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1  Einleitung / Ziel der Arbeit

Oropharynx-Karzinome zeigen wunter den Kopf-Hals-Tumoren eine hohe
Mortalitatsrate (1). Dabei scheint die Atiologie der Erkrankung bedeutsam zu sein. In
einigen Studien korrelierte eine mit High Risk Typen humaner Papillomaviren (HPV)
assoziierte Kanzerogenese (2) mit einem besseren Uberleben der Patienten im
Vergleich zu Patienten mit Oropharynx-Karzinomen anderer Genese. Dieser Befund
hat auch zur Berlicksichtigung des immunhistochemisch ermittelten p16 NK4a -
Expressionsstatus (p16 'Nk4a-Status) bei Oropharynx-Karzinomen in der 8. Auflage der
TNM-Klassifikation 2017 (3) (4) geflihrt. Der positive p16'Nk4a-Status wird darin als
Surrogatmarker fur eine HPV-Beteiligung beim Staging eines Oropharynx-Karzinoms
verwendet. Welche speziellen Charakteristika des Krankheitsverlaufes das bessere
Uberleben ausmachen und ob diese mit in der Diagnostik nachweisbaren Markern
assoziiert sind, ist bislang weniger gut untersucht. Da sie jedoch Implikationen flr die
Therapie sowie auch fur die Nachbeobachtung nach einem Oropharynx-Karzinom
haben, sind sie von groBer Bedeutung.

Das Zellzypklusprotein p16'NK4a das u. a. als Retinoblastoma protein1 (RB1)-
abhangiger (5) Tumorsuppressor bekannt ist und Zellen bei anhaltenden onkogenen
Bedingungen oder der dauerhaften Anwesenheit von Zellstressoren in den Zustand
des irreversiblen Zellzyklusarrests (Seneszenz) bringt (6, 7), wird in HPV-assoziierten
Tumoren charakteristischerweise stark exprimiert (8) und ist mittels Immunhistochemie
nachweisbar. Diese Methode ist in der klinischen Routine gangig, wenn auch Kritik
insbesondere aufgrund ihrer Spezifitdt an ihr gelibt wird. Die alleinige p16/NK4a-
Immunhistochemie zur Ermittlung des HPV-Status kann dazu fihren, dass Patienten
falsch als HPV-positiv klassifiziert werden (s. Kap. 2.4) (9) (10).

Neben der p16 'NK4a-Expression hat Holzinger (11) auch die Zellzyklusproteine RB1,
p53 und Cyclin-D1 mittels Immunhistochemie an Formalin-fixiertem und Paraffin-
eingebettetem (FFPE) Tumormaterial als Surrogatmarker fir die HPV-Beteiligung
gepruft, indem sie die Expressionsmuster dieser Proteine in Bezug auf den
molekularpathologisch an frisch gefrorenem Tumormaterial ermittelten HPV-Status
auswertete (s. Kap. 2.4). Diese Proteine sind im Zusammenhang mit einer HPV-
assoziierten Kanzerogenese interessant, weil RB1 und p53 Ziele der viralen Proteine

sind (12) (13) und Cyclin-D1 RB1-ahangig exprimiert wird (s. Kap. 2.3) (14). Holzinger
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hat typische Expressionsmuster fiir p16'N%4a RB1, p53 und Cyclin-D1 in HPV-positiven
versus HPV-negativen Oropharynx-Karzinomen beschrieben. In HPV-positiven
Tumoren fand sie mehrheitlich p16'NK4a stark, RB1 schwach und p53 sowie Cyclin-D1
normal oder schwach exprimiert. In HPV-negativen Tumoren war p16 'NK4a trotz
Signalverstarkung nicht nachweisbar, RB1 normal (d. h. stark) sowie p53 und Cyclin-

D1 jeweils stark exprimiert im Sinne einer Uberexpression (11).

Fragestellungen

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine retrospektive Analyse von
Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx, die in den Jahren 2008 bis 2013 an der
Universitdtsmedizin Mainz erstmalig diagnostiziert wurden. Es werden FFPE-
Gewebeproben aus Primartumoren und — sofern vorliegend — aus korrespondierenden
Progressen, d. h. im Zusammenhang mit dem Oropharynx-Karzinom aufgetretene
loko-regionare Rezidive, Fernmetastasen und Zweittumore, immunhistochemisch
gefarbt und in Bezug auf den Expressionsstatus von p16'Nk4a RB1, p53 und Cyclin-D1
ausgewertet. Die Ergebnisse aus den immunhistochemischen Farbungen werden
anschlieBend explorativn. mit den klinischen Patientendaten aus dem

Krankenhausinformationssystem (KIS) und den Patientenakten korreliert.

Assoziation der Expression von p16'NK4a RB1, p53 und Cyclin-D1 mit dem

Krankheitsverlauf

Die vorliegende Studie beschéftigt sich mit der Frage, ob es Assoziationen zwischen
den Expressionsmustern der Zellzyklusproteine p16'N%4a RB1, p53 und Cyclin-D1 und
verschiedenen Parametern des Krankheitsverlaufes gibt. Diese sind neben den
Tumoreigenschaften insbesondere das Entstehen von loko-regionaren Rezidiven,
Fernmetastasen und Zweittumoren sowie die Gesamtiberlebenszeit, die Zeit bis zum
ersten Progress, definiert als loko-regiondres Rezidiv, Fernmetastasen oder
Zweittumor, und die Uberlebenszeit nach erfolgtem Progress. In den
Uberlebenszeitanalysen werden auBerdem im Rahmen multivariater Cox-
Regressionen Effekte von Expressionsmustern auf die jeweiligen Uberlebenszeiten
getestet. Dieses ist relevant, weil sich hieraus Implikationen fiir die Nachsorge ergeben

kdnnten.



Assoziation der Expression von p16'NK4%a RB1, p53 und Cyclin-D1 mit dem HPV-
Status

Darlber hinaus wird untersucht, ob sich die Assoziationen der von Holzinger (11)
beschriebenen Expressionsmuster mit dem HPV-Status in der vorliegenden
Stichprobe bestéatigen. Als Surrogatmarker fir den HPV-Status wird dabei, der
klinischen Routine folgend, die p16/NK4a-Expression (270% nukledr und
zytoplasmatisch immunreaktive Zellen) verwendet (15).

Konsistenz der Expressionsmuster zwischen Primartumoren und Progressen

In Bezug auf die p16 N4 _Uberexpression in HPV-assoziierten Tumoren haben
Mehrad et al. (16) in ihrer Studie festgestellt, dass sich die p16™4a -Uberexpression in
den Fernmetastasen der Patienten gleichermafen darstellt wie in ihrem Primarius (s.
Kap. 2.4). Die vorliegende Studie stellt daher die Frage, ob in den HPV-assoziierten
Tumoren die Expressionsmuster der Zellzyklusproteine p16/NK4a RB1, p53 und Cyclin-
D1 in den Progressen der Patienten konsistenter sind als in den Noxen-assoziierten
Oropharynx-Karzinomen. Dieses kénnte in Cancer of Unknown Primary (CUP)-
Syndromen und zur Differenzierung zwischen Fernmetastase und Zweittumor
diagnostische Bedeutung haben, wenn ihre Expressionsmuster in den Progressen
(definiert als loko-regionare Rezidive, Fernmetastasen, Zweittumoren) denen des
Primarius gleichen. Darlber hinaus liegen flr die vorliegende Studie in einigen Fallen
nur Proben aus Progressen der Patienten anstatt aus inrem Primarius vor, so dass es
sich hierbei auch um einen Vorversuch handelt, mithilfe dessen bestimmt wird, ob die
vormals genannten Fragestellungen anhand der Proben aus Progressen Uberhaupt

untersucht werden kénnen.



2 Literaturdiskussion

2.1 Plattenepithelkarzinome des Oropharynx (OPSCC)
Begriffsbhestimmung und Epidemiologie

Bei OPSCC handelt sich um Karzinome des Mundrachens. Dieser reicht vom
Zungengrund (C01) und den Vallecula (C10.0) dber die Tonsillen (C09.9), die Fossa
tonsillaris (C09.0), den Gaumenbdgen (C09.1), die Glossotonsillarfurche (C09.1) und
die Rachenhinterwand (C10.3) bis zum weichen Gaumen (C05.1) und zur Uvula
(C05.2) (4). In der vorliegenden Studie werden ausschlieBlich OPSCC untersucht.

