivem Ansprechen auf eine systemische Therapie ist Gegenstand diverser Studien erortert und gilt
mitunter als starkster Prognosefaktor (s. hierzu auch Kapitel 4.5.3. ,,Einfluss der relativen Mib-Positivitat
auf das Uberleben”). Die kombinierte Betrachtung dieser Aspekte mag eine mogliche Erkldrung fiir die
schlechteren Uberlebensraten bei Tumoren mit hoher Teilungsrate liefern.

Da sich aktuell keine anderen Studien finden lassen, die sich mit diesem Einfluss beschaftigen und
quantitative Erdrterungen aufgrund der Zensierung nicht moglich sind, bleibt auf die Notwendigkeit

weiterer Untersuchungen zu verweisen.

4.5.6. Einfluss des HPV-Status bei p16™**-positiven Tumoren

In Kapitel 4.4. ,Assoziation von p16™*-Positivitit und HPV-DNA-Nachweis” wurde bereits der
unzureichende Nutzen der p16™**®-Firbung als Surrogatmarker fiir eine HPV-Infektion im oralen
Plattenepithelkarzinom diskutiert. Diese Tatsache legt nahe, dass es sich bei p16™**?-positiven und HPV-
positiven Tumoren prinzipiell um zwei differente Tumorentitaten handelt, die sich lediglich in einer
geringen Schnittmenge vereinen. Aus diesem Grund erfolgte eine weitere Untersuchung der Prognose
unterteilt nach p16™**-positiven/HPV-positiven Tumoren (p16+/HPV+) sowie p16™***-positiven/HPV-
negativen Tumoren (p16+/HPV-). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Overall Survival oder
rezidivfreien Uberleben, wenngleich bessere Tendenzen im Kollektiv der p16+/HPV- Tumoren ersichtlich
sind.

Fir die Gesamtheit von Kopf-Hals-Tumoren gilt ein positiver prognostischer Einfluss des humanen
Papillomavirus als erwiesen [199, 200]. Insbesondere in oropharyngealen Tumoren zeigt sich ein
verbessertes Uberleben bei HPV-Infektion [199], wenngleich diese Ergebnisse scheinbar nicht auf das
orale Plattenepithelkarzinom Ubertragbar sind.

Ein GroRteil an Studien postuliert einen fehlenden Einfluss einer HPV-Infektion auf die Prognose des
oralen Plattenepithelkarzinom [203, 209, 211]. Exemplarisch zeigten Blahak et al. in einem Kollektiv von
78 Patient:innen mit einem oralen Plattenepithelkarzinom einen fehlenden Einfluss des Nachweises von
HPV-DNA auf das Overall Survival und die Time to Progression [201]. In einem groReren Kollektiv von 153
Patient:innen unterstiitzen Palve et al. den am ehesten fehlenden Einfluss einer HPV-Infektion auf das

Gesamtliberleben [202].
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Dem gegeniiber stehen vereinzelte Studien, die eine Beeinflussung des Uberlebens in Abhingigkeit des
HPV-Status zeigen. Duray et al. postulieren in einem Kollektiv von 147 Patient:innen einen prognostisch
negativen Einfluss bei Nachweis von high-risk HPV-Subtypen [212]. In der Bewertung dieser Studie fallt
eine enorm hohe Prédvalenz von HPV-positiven Tumoren auf (46% high-risk, 24% low-risk) [212]. Diese
Ergebnisse werden in einer Publikation von Lee et al. gestiitzt. Hier fand sich eine schlechtere Prognose
(Gesamtiiberleben, rezidivfreies Uberleben) der HPV-positiven Tumoren bei zusitzlich erhéhtem
Metastasierungsrisiko [214]. Aufgrund des Kollektivs mit lediglich lokal fortgeschrittenen Tumoren (UICC
[11/1V) und einer hohen Préivalenz von HPV (22%) ist eine Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse erschwert.
Eine Studie von Elango et al. konnte hingegen einen positiven Einfluss einer HPV-Infektion auf das
Zungenkarzinom (n=60) zeigen [213]. Es fanden sich besser differenzierte Tumoren in der Gruppe mit
einer HPV-Infektion sowie eine geringere Rezidivrate [213]. Auch in dieser Studie ist eine hohe Pravalenz
HPV-positiver Tumoren von 48% zu konstatieren.