Karzinome mit Adenodifferenzierung sind ausgeschlossen.

Der Anteil der Oropharynx-Karzinome an der gesamten Karzinominzidenz, d. h. auch
an denen auBerhalb der Kopf-Hals-Region, betrug 2018 nach GLOBOCAN-
Schéatzungen der International Agency for Research on Cancer (IARC) weltweit 0,5%
(17). GleichermafBen hoch waren die Sterberaten (17). lhr Anteil an den Malignomen
unabhangig von der Kopf-Hals-Region ist daher vergleichsweise gering. Im
GLOBOCAN-Report von 2012 ist das OPSCC nicht explizit genannt (18).

Nach Daten des Zentrums fir Krebsregisterdaten des Robert Koch-Institutes (1) waren
fir das Jahr 2014 in der Bundesrepublik Deutschland bei Mannern von 12.660 Kopf-
Hals-Tumoren 3632 Oropharynx-Karzinome. Bei den Frauen betrug der OPSCC-Anteil
1202 von 4560 Kopf-Hals-Tumoren. Damit war das OPSCC bei den Mannern das
haufigste diagnostizierte Malignom des Kopf-Hals-Bereiches und bei Frauen das
zweithaufigste  hinter Mundhdhlen- und Lippenkarzinomen. Das mittlere
Erkrankungsalter lag bei beiden Geschlechtern bei 62 Jahren. Die Sterbefalle waren
fir das OPSCC bei beiden Geschlechtern am héchsten im Vergleich zu den anderen
Kopf-Hals-Malignomen (1). Insbesondere bei den Frauen zeigt sich die Inzidenz des
OPSCCs seit 1999 steigend (1). In dieser Studie wurden allerdings Karzinome des
harten Gaumens zu den OPSCCs gezahlt, was der oben genannten Definition

widerspricht.

Humane Papillomaviren haben in der Vergangenheit zunehmend Bedeutung in der
Entstehung von OPSCC gewonnen, wie in verschiedenen Pravalenzstudien gezeigt
werden konnte (19). Eine deutsche Studie von Wuerdemann et al., die 599
Oropharynx-Karzinome wéahrend des Zeitraumes 2000-2015 untersuchte, zeigte eine
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HPV-Pravalenz von 25% mit insbesondere seit 2008 steigender Tendenz (20).
Mehanna et al. zeigten in einer Meta-Analyse einen Anstieg der HPV-Pravalenz in
OPSCC fir Nordamerika und Europa. Dabei ist die Pravalenz insgesamt von 40,5%
vor dem Jahr 2000 auf 72,2% im Zeitraum 2005-2009 gestiegen(21). Da die Standige
Impfkommission (STIKO) seit 2007 die HPV-Vakzinierung fir Madchen und seit 2018
auch fir Jungen jeweils im Alter zwischen 9 und 14 Jahren empfiehlt (22), ist zu
erwarten, dass der Anteil HPV-induzierter Malignome einschlieBlich HPV-induzierter
OPSCC zurlckgehen wird. Bis dahin gilt es jedoch mit den bislang steigenden Zahlen
und der im Vergleich héheren Mortalitdt umzugehen.

2.2 Atiologie von OPSCC

Bei der Atiologie von OPSCC werden Noxen- vs. HPV-assoziierte Karzinome
unterschieden. Westra et al. (23) haben in einer prospektiven multizentrischen Studie
an 89 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (HNSCC) den
HPV Typ 16-Status mittels In situ Hybridisierung (ISH) erhoben und anschlieBend die
Tumoren mit positivem HPV-Status auf das Vorhandensein und die Art von Mutationen
im p53-Gen untersucht. Der HPV-Status korrelierte dabei invers mit dem Vorliegen
disruptiver p53-Mutationen, die als ,Stopp-Mutationen, Frameshift-Mutationen und
nicht-konservative  Mutationen“ in der L2/L3-Desoxyribonukleinsdure-(DNA)-
Bindedomane' definiert waren (23). Sie verhindern die Bindung von p53 an die DNA
und fOhren zur malignen Transformation von Zellen, ohne weiterer Ereignisse zu
bedirfen. Diese Arten von Mutationen wurden ausschlieBlich in HPV-negativen
Tumoren gefunden, die nach Gillison et al. eher Noxen-assoziiert sind (24). Nach
Westra et al. zeigten sich auch in den 12 von 89 Tumoren, die in der ISH positiv fir
HPV Typ 16 waren, p53-Mutationen. Diese waren jedoch alle nicht disruptiv, was daftr
spricht, dass weitere inaktivierende Ereignisse in diesen Tumoren eine wichtige Rolle
spielen, wie das Vorhandensein von HPV 16 und seiner p53- und Retinoblastom-
Protein-(RB)-1-inaktivierenden Early Proteine E6 und E7 (23, 25).

! Westra WH, Taube JM, Poeta ML, Begum S, Sidransky D, Koch WM. Inverse relationship between

human papillomavirus-16 infection and disruptive p53 gene mutations in squamous cell carcinoma of
the head and neck. Clinical Cancer Research. 2008; 14(2): 366-9. S. 369.
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In Bezug auf die flir das OPSCC wichtigsten Risikofaktoren fanden Gillison et al. (24)
in einer Fall-Kontroll-Studie eine Assoziation zwischen HPV-positiven Kopf-Hals-
Tumoren (HNSCC) und dem Sexualverhalten, wobei die Assoziation starker wurde mit
zunehmender Zahl an oral-genitalen Partnern. Eine weitere Assoziation bestand
zwischen HPV-positiven HNSCC und Marihuana-Konsum. Fir HPV-negative HNSCC
konnten sie keine Assoziation mit dem Sexualverhalten feststellen, allerdings fanden
sie eine Assoziation mit dem Tabak- und Alkoholkonsum, wobei auch hier die
Assoziation mit zunehmender Dauer und Intensitat des Konsums starker wurde. Eine
weitere Assoziation fir HPV-negative HNSCC bestand mit einer schlechten

Mundhygiene gemessen am Zahnverlust (24).

Die Genom-Analysen des Projektes ,The Cancer Genome Atlas Network" zeigen flr
Nikotin-assoziierte Kopf-Hals-Tumoren unter anderem Loss-of-function-Mutationen im
p53-Gen sowie eine Inaktivierung des Cyclin-dependend kinase inhibitor 2A
(CDKN2A, p16'NK4a)-Gens und Amplifikationen von 3926/28 und 11g13/22. In HPV-
assoziierten  Kopf-Hals-Tumoren  dominieren  Mutationen des  Onkogens
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha (PKI3CA),
Amplifikationen des Gens fir den Transkripitionsfaktor E2F1 sowie der Verlust des
Tumornekrosefaktor-Rezeptor assoziierter Faktor 3-(TRAF3)-Gens (26).

2.3 Kanzerogenese durch humane Papillomaviren

Bei Humanen Papillomaviren (HPV) handelt es sich um unbehillite DNA-Viren. Nach
der Papillomavirus-Genom-Datenbank des NIAID/NIH (27) (28) sind 225 Typen
bekannt, von denen der Grof3teil, insbesondere die Typen der Gruppen Beta und
Gamma, beim Immunkompetenten keine klinisch apparenten Infektionen verursachen
(29-33). Aufgrund ihrer DNA-Sequenz unterscheidet man finf Gruppen (Alpha-, Beta-
, Gamma-, Nu-, Mu-Papillomavirus) (34). Klinisch relevant sind einerseits die Low
Risk-Typen (unter anderem Typ 6 und Typ 11), die benigne Lasionen verursachen,
wie bspw. Hautwarzen (35), genitale Kondylome (36, 37) oder Papillomatosen des
Respirationstraktes (38), und andererseits jene HPV-Typen, die aufgrund struktureller
Besonderheiten insbesondere ihrer Proteine E6 und E7 direkt kanzerogen wirken
(High Risk Typen, bspw. Typ 16 und 18) (39-42). Eine Metaanalyse der IARC zeigt
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neben den Typen 6 und 11 folgende HPV-Typen pravalent in Cervix-Karzinomen: 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 und 82 (43). Neben
Cervix- (44) und Oropharynx-Karzinomen (45) sind High Risk HPV-Typen auBerdem
unter anderem mit Anal- (46) und Penis-Karzinomen (47) assoziiert (48).

Humane Papillomaviren infizieren die Stammzellen der Basalschicht von Epithelien
nach Mikrolasionen oder an Pradilektionsstellen (z. B. lymphoepitheliales Gewebe der
Tonsilla palatina oder des Waldeyerschen Rachenrings) (25). Wahrend Low Risk HPV-
Typen zur Replikation sich eigenstandig differenzierende Zellen (z. B. bei der
Wundheilung) bendtigen, kénnen High Risk HPV-Typen den Zellzyklus selbst
antreiben. Dieser wichtige Unterschied kommt zustande, weil sich die Proteine E6 und
E7 der High Risk Typen unter anderem in ihren Bindungseigenschaften von denen der
Low Risk Typen unterscheiden.

Den Early Proteins E6 und E7 (E6, E7) kommt die entscheidendste Rolle in der
Kanzerogenese zu. Das E7 der High Risk Typen bindet RB1, p107 und pRB2/p130
(12, 39, 49-51). Physiologischer Weise binden diese an die Transkriptionsfaktoren
E2F, die zur Expression zahlreicher u.a. S-Phase Gene fluhren, und inhibieren diese
(49, 52-54). Bindet E7 RB1, p107 und pRB2/p130 werden E2F-Transkriptionsfaktoren
frei und die Zelle wird aus der G1-Phase in die S-Phase Uberfuhrt. P16NK4a wirkt
upstream von RB1 als Tumorsuppressor, indem es die Cyclin abhangigen Kinasen 4
und 6 (CdK 4/6) durch ihre Bindung inhibiert. Sind CdK 4 und 6 frei, bilden sie einen
Komplex mit Cyclin-D1, das ab der frihen G1-Phase exprimiert wird (55, 56). Dieser
Komplex wiederum phosphoryliert RB1 (bzw. p107 und pRB2/p130), das in der Folge
von E2F dissoziiert. P16'Nk4a pbraucht demzufolge ein funktionales RB1, um als
Tumorsuppressor wirken zu kénnen (5). Aufgrund der Bindung von RB1 durch E7 wird
auch Cyclin-D1 vermindert exprimiert. In Zellkulturexperimenten zeigte sich eine
Abhangigkeit von Cyclin-D1 Expression von einem funktionsfahigen RB1 (14). E6 fuhrt
durch Bindung von p53 zu dessen proteasomalen Degradierung (13, 57, 58). P53 hat
physiologischerweise die Aufgabe als Transkriptionsfaktor den Zellzyklus nach
Replikation zur Reparation von Replikationsfehlern oder DNA-Schaden zu stoppen
(Zellzyklusarrest) bzw. die Transkription von pro-apoptotischen Genen einzuleiten (49,
59). Durch Degradierung von p53 inhibiert E6 daher den Zellzyklusarrest und die
Apoptose. Anhand von Zellkulturexperimenten an immortalisierten Keratinozyten
konnten Smeets et al. die kanzerogenen Effekte der viralen Proteine E6 und E7 zeigen.
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E6 verlangerte dabei die Lebensspanne der Zellen vergleichbar mit p53-Knockdown-
oder disruptiven p53-Mutationen, wahrend E7 alleine keinen Effekt auf die
Lebensspanne der Zellen zeigte, sondern nur in Verbindung mit E6, oder aber anderen

p53-inaktivierenden Ereignissen (60).

Dartber hinaus haben E6 und E7 scheinbar weitere kanzerogene Effekte. So kann
insbesondere E6 auf vielféltige Weise die Aktivitat der Telomerase induzieren (58, 61).
AuBerdem gibt es Hinweise darauf, dass E6 und E7 mit der Immuninteraktion
interferieren (58, 62).

2.4 Zellzyklusproteine als Surrogatmarker fiir den HPV-Nachweis

In ihrer Dissertation hat Holzinger (11) Marker untersucht, die eine aktive HPV-
Beteiligung bei OPSCC am sensitivsten in frisch gefrorenem Material und in Formalin-
fixiertem und in Paraffin eingebettetem (FFPE) Gewebe nachweisen kénnen. Fir den
viralen Nachweis an frisch gefrorenem Tumormaterial hat sie die HPV-DNA, E6*I- und
E6*Il-messenger-Ribonukleinsdaure(mRNA), sowie die in Cervix-Karzinomen
nachgewiesenen RNA-Muster analysiert. In FFPE-Material hat sie die Expression der
Proteine p16'Nk42 RB1, Cyclin-D1 und p53 als zellulare, d. h. indirekte Marker mittels
Immunhistochemie untersucht. Als sensitivster Marker von allen stellte sich das virale
RNA-Muster zum HPV-Nachweis heraus. Mit diesem hatte die Kombination aus hoher
p16'NK4a_ pej niedriger RB1-Expression im FFPE-Material die starkste Assoziation und
zeigte mit einer Sensitivitdt von 79% und einer Spezifitdt von 94% auch die héchsten
pradiktiven Werte (11). Sie schlussfolgerte daraus, dass fur FFPE-Tumoren die
Expression von p16'Nk4a uynd RB1 in Verbindung mit dem HPV-DNA Nachweis besser
zur Ermittlung des HPV-Status geeignet seien als der alleinige p16/NK4a-
Expressionsstatus. P16'Nk4a war in ihrer Studie auch bei 17% der HPV-DNA und HPV-
RNA negativen Tumoren Uberexprimiert. 20% der Tumoren mit aktiver HPV-

Beteiligung tUberexprimierten p16'NK4a guBerdem nicht (11).

Plath et al. (63) griffen die von Holzinger geprufte Proteinkombination in Verbindung
mit dem HPV-DNA-Nachweis auf und untersuchten diese ebenfalls als Surrogatmarker
fir eine HPV-Beteiligung. Dabei fanden sie allein fiir p16N%4a die hochste
diagnostische Odds Ratio, in Bezug auf die HPV-DNA-Positivitat. Auch die
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Kombination aus p16'NK4a hoch/RB1 niedrig, die in Holzingers Studie in Verbindung mit
HPV-DNA am sensitivsten fir den HPV-Nachweis war, konnte in der Studie von Plath
et al. HPV-DNA nicht so gut vorhersagen wie die p16'NK4a -Positivitat allein.

Castellsague et al. haben die HPV-DNA/E6*I-mRNA-positiven Tumoren zur weiteren
Evaluation der Surrogatmarker mit p16'"Nk4a RB1, p53, Cyclin-D1 gefarbt und dabei die
starkste Assoziation mit dem Goldstandard (Nachweis von HPV-DNA und E6*I-mRNA)
fir die p16™K4a-Uberexpression gefunden. Sie schlossen daraus, dass p16/NK4a
zusatzlich zu dem HPV-DNA/E6*I-mRNA-Nachweis die beste Aussagekraft

hinsichtlich einer HPV-Kanzerogenese hat (64).

Erstmals Empfehlungen zur Verwendung von p16NK4a-Immunhistochemie als
Surrogatmarker fir eine HPV-Beteiligung haben El Naggar et al. (65) formuliert,
wonach die Farbung ,einheitlich und stark® sowie ,nukledr UND zytoplasmatisch® in
den ,meisten oder allen Tumorzellen von basaloiden oder partiell keratinisierenden
OPSCC* vorliegen musste, um einen direkten HPV-Nachweis ersetzen zu kénnen
(65). Einen Cut-offWert bezlglich des Anteils immunreaktiver Zellen gaben sie dabei
nicht an. Hierfar ermittelten Larsen et al. in ihrem systematischen Review, dass ab
einem Trennwert (Cut-off-Wert) von mindestens 70% nukledr UND zytoplasmatisch
gefarbter Zellen die p16'NK4a-Immunhistochemie die hochste Sensitivitat erreicht, um

eine HPV-Positivitat vorherzusagen (15).