Insgesamt zahlt die Bewertung der Rolle einer HPV-Infektion im oralen Plattenepithelkarzinom zu einem
der kontrovers diskutierten Themen, wenngleich die meisten Autor:innen einen fehlenden Einfluss
postulieren.  Aufgrund enormer globaler Disparititen und den mitunter heterogenen

Patient:innenkollektiven ist eine zusammenfiihrende Beurteilung stark erschwert.

4.5.7. Einfluss des kombinierten HPV/p16™*2- und Mib-Status auf das Uberleben

Zur besseren Ubersichtlichkeit wird im Folgenden lediglich von einer HPV-Positivitit (HPV+) gesprochen,
wenngleich lediglich die p16™*2-positiven Tumoren auf das Vorhandensein von HPV-DNA untersucht
wurden.

In dem untersuchten Kollektiv zeigten sich deutliche Unterschiede in der durchschnittlichen
Uberlebenszeit ohne statistische Signifikanz, wobei insbesondere die HPV-positiven Tumoren mit einer
hohen Teilungsrate (HPV+/Mib+) die kompromittierteste Prognose (ca. 23,1 Monate) zeigten und die
HPV-positiven Tumoren mit einer niedrigen Teilungsrate (HPV+/Mib-) die ldngste durchschnittliche
Uberlebenszeit (ca. 96,6 Monate) aufwiesen. Es fillt auf, dass die Subgruppen mit niedrigen Teilungsraten
unabhangig vom HPV-Status eine bessere Prognose aufweisen als die Subgruppen mit einer hohen
Teilungsrate. Der Einfluss des kategorisierten Mib-Status zeigte in der Cox-Regression einen deutlich
hoheren Einfluss als der HPV-Status ohne statistische Signifikanz. In Zusammenschau liegt die Vermutung
nahe, dass der HPV-Status in Bezug auf die Prognose von einer untergeordneten Rolle ist.

Eine kombinierte Bewertung des HPV-Status und Mib-Status wurde bereits in der Literatur beschrieben.
In einer Studie von Wensveen et al. konnte mittels kombinierter Testung von HPV und Mib gezeigt
werden, dass hohe Teilungsraten bei Patientinnen mit HPV-positiven Zervixlasionen ein Pradiktor fir das

Vorhandensein einer intraepithelialen zervikalen Lasion sind [243]. Im Umkehrschluss scheinen niedrige
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Teilungsraten (<35%) gegen hohergradige Verdanderungen zu sprechen [243]. Eine Analyse der
Uberlebenszeit wurde hier nicht durchgefiihrt. Dennoch sprechen die Ergebnisse fiir die Notwendigkeit

einer kombinierten Bewertung von HPV- und Mib-Status.

4.6. Starken und Limitationen

Die hier vorliegenden Daten stiitzen sich auf ein umfangreiches Kollektiv, das sich insbesondere im
Vergleich zu anderen Studien beziglich des oralen Plattenepithelkarzinoms auszeichnet. Der haufig
publizierten Limitation von zu geringen Fallzahlen wurde somit entgegengewirkt, was fundierte Aussagen
ermoglicht. In Bezug auf die Lokalisation wurde akribisch zwischen oralen und oropharyngealen Tumoren
diskriminiert.

Es erfolgte die dezidierte Auswertung einer Vielzahl von Primartumoren in Bezug auf die p16- und die
korrespondierende Mib-Positivitdt, was einen direkten Riickschluss auf die Korrelation beider Parameter
bezogen auf ein Praparat erlaubt. Gleiches gilt flir den Nachweis einer HPV-Assoziation.