In einem weiteren systematischen Review von Jouhi et al. betrug die mediane
Sensitivitat eines positiven p16'NK4a-Expressionsstatus als Surrogatmarker 95,4% und
die mediane Spezifitdt 87,3%. Demnach besteht die Gefahr, dass HPV-negative
Tumoren falschlicherweise als HPV-positiv bewertet werden (9). Sollte es in Zukunft
zur Therapie-Deeskalation fur HPV-positive Tumoren kommen, bestinde fir diese
Patienten ein Risiko unzureichend therapiert zu werden. Doescher et al. empfehlen
daher, Tumoren erst nach einem immunhistochemischen und einem weiteren

molekularpathologischen Nachweis als HPV-getrieben einzustufen (66).

Dennoch lauten die aktuellen Empfehlungen der Amerikanischen Gesellschaft fir
klinische Onkologie (ASCO), bei denen es sich um eine Erganzung der Leitlinie des
College amerikanischer Pathologen aus dem Jahr 2018 handelt, fir

2 EI-Naggar AK, Westra WH. p16 expression as a surrogate marker for HPV-related oropharyngeal
carcinoma: A guide for interpretative relevance and consistency. Head and Neck-Journal for the
Sciences and Specialties of the Head and Neck. 2012; 34(4): 459-61. S. 461.
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Plattenepithelkarzinome des Oropharynx — und nur fir diese —, den p16'NK4a -Status
als HPV-Status zu verwenden (10). Handelt es sich jedoch um einen multifokalen, den
Oropharynx einbeziehenden Tumor (10) oder um ein CUP-Syndrom mit mindestens
70% p16'NK4a-Positivitat (10), so sei ein direkter HPV-Nachweis zu erbringen.

Als Indikatoren fir eine HPV-Negativitdt fanden Dreyer et al. eine hohe RBI1-
Expression allein oder eine hohe kombinierte RB1/Cyclin-D1-Expression, da die
beiden Expressionsmuster ausschlieBlich in HPV-DNA-negativen HNSCC vorkamen
(67). Bedeutsam flur die Verwendung von p53 und Cyclin-D1 im Rahmen einer
moglichen Diagnostik ist, dass von der Immunhistochemie nicht auf das
Vorhandensein oder die Abwesenheit von Mutationen bzw. Amplifikationen zu
schlieBen ist. Gotte et al. (68) untersuchten anhand von 39 HNSCC die Beziehung
zwischen Loss-of-Heterozygosity (LOH), p53-Mutationen und p53-Uberexpressionen,
wobei nur 35% der Tumoren mit Uberexpression eine p53-Mutation aufwiesen. Dabei
fihrten Missense-Mutationen zu einer Uberexpression, wahrend Nonsense-
Mutationen dieses nur in Ausnahmen taten. Auch Van Houten et al. zeigten in 14
HNSCC p53-Uberexpression nur in Fallen von Missense-Mutationen (69), wobei
dieses nicht ihre Hauptfragestellung, sondern vielmehr ein Nebenbefund war, der
jedoch fur die vorliegende Arbeit relevant ist. Mineta et al. (70) fanden anhand von 77
Tumoren hingegen keine Korrelation zwischen einer p53-Uberexpression und -
Mutation. Auch bei Taylor et al. betrug die Korrelationsrate zwischen p53-
Uberexpression und p53-Genmutation nur 59% (71). Fir Cyclin-D1 untersuchten
Akervall et al. (72) eine mdgliche Korrelation zwischen einer Gen-Amplifikation und
Uberexpression. Es zeigten jedoch mehrheitlich Tumoren ohne Gen-Amplifikation eine
Cyclin-D1-Uberexpression, so dass die Autoren weitere Mechanismen neben der Gen-
Amplifikation vermuten, die immunhistochemisch zu einer Uberexpression von Cyclin-
D1 fiihren. Von einer Cyclin-D1-Uberexpression kann daher nicht auf den molekularen
Mechanismus rickgeschlossen werden. Es zeigten sowohl Patienten mit
Uberexpression als auch Patienten mit Gen-Amplifikation jeweils eine schlechtere
Prognose.

Einen anderen Beitrag zur Immunhistochemie in der HPV-Diagnostik konnten Mehrad
et al. (16) in ihrer Studie zeigen. Sie untersuchten in 20 Patienten Proben aus dem
Primarius und einer korrespondierenden Fernmetastase (engl. distant metastasis,

DM). Zumeist handelte es sich dabei um Lungenmetastasen. An beiden Proben haben
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sie je eine Realtime-PCR zum Nachweis der mRNA der Virusproteine E6- und E7
durchgeflihrt sowie den immunhistochemischen Nachweis von p16'NK4a_ Sowohl die
mRNA der Virusproteine als auch die p16/NK4a-Uberexpression waren konsistent zum
Primarius in den Metastasen nachweisbar. Auch der HPV-Typ in den Metastasen
entsprach dem des Primarius. Sie schlussfolgerten daraus, dass sich der HPV-Status
in der Metastase eignet, um diese von einem Zweittumor (sekundarer Primartumor,
SPT) abzugrenzen. In einer Auswertung von 17 Oropharynx-Karzinomen und
korrespondierender zervikaler Lymphknotenmetastasen fanden Laborde et al. zwar
eine starke Korrelation in Bezug auf den p16-Status, allerdings war dieser in 2 von 17
Fallen in der Metastase im Vergleich zu dem des Primarius negativ ((73), Suppl.
Tabelle 3).

2.5 Zellzyklusproteine als Biomarker fiir das Uberleben

Im Folgenden werden Studien, die Zusammenhange oder Effekte zwischen den
jeweiligen Expressionsmustern der Proteine mit dem Uberleben untersucht haben,
vorgestellt. Es werden zahlreiche unterschiedliche Definitionen der Uberlebenszeit
verwendet, was den Vergleich erschwert und eine kompaktere Darstellung unméglich
macht (Gesamtlberleben (engl. overall survival, OS), krankheitsspezifisches
Uberleben (engl. disease specific survival, DSS), krankheitsfreies Uberleben (engl.
disease free survival DFS), progressionsfreies Uberleben (engl. progression free
survival, PFS), Uberleben bis zum ersten Progress (engl. time to progression, TTP),
Uberleben nach dem ersten Progress).

In Bezug auf das OS und DSS waren bei Plath et al. (63) sowohl die Kombination aus
p16'NK4a hoch und HPV-DNA als auch die Kombination aus p16™NX4a2 hoch und RB1
niedrig sowie die durch Holzinger 2012 (11) flr eine HPV-Beteiligung als typisch
ermittelte Markerkombination (p16'Nk4a hoch, RB1, Cyclin D1, p53 niedrig) mit einem
besseren Outcome assoziiert. In ihrer multivariaten Analyse zeigte eine hohe p16/NK4a
Expression das niedrigste Risiko fir den Endpunkt Tod (Hazard-Ratio (HR) 0,23,
p<0,001) beziglich des 5-Jahres-Uberlebens. AuBerdem zeigten eine hohe RB1-
Expression (HR 2,54, p=0,001) und hohe p53-Expression (HR 1,79, p=0,015) erhéhte

Mortalitatsraten im Vergleich zu dem jeweils anderen Expressionsmuster. Eine Cyclin-
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D1-Uberexpression war tendenziell signifikant mit einer 1,59-fach erhdhten
Mortalitatsrate assoziiert (p=0,053) (63).

Lu et al. (74) haben zum HPV-DNA-Status den RNA-Nachweis und den Nachweis der
Proteine p16™NK4a  p53, Cyclin D1 und RB1 im Hinblick auf ihr Potential als
Prognosemarker analysiert. HPV-positive Tumoren mit p53-Uberexpression wiesen
ein schlechteres DSS auf. In der HPV-negativen Gruppe war eine Cyclin-D1
Uberexpression mit einem schlechteren OS assoziiert. Als Cut-off-Wert fir die

Uberexpression haben sie pauschal fiir alle Proteine 50% festgelegt.

Speziell fur HPV-assoziierte OPSCC konnten Masterson et al. in einer Meta-Analyse
von Randomized Controlled Trials (RCTs) an fortgeschrittenen OPSCC einen
Uberlebensvorteil in der HPV-assoziierten Gruppe in Bezug auf das OS (HR 0,49,
95%- Konfidenzintervall (KlI) 0,35-0,69) und das DSS (HR 0,41, 95%-Kl 0,30-0,56)
zeigen. Die dort einbezogenen  Studien verwendeten  verschiedene
molekularpathologische Methoden zum HPV-Test und nur u. a. p16/NKda
Immunhistochemie (2). Ebenfalls fiir das OS sowie auch fir das PFS fanden Ang et
al. fir die HPV-assoziierte Gruppe bei OPSCC einen Uberlebensvorteil, sowohl fiir den
direkten HPV-Nachweis als auch fiir die p16'NK42 -Immunhistochemie (75). Flr das
Uberleben nach einem Progress zeigten Fakhry et al. einen Uberlebensvorteil fir
einen positiven p16/NK4a-Status (76). Die Studie von Guo et al. (77) hat nicht nur nach
dem HPV-Status, sondern auch nach dem Uberleben stratifiziert, wobei sie zwischen
weniger als 24 Monate und mehr als 24 Monate unterschieden. Die Gruppe der langer
als 2 Jahre Uberlebenden hatte iiberwiegend HPV-positive Tumore, und diese zeigten
eine langere Zeit bis zum Progress als die HPV-negativen Tumore in derselben
Gruppe. In der Gruppe der weniger als 2 Jahre Uberlebenden zeigte sich keine ldngere
Zeit bis zum Progress fir die HPV-positive Gruppe.

Khan et al (78) haben eine signifikante Assoziation einer starken Cyclin-D1 und p53
Expression und auch ihrer Koexpression mit einem schlechteren Therapieansprechen
und kiirzeren Uberlebenszeiten gefunden, dieses allerdings bei oralen Karzinomen.
AuBerdem waren sowohl die p53- als auch die Cyclin-D1-Expression jeweils im Chi-
Quadrat-(Chi?)-Test signifikant mit einem weiter fortgeschrittenen Lymphknotenstatus
assoziiert. In den multivariaten Cox Regressionsanalysen zeigte sich die Koexpression
als signifikanter Vorhersagewert fiir das OS (78).
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In der oben bereits genannten Studie von Mineta et al. (70) an HNSCC zeigten
Patienten mit Mutationen im p53-Gen ein signifikant kirzeres krankheitsfreies
Uberleben. Der p53-Expressionsstatus korrelierte nicht mit dem Uberleben. Shin et al.
(79) konnten fiir eine p53-Uberexpression (mind. 10% immunreaktive Kerne) hingegen
eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit und auch eine kiirzere Zeit bis zum Auftreten
von Rezidiven oder Zweittumoren an Patienten mit HNSCC zeigen. Eine p53-
Positivitat zeigte sich dabei in der Cox-Regression ein unabhangiger Faktor fir eine
kiirzere Uberlebenszeit (p=0.007) sowie das Auftreten von Rezidiven (p=0.053) oder
Zweittumoren (p=0.035). Die Studien liefen allerdings an Kopf-Hals-Tumoren

allgemein und nicht speziell an OPSCC.

Diese Heterogenitdt bezliglich der Korrelation von p53-Uberexpression und
Uberlebenszeit bemerkten auch Tandon et al. (80) in inrem systematischen Review,
das in seiner Meta-Analyse im Widerspruch zu den oben genannten Studien einen
Vorteil fiir das krankheitsfreie Uberleben bei p53-Uberexpression zeigt (HR 0,45, 95%
K10,27-0,73) (80). Diese Daten stammen jedoch lediglich aus univariaten Analysen.

In der Studie von Ang et al. (81) zeigte sich eine Cyclin-D1-Positivitat (> 10% der
Kerne) in OPSCC mit einer Hazard Ratio von 3,55 (p=0,007) als unabhangiger
Risikofaktor in Bezug auf das Gesamtiiberleben. Lin et al. (82) fanden zudem fiir eine
Cyclin-D1-Uberexpression ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben in der Kaplan-
Meier Analyse. In einer Meta-Analyse von univariaten Effektstarken fir Cyclin-D1 als
Prognosemarker in Kopf-Hals Tumoren haben Gioacchini et al. (83) fir eine Cyclin-
D1-Positivitat ein  hdheres Risiko flr eine Lymphknotenmetastasierung in
Larynxkarzinomen sowie ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben in Nasopharynx-
Karzinomen gefunden. Oropharynx-Karzinome wurden in der Subgruppenanalyse

nicht betrachtet.

Holzinger (11) hat in ihrer Studie auch Assoziationen zwischen dem jeweiligen
Expressionsmuster der Zellzyklusproteine p16'N%4a  RB1, p53 und Cyclin-D1 mit dem
OS und dem PFS untersucht. In den multivariaten Analysen stellte sich allein fir den
RB1-Expressionsverlust ein protektiver Effekt sowohl in Bezug auf das OS und auf das
PFS heraus. Fir eine p16'N<4a-Uberexpression zeigte die multivariate Analyse hier

keinerlei Effekte, sondern lediglich die Kaplan-Meier Analyse.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die prognostisch ginstigen Effekte und
Korrelationen einer p16NK4a_-Uberexpression recht konsistent in den hier vorgestellten
Studien gezeigt werden, wahrend sich fiir eine p53-Uberexpression und eine Cyclin-
D1-Uberexpression weniger konsistent Effekte und Unterschiede im Hinblick auf das
Uberleben darstellen. Die Studien zeigen sich uneinheitlich in Trennwerten,
Uberlebenszeitdefinitionen und auch in den untersuchten Lokalisationen. Eine RB1-
Expression wurde im Zusammenhang mit dem Uberleben seltener untersucht. Ein
RB1-Expressionsverlust zeigt in den beiden hier dargestellten Studien jedoch
ebenfalls giinstige Effekte auf die Uberlebenszeit (11, 63).

2.6 Zellzyklusproteine als Biomarker flir den Krankheitsverlauf

Hinsichtlich des Krankheitsverlaufes interessiert in dieser Arbeit insbesondere das
Auftreten von loko-regiondren Rezidiven (LRR), Zweittumoren (SPT) und
Fernmetastasen (DM).

Es bestanden einige Schwierigkeiten darin, die einzelnen Progress-Entitaten
voneinander abzugrenzen. Die meisten der Autoren, deren Studien im Verlauf zitiert
werden, haben zur Definition eines Zweittumors die 1932 von Warren und Gates?® (84)
publizierten Kriterien modifiziert, indem sie festlegten, dass wenn ein Malignom des
gleichen histologischen Typs an der gleichen Stelle wie der Primarius in weniger als
3 Jahren nach diesem auftritt, mindestens 2 cm Abstand durch gesunde Schleimhaut
zum Primarius bestehen muss, damit der Tumor als Zweittumor und nicht als Rezidiv
klassifiziert wird. Tritt der Tumor spater als 3 Jahre nach dem Primartumor auf, wird er
als Zweittumor ungeachtet des Abstandes klassifiziert (85-87). Eine Ausnahme bilden
Jones et al., die zwar auch einen 2 cm Abstand fordern, allerdings bereits wenn der
Tumor des gleichen histologischen Typs binnen 5 Jahren nach dem Primarius an der
gleichen Stelle entsteht (88). Meist werden Zweittumoren, die weniger als 6 Monate
nach dem Primarius auftreten als synchrone Zweittumoren und solche, die nach mehr
als 6 Monaten nach dem Primarius auftreten als metachrone Zweittumoren gewertet
(86, 87, 89).

3 Die entsprechende Publikation konnte angesichts des Erscheinungsjahres hier nicht vorgelegt werden.
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2.6.1 Zweittumoren (SPT) und ihre Assoziation mit Zellzyklusproteinen

Zu der Inzidenz und Lokalisation von SPTs nach Kopf-Hals-Tumoren im Allgemeinen
gibt es einige Studien, die in diesem Abschnitt kurz dargestellt werden. Hingegen gibt
es weniger Studien, die sich mit ihrem Auftreten nach OPSCC im Speziellen befassen.