In diesem vollumfianglichen Kollektiv zeigte sich eine geringe Rate an p16'***-positiven Tumoren, was sich
zwar mit der aktuellen Literatur deckt, eine statistische Auswertung in Anbetracht der Asymmetrie und
der geringen Anzahl erschwert.

Prognosestudien bergen aufgrund vieler Testungen das Risiko falsch signifikanter Ergebnisse, was
mitunter als ,,Problem des multiplen Testens” beschrieben wird. Diesem lasst sich anhand verschiedener
Moglichkeiten begegnen, was das Grundproblem aber nur bedingt beeinflussen kann. Da auf die
Festlegung eines globalen Signifikanzniveaus verzichtet wurde, verstehen sich die hier vorliegenden
Ergebnisse als Tendenzen, die es mittels prospektiver Studien zu belegen gilt.

Eine Untersuchung auf HPV-DNA erfolgte lediglich im Kollektiv der p16™**-positiven Tumoren, was
Riickschlisse auf den positiv pradiktiven Wert erlaubt, eine Berechnung anderer Giitekriterien
diagnostischer Tests (Sensitivitat, Spezifitat, negativ pradiktiver Wert) aber nicht zul3sst.

Anders als fur eine p16'**@-Positivitit gibt es keinen allgemeingiltigen Grenzwert fiir eine Mib-Positivitat,
der zwischen hohen oder geringen Teilungsraten differenziert. Dies zeigt sich in dem heterogenen Bild
publizierter Studien. Somit ist eine Vergleichbarkeit der hier vorliegenden Daten technisch nur deskriptiv
moglich. Eine mathematische Herleitung anhand dieses einen Kollektiv verbietet sich, weshalb hier
gesetzte Grenzwerte mit Hilfe weiterfihrender Studien verifiziert werden sollten. Eine deskriptive
Grundaussage wird aber dennoch erméglicht.

Der Einfluss verschiedener Ethnien auf das biologische Verhalten von oralen Plattenepithelkarzinomen ist
in der Literatur weithin publiziert. Wenngleich von einer vorwiegend kaukasischen/mitteleuropaischen
Ethnie auszugehen ist, kann diese nicht per se fiir alle Patient:innen vorausgesetzt werden. Somit ist eine

Vergleichbarkeit bzw. Ubertragbarkeit zu anderen publizierten globalen Daten nur bedingt méoglich.
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Weiterhin wurde aufgrund des Einschlusszeitraums eine Einteilung nach der 7. Edition der TNM-
Klassifikation gewahlt. Eine Re-Klassifizierung ist retrospektiv nicht abschliefend moglich.

Aufgrund der Anzahl an inkludierten Tumoren erfolgte die Aufarbeitung der histologischen Praparate
mittels Tissue-Micro-Arrays. Diese Methodik ist weit verbreitet, birgt aber das Risiko einer
Fehleinschatzung bei Rickschllissen auf den gesamten Tumor. Diesem Problem wurde mittels mehrerer
Praparate ausladender Tumoren begegnet. Auch wenn dieses Vorgehen Disparititen in Tumoren
mathematisch nivellieren kann, bleibt das Risiko einer moglichen Fehleinschatzung bestehen. Eine
Aufarbeitung der gesamten Tumoren ware wiinschenswert, ist aber u.a. aufgrund rechtlicher

Bestimmungen nicht allumfanglich méglich.

5.Zusammenfassung

Zielstellung dieser Arbeit war die Bestimmung des Anteils p16'"**2-positiver Tumoren sowie die
Untersuchung des Einflusses einer p16'**2-Positivitat auf klinische Parameter des oralen
Plattenepithelkarzinoms. Weiterhin wurden der Einfluss des Mib-Status (Teilungsrate) sowie die
Kombination aus Teilungsrate und p16™**2-Positivitat erortert. Als Nebenfragestellung untersuchte diese
Arbeit den Anteil HPV-positiver Tumoren im Kollektiv der p16™**?-positiven Tumoren.