Zur Haufigkeit von SPT bei HNSCC-Patienten fanden Haremza et al. (90) in einer
retrospektiven Studie, dass 26,6% von 541 Patienten einen metachronen SPT
entwickeln und dass diese im Vergleich zu den Patienten ohne SPT eine schlechtere
Prognose haben. Eine Stratifizierung nach p16'Nk4a-Status nahmen sie nicht vor. Jones
et al. (88) untersuchten die Pravalenz von SPT nach 372 Monaten, d.h. in einem 31-
jahrigen Nachbeobachtungszeitraum. Diese betrug 9,1%. Die mittlere Zeit bis zum
Auftreten betrug 36 Monate (3 Jahre). In 50% der Félle handelte es sich bei dem SPT
um einen des Kopf-Hals-Bereiches und in 34% der Félle um Lungentumoren. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit SPT betrug ab dem Zeitpunkt der Diagnose
26%. Bugter et al. (87) haben ihre Studie zu multiplen Primartumoren (MPT), zu denen
auch SPT gehéren, auf jene des Kopf-Hals-Bereiches, der Lunge und des Osophagus
beschrankt und fanden eine Inzidenz von 11%. Ihr wichtigster Befund war, dass die
Patienten mit Zweit- oder multiplen Primartumoren in der Kopf-Hals-Region ein
signifikant besseres Uberleben hatten als diejenigen mit Lungen- oder Osophagus-
MPT. Ein geh&uftes Auftreten von Zweittumoren in der Mundhdéhle fanden Leon et al.
(91) und Adeel et al. (86). Die einzige Studie, die dem widerspricht, ist jene von
Birkeland et al. (92), die auf Grundlage der Surveillance, Epidemiology, and End
Results Registery (SEER)-Datenbank mehr als 50.000 Patienten mit HNSCC
auswerteten ohne Stratifizierung nach p16'NK4a-Status und dabei eine hohere
Pravalenz von Nicht-Kopf-Hals-SPT als von Kopf-Hals-SPT fanden (8,8% vs. 3%). Wie
spater auch Bugter et al. (87), fanden auch sie ein besseres Gesamtiiberleben fiir die
Patienten mit SPT im Kopf-Hals-Bereich.

In Bezug auf SPT speziell nach Oropharynx-Karzinomen gibt es kaum Studien. Eine
Stratifizierung nach p16'Nk4a-Status haben Xu et al. (89) vorgenommen und das
Auftreten von SPT (definiert als SPT im oberen Aerodigestivirakt einschlieBlich

Osophagus und Lunge) nach Oropharynx-Karzinomen ausgewertet. Interessant ist
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dabei, dass die Inzidenz von SPT in der HPV-positiven Gruppe signifikant geringer war
als in der HPV-negativen Gruppe (p<0,0001). Hinsichtlich der Lokalisationsverteilung
stellten sie fest, dass in p16'N%4a-negativen Indextumoren Oropharynx, Larynx und
Mundhoéhle die haufigsten Lokalisationen fir SPT waren, und fir p16NK4a-positive
Primartumoren vor allem die Lunge gefolgt von Oropharynx und Mundhdhle.

Wang et al. fanden in einer epidemiologischen Studie zur Inzidenz von SPT nach
einem invasiven potenziell HPV-assoziierten Karzinom, d.h. Karzinomen des
Oropharynx und des Anogenitaltrakts, mit einem 15-jdhrigen Beobachtungszeitraum
auf Grundlage der Daten des SEER fiir das Oropharynx-Karzinom das héchste Risiko
fir die Entwicklung von SPT im Vergleich zu den anderen klassischerweise HPV-
assoziierten Tumoren. Manner entwickelten nach Oropharynx-Karzinom vor allem im
Aerodigestivtrakt SPTs und Frauen im Aerodigestivitrakt oder in der Genitalregion (93).
Als MaBe hatten sie Standardized Incidence Ratios verwendet, die fir Manner 1,83
(95%-KI 1,70-1,82) und fir Frauen 2,29 (95%-KI 2,12-2,47) betrugen. Diese Studie
beinhaltete jedoch nur potenziell HPV-assoziierte Karzinome ohne erfolgten HPV-
Nachweis. Eine Studie von Canavan et al. (94) Uber nachgewiesen HPV-assoziierte
Oropharynx-Karzinome mit initialem MO-Status zeigte nur finf SPT in 225 Patienten in
einem Zeitraum von 4,5 Monaten bis 13 Jahren. Dieser Befund unterstitzt die Daten
von Xu et al.(89), die in der HPV-assoziierten Gruppe ebenfalls weniger SPT fanden.
In der Stichprobe von Canavan et al. waren die Progresse in HPV-assoziierten
Oropharynx-Karzinomen hauptsachlich Fernmetastasen (15/225), gefolgt von loko-
regionaren Rezidiven (7/225). Die Inzidenz von Progressen war in ihrer Stichprobe mit
nachgewiesener HPV-Assoziation insgesamt gering (9,3%) (94). Setzt man die zuletzt
beschriebenen Studien, die zumindest Oropharynx-Karzinome Dbeinhalten,
miteinander in Beziehung, so kann man daraus schlieBen, dass die Inzidenz von SPT
insbesondere HPV-negative Oropharynx-Karzinome betrifft.

Die individuellen Literaturrecherchen fir RB1-, p53- und Cyclin-D1-Expression in
Oropharynx-Karzinomen im Zusammenhang mit SPT blieben ergebnislos. Fir p53
zeigten Homann et al. (95), dass eine Uberexpression in tumorfreier, aber dem Tumor
benachbarter Schleimhaut von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren mit einer signifikant
haufigeren SPT-Inzidenz assoziiert war, und zwar unabhangig von dem p53-

Expressionsmuster des Primarius. Damit kénnte eine p53-Uberexpression im
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angrenzenden Gewebe ein Marker fir das Zweitmalignomrisiko im Kopf-Hals-Bereich

sein.

2.6.2 Lymphknotenmetastasen (LKM), loko-regionare Rezidive (LRR) und ihre
Assoziation mit Zellzyklusproteinen

Als loko-regionare Rezidive werden der klinischen Routine folgend Lokalrezidive oder
Rezidive in  regiondren  Lymphknoten im  Sinne von  regiondren

Lymphknotenmetastasen definiert.

In der Studie von Barber et al. (96) zeigte sich eine Assoziation zwischen einem
positiven p16'NK4a-Status und dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen bei
Erstvorstellung. Fir das rezidivireie Uberleben fanden sie in der Cox-Regression
p16'NK4a gls einen unabhangigen Marker. Interessant ist auch, dass p16'Nk42 und p53
invers mit einander korrelieren, was die oben beschriebenen Signatur von Holzinger
(11) unterstitzt (s. Kap. 2.4). Fakhry et al. (76) zeigen, dass das Progressionsmuster
und die Zeit bis zur Progression sich in den beiden p16/NK4a-Gruppen nicht
unterscheiden. Die p16'Nk4a-positive Gruppe hatte jedoch nach dem Progress bessere
Uberlebensraten. In der Meta-Analyse von Masterson et al. (2) zeigte sich ein
geringeres Risiko fiir LRR in der p16'NK42 -positiven Gruppe, allerdings war dieses nicht
signifikant. In der Studie von Canavan et al. war die fiUhrende Form des Progresses fur
HPV-assoziierte Tumoren Fernmetastasen. LRR hingegen traten seltener auf (7/225)
(94).

Assoziationen zwischen dem p53-Expressionsmuster und dem Auftreten von LRR
ergaben sich wahrend der Literaturrecherche nicht. In der Studie von Skinner et al.
(97) an HNSCC waren disruptive Mutationen im p53-Gen ein Pradiktor fir LRR nach
adjuvanter Radiotherapie (p=0.03), wobei die Einnahme des oralen Antidiabetikums
Metformin einen protektiven Effekt aufwies. Ihre Experimente an Zell-Linien zeigten
eine signifikant héhere Radioresistenz bei Zell-Linien mit disruptiven p53-Mutationen.
Tinhofer et al. zeigten in ihrer Studie mittels Next Generation Sequencing (NGS) eine
Korrelation zwischen Missense-Mutationen im p53-Gen und LRR (HR=4,3, 95%-KI
1,5-12,1) (98). Da von dem Expressionsstatus nicht auf Mutationen geschlossen

werden kann (68), fehlen zur Rezidiv-Inzidenz im Zusammenhang mit dem p53-
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Expressionsstatus in Oropharynx-Karzinomen Referenzdaten. Auch beziglich eines
potenziellen Zusammenhanges zwischen einer RB1- oder Cyclin-D1-Expression und
der Rezidiv-Inzidenz in  Oropharynx-Karzinomen gibt es bislang keine

Untersuchungen.

2.6.3 Fernmetastasen (DM) und ihre Assoziation mit Zellzyklusproteinen

Wiegand et al. (99) fanden in ihrer Studie an 46 HNSCC-Patienten, die nach initialer
MO Situation DM entwickelten, eine mittlere Uberlebenszeit von 7,5 Monaten nach
Auftreten der DM. In 59% der Falle handelte es sich um Lungen- und in 24% um
Knochenmetastasen. Die mittlere Zeit bis zur Diagnose betrug 16 Monate. Das
Gesamtiberleben betrug 40,4% nach einem Jahr und 26,2% nach zwei Jahren.
Pradiktoren fiir ein langeres Uberleben zeigten sich in der Cox Regression nicht. Drei
Patienten Uberlebten den Untersuchungszeitraum nach Resektion solitarer
Metastasen. Eine Stratifizierung nach p16'Nk4a -Status erfolgte nicht.

Fir OPSCC haben Tiedemann et al. (100) in ihrer Metaanalyse sieben Studien mit
insgesamt 1564 Patienten mit DM nach OPSCC eingeschlossen. Die Frage bestand
in der Verteilung der DM nach Lokalisation sowie in der Zeit bis zu ihrem Auftreten.
Beides wurde jeweils nach dem HPV-Status stratifiziert. 70% der insgesamt 313
Patienten, die DM entwickelten, waren HPV-positiv. Am haufigsten waren in beiden
Gruppen Lungenmetastasen gefolgt von Knochenmetastasen,
Lymphknotenmetastasen in  nicht regionalen Lymphknotenstationen und
Lebermetastasen. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Lokalisation bestand
allein bei den Metastasen in nicht-regionalen Lymphknotenstationen, die signifikant
haufiger bei HPV-positiven Tumoren vorkamen. HPV-positive Patienten hatten
auBerdem ein hdheres Risiko eine disseminierte Metastasierung aufzuweisen, d. h.
eine Metastasierung in mehr als zwei Lokalisationen. Hinsichtlich der Zeit bis zum
Auftreten konnten nur drei Studien ausgewertet werden. Ein signifikanter Unterschied

bestand hierbei nicht. Insgesamt traten DM im Zeitraum von zwei Jahren auf.

Jaber et al. (101) stratifizierten in einer Multicenterstudie mit 1058 OPSCC-Patienten
im Zeitraum von 1979 bis 2013 die Patienten, die DM entwickelten (8,4%), nach dem

p16'NK4a_Status. Insbesondere p16NK4a-positive Patienten entwickelten DM. Diese
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waren auch haufiger disseminiert als die der p16/NK4a-negativen Gruppe. Bei den
p16NK4a-positiven Tumoren waren das Gehirn, das Abdomen und die Lunge die

Hauptmetastasierungsorte.

Auch Huang et al. haben in ihrer Studie an OPSCC-Patienten nach dem HPV-Status
stratifiziert (102). Nach ihren Daten gab es keinen signifikanten Unterschied in der
Metastasierungsrate. Deskriptiv zeigte sich jedoch, dass in der HPV-negativen Gruppe
Lokalrezidive die haufigste Form des Progresses sind, wahrend bei den HPV-positiven
Tumoren DM als Progresse iberwogen (67%). Bei den p16'NK4a-negativen Patienten
traten die Metastasen um ein Jahr friiher auf als bei den p16'N%4a -positiven Patienten.
Die HPV-negativen Patienten zeigen keine disseminierten Metastasen, bei den HPV-
positiven waren es hingegen 33%. Auch in ihrer Studie war die 2-Jahres
Uberlebensrate bei den HPV-positiven signifikant besser als bei den HPV-negativen
Patienten, einschlieBlich des Uberlebens nach Auftreten von DM (p=0,02). AuBerdem
fanden sie einen Unterschied im Metastasierungsmuster. Wahrend HPV-negative
Patienten insbesondere Lungen-, Leber- und Knochenmetastasen zeigten, war die
Metastasierung in der HPV-positiven Gruppe vielféltiger (bspw. Weichteilmetastasen,
Hirnmetastasen und Metastasen in diversen Bauchorgane, (102)), obwohl auch bei

diesen Patienten vornehmlich Lungenmetastasen vorkamen.

Ein in den hier vorgestellten Studien einheitlicher Befund ist das Auftreten eines
disseminierten Metastasierungsmusters, d. h. HPV-positive Patienten zeigen DM in
mehr als 2 Lokalisationen. Hinsichtlich der Inzidenz von DM zeigen die Studien
Uberwiegend eine hdhere Haufigkeit in HPV-positiven Féllen. Auch innerhalb der
Gruppe der HPV-positiven Oropharynx-Karzinome zeigten Canavan et al., dass DM

die haufigste Art von Progressen darstellen (94).

Von besonderem Interesse ist daher die Arbeit von Rasmussen et al. (103), weil sie
eine gewisse Einschrankung zu den in diesem Kapitel zusammengefassten Studien
darstellt. Sie haben auf der Grundlage des p16'NK4a-Status allein und einer
Kombination aus HPV-DNA und p16'Nk4a-Status prognostische Modelle vorgeschlagen
und validiert, die in Zukunft Therapieentscheidungen unterstiitzen kénnten. Dabei
haben sie festgestellt, dass Patienten mit positivem p16NK4a-Status bei jedoch
negativem HPV-DNA-Status ein signifikant hoheres Risiko haben, DM zu entwickeln
als Patienten, die sowohl p16Nk4a- als auch HPV-DNA positiv waren. Mit diesem
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Ergebnis geben sie ein starkes Argument flr die zusatzliche Durchflihrung eines

direkten Virusnachweises in p16N%42-positiven OPSCC.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Verbrauchsmaterialien

Alle  Verbrauchsmaterialien wie 6-Wellplatten, Zellschaber, Eppendorf™-
Mikroreaktionsgefalle, Pipettenspitzen, Objekttrager, Abdeckglaser,
MehrzweckgefaBe, Kivetten wurden von von den Firmen Fisher Scientific GmbH
(Schwerte), der Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen), VWR international GmbH
(Darmstadt) sowie Sarstedt AG &. Co. KG (NUumbrecht) und OMNI Life Sciences
GmbH & Co. KG (Bremen) bezogen.

Chemikalien und Reagenzien

Fluoreszenz-konservierendes Reagenz (FluorSave™, Calbiochem)
Jet Prime® Transfektionskits, Polyplus Transfection® (France, USA)
jetPRIME® Puffer, Polyplus Transfection® (France, USA)
jetPRIME® Transfection Reagent, Polyplus Transfection® (France, USA)
Paraffin

PBS, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Formalin Solution, Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt

Xylol, AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethanol, Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Isopropanol, Honeywell Research Chemicals

Eukitt ®, Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt

Tris/EDTA-Puffer, pH 9 von Dako (Glostrup)
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Dako EnVision™ FLEX Peroxidase Blocking Reagent SM801, LOT 200336479,

Glostrup, Danemark

Dako EnVision™ FLEX/HRP SM 802, LOT 200363375, Glostrup, Danemark

Dako EnVision™ FLEX+Mouse SM804, LOT 20036333, Glostrup, Danemark

Dako EnVision™ FLEX+Rabbit DM825, LOT 20035799, Glostrup, Danemark

Dako EnVision™ FLEX Wash Buffer DM831, LOT 00071678, Glostrup, Danemark
Dako EnVision™ FLEX Substrate Buffer DM823, LOT 00070884, Glostrup, Danemark

Dako EnVision™ FLEX DAB + Chromogen DM827, LOT 00065671, Glostrup,

Danemark

Dako EnVision™ FLEX Antibody Diluent DM830, LOT 00070873, Glostrup, Danemark
Dako Real™ Hamatoxylin REF 2020, Glostrup, Ddnemark

Dako-Pen (REF S2002), Glostrup, Danemark

Dako Real™ Peroxidase Blocking Solution S2023, Glostrup, Danemark

Dako Ready-to-use Protein Block Serum-free (Code X0909), Glostrup, Danemark
Dako REAL™ Antibody Diluent (S2022), Glostrup, Ddnemark