6'"NK4_ noch der Mib-Status einen

In dem hier untersuchten Kollektiv zeigten weder der singuldre p1l
Einfluss auf die Prognose des Gesamtkollektivs (Overall Survival bzw. rezidivfreies Uberleben), wenngleich
grundlegende tumorbiologische Eigenschaften signifikante Unterschiede aufwiesen. So zeigte sich ein
signifikanter Einfluss der p16'"™*2- wie auch Mib-Positivitat beziglich des Gradings.

In der univariaten Subgruppenanalyse schienen Patient:innen mit p16™*2-positiven Tumoren (Cut-off
25%) von einer Adjuvanz zu profitieren, wenngleich dieser Sachverhalt weiterer Untersuchungen bedarf,
um daraus therapierelevante Schlussfolgerungen zu ziehen.

Bezliglich des Mib-Status zeigte sich in der univariaten Analyse ein verbessertes Gesamtiiberleben von
Patient:innen unter Radio(chemo)therapie mit einem relativen Anteil Mib positiver Tumorzellen von tber
21%, wahrend Patient:innen mit einer kategorisierten Mib-Positivitdit von 0-10% von einer Operation
ohne anschliefende Adjuvanz profitierten. In Anbetracht der Heterogenitdt an publizierten Grenzwerten
versteht sich dieser Sachverhalt als Tendenz.

Die Zusammenschau von p16™%4-Status und Mib-Positivitit zeigte eine bessere Prognhose von p16+/Mib-
gegenliber allen anderen Tumoren, was als Ausdruck einer wenigstens teilweise erhaltenen
Zellzyklusregulation interpretiert werden konnte. Diese kombinierte Bewertung findet sich in aktuellen
Publikationen noch nicht und kénnte eine Erklarung fiir die differente Beurteilung des singularen p16'N<42-

Status in der Literatur liefern.
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Weitere Untersuchungen, insbesondere in Patient:innenkollektiven mit einer hohen Pravalenz pl

G/NKda_

positiver Tumoren sollten zur weiteren Einordnung dieses Sachverhaltes und mdéglichen therapeutischen

Konsequenzen durchgefiihrt werden.
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Name, Vorname: Richter, Maximilian Charitéplatz 1 | 10117 Beriin
Besucheranschrift:

Emailadresse: maximilian.richter@charite.de Reinhardtstr. 58 | 10117 Berlin

. o
Matrikelnummer: 218502 Tel. +49 (0)30 450 562171
" . frank.konietschke@charite.de
Promotionsbetreuerin: PD Dr. Dr. Raguse https-//biometrie.charite.de/ l

Promotionsinstitution / Klinik: Klinik fir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie

Bescheinigung

Hiermit bescheinige ich, dass Herr Maximilian Richter innerhalb der Service Unit Biometrie des Instituts
fur Biometrie und klinische Epidemiologie (iBikE) bei mir eine statistische Beratung zu einem
Promotionsvorhaben wahrgenommen hat. Folgende Beratungstermine wurden wahrgenommen:

e Termin 1: 29.03.2019

e Termin 2:9.01.2020
Folgende wesentliche Ratschlage hinsichtlich einer sinnvollen Auswertung und Interpretation der
Daten wurden wahrend der Beratung erteilt:

e  Methoden der deskriptiven Statistik

e Auswertung des rezidivfreien und des Gesamtiiberlebens mit Kaplan-Meier Kurven

e Chi-Quadrat-Test fiir Kreuztabellen
Diese Bescheinigung garantiert nicht die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten
Vorschlage, die korrekte Durchfiihrung der empfohlenen statistischen Verfahren und die richtige
Darstellung und Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfiir obliegt allein dem
Promovierenden. Das Institut fiir Biometrie und klinische Epidemiologie tGbernimmt hierfiir keine

Haftung.

Datum: 6.07.2023 Name des Beraters: Dr. Konrad Neumann

@U.;z:*{

NIVEDS SME
UNIVERSILA

Wnchitut

Unterschrift Beraterln, Institutsstempel