Dako REAL™ EnVision™ HRP, Rabbit/Mouse Reagenz, Glostrup, Danemark
Dako Waschpuffer, Glostrup, Danemark

Dako REAL™ Substratpuffer (5007, LOT 20024970, Glostrup, Ddnemark

Dako REAL™ DAB+ Chromogen, X50, K5007, Glostrup, Danemark

Dako REAL™ Hamatoxylin (S2020, LOT 20024137), Glostrup, Danemark

Gerate
Fluoreszenzmikroskop, Nikon Eclipse TE2000-U, Nixon GmbH, Disseldorf
Fluoreszenzmikroskop AxioVert 200M (Zeiss), Jena

Casy® ton von Innovatis, Bielefeld
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TMArrayer™ (PIN 02-17-0001 Rev 01), Pathology Devices, Westminster, USA
Dako Autostainer Plus (S 38-7420-01), Glostrup, Danemark

Thermo Scientific NanoDrop 2000, Spectrophotometer, Peglab Biotechnologie GmbH,

Deutschland

Sterilbank, Hera Safe, Nikon GmbH, Disseldorf
Dampfgarer, Braun GmbH, Deutschland
Objekttrager-Farbebank, Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Thermomixer, Eppendorf AG, Wesseling

Paraffinbank Leica EG 1140H, Leica Microsystems, France
Mikrotom Leica RM 2165, Leica Microsystems, France
Vortexer, VWR W3, VWR Int. GmbH, Darmstadt
Zentrifuge, Avanti JE-30-1, Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Gefrierschrank -80°C, Hera freeze, Heraeus Holding GmbH, Hanau

Antikorper
Sigma Anti-RB1 AB 780 SAB4300387 LOT 8715, Quelle: Kaninchen, polyklonal

CINtec® Anti-p16'NK4a REF:9511 LOT 5.153601, Roche Diagnostics Deutschland

GmbH, Mannheim, Quelle: Maus, monoclonal

Dako Anti-p53 CloneDo-7, REF IR616 LOT 20031624, Glostrup, Danemark Quelle:

Maus, monoklonal

Dako Anti-Cyclin-D1 Clone EP12, REF IR083 LOT10112686, Glostrup, Danemark,

Quelle: Kaninchen, monoklonal

Software
HALQO® (IndicaLab, Version v2.0.1145.14), USA

SPSS® IBM® Statistics Version 23, IBM Deutschland GmbH, Ehningen
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NDP.view2 U12388-01 (Nano Zoomer Digital Pathology, Hamamatsu Photonics K.K.,
Japan)

3.2 Ethikvotum

Der Studie liegt ein Votum der Ethikkommission der Landesarztekammer Rheinland-
Pfalz zugrunde. Die Bearbeitungsnummer lautet: 837.360.16 (10679).

3.3 Patientenselektion

Zunachst erfolgte eine Selektion der in der Kliniksoftware ,SAP“ der Klinik und
Poliklinik Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universitadtsmedizin der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz dokumentierten Behandlungsfélle des Zeitraumes 2008
bis 2011 auf Grundlage der ICD-10 Codes C09, C09.0, C09.1, C09.8, C09.9, C10,
C10.0, C10.1, C10.2, C10.3, C10.4, C10.8 und C10.9. Nach Elimination der
Mehrfachnennungen, die insbesondere bei fortgeschrittenen T-Stadien auftraten,
ergaben sich 678 Patienten, deren Akten zur Uberpriifung der Einschlusskriterien
gesichtet wurden. Diese bestanden in der Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms des
Oropharynx als Primarius innerhalb des oben genannten Zeitraumes. Handelte es sich
bei der Diagnose tatsachlich um einen Zweittumor oder ein Rezidiv oder hatten die
Patienten bereits ein Malignom auBerhalb des Kopf-Hals Bereiches in der
Vorgeschichte oder lag das Datum der Erstdiagnose vor dem o0.g. Zeitraum, so wurden
diese Patienten von der Untersuchung ausgeschlossen. Daraus ergaben sich 151
Patienten, fir die die Einschlusskriterien erfiillt waren* (104).

Bei der Biobank des Instituts flr Pathologie der Universitdtsmedizin Mainz wurden
Proben sowohl aus den jeweiligen Primartumoren und ihren zugehdrigen
Lymphknotenmetastasen (bei N-Stadium > NO) als auch aus den Progressen (definiert
als loko-regiondre Rezidive, Fernmetastasen, Zweittumore), sofern diese vorlagen,

bestellt. Abzlglich der Patienten, fir die keine Proben zu bekommen waren, weil der

4 Bis hierhin stimmte die Selektion der Stichprobe mit der in C. S. E. Dissertation tiberein (104).
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Biobank nicht ausreichend Gewebe flr die Herausgabe zur Verfligung stand, sowie
der Patienten, deren Proben beim Fertigungs- oder Farbeprozess verloren gegangen
waren, deren Tumoren in der vorliegenden Probe nicht angetroffen oder deren Proben
aufgrund von massiven Defekten nicht auswertbar waren, ergibt sich fir die
vorliegende Studie eine Stichprobe von 77 Patienten fir p16/NK4a_ Nicht von allen
Patienten lag Gewebe aus dem Primarius vor. In einigen Fallen konnte die Biobank
lediglich Gewebe aus den initialen Lymphknotenmetastasen (bei N-Stadium > NO)
oder Progressen (loko-regionare Rezidive, Fernmetastasen, Zweittumore)
herausgeben. Aus diesem Grunde musste zunachst anhand der Patienten, bei denen
sowohl Gewebe aus dem Primarius als auch aus initialen Lymphknotenmetastasen
(bei N-Stadium > NO) oder Progressen vorlag, geprift werden, wie konsistent die
Expressionsmuster in den Progressen im Vergleich zum Primarius waren. Dieser
Befund entschied dann die StichprobengréBen fir die Proteine RB1, p53 und Cyclin-
D1. Waren die Expressionsmuster nicht konsistent, konnten flr das betreffende
Protein nur die Patienten ausgewertet werden, fir die Gewebe aus dem Primarius
vorlag. Bei vorliegender Expressionskonsistenz konnten hingegen die Biopsien aus

den Progressen stellvertretend flr den Primarius verwendet werden.

3.4 Anfertigung der Tissue-Microarrays (TMASs)

Die Tumorproben wurden in Form von Tissue-Microarrays (TMAs) zur Verfligung
gestellt (Abb. 1 Anhang), wobei jede Probe 5 um Dicke und ca. 1 mm im Durchmesser
betrug. Die Proben waren in Reihen und Spalten auf zwei Objekttragern geman ihrer
Histologienummer angeordnet. Jede Tumorprobe bildete demnach eine Position auf
dem Objekitrager. Der Tissue-Microarray wurde gewonnen, indem je eine
Gewebestanze aus jedem Tumor mit Hilfe des TMArrayer™ (PIN 02-17-0001 Rev 01)
entnommen wurde. Diese Gewebestanzen wurden anschlieBend in einen
Paraffinblock eingesetzt, aus dem zuvor gleichgroBBe Stanzen in Reihen und Spalten
entnommen worden waren, so dass die Tumorgewebestanzen genau hineinpassten.
So entstanden Blécke (2+2a und 4+4a), von denen Schnitte mittels eines Mikrotoms
angefertigt wurden. Die Blécke 2 und 2a enthielten die Proben aus 2008 und 2009, 4
und 4a enthielten die Proben ab 2010. So ist es moglich, sowohl Tumorgewebe als
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auch Reagenzien zu sparen sowie in sehr kurzer Zeit eine groBe Zahl an Patienten zu

bearbeiten und in Form eines Scans mittels einer Software auszuwerten.®

3.5 Immunhistochemie

Die Antigene p53, p16™Nk4a und Cyclin-D1 wurden mittels Dako Autostainer Plus (S 38-
7420-01) gefarbt. Die unter 2.4 genannten Antikdrper fir diese drei Antigene waren
hierfir bereits etabliert und wurden routinemaBig verwendet.® Die automatisierte
Farbung hat den Vorteil, dass alle Arbeitsschritte standardisiert ablaufen, d. h. dass
jede Tumorprobe und auch jeder TMA genau gleich behandelt wird und die
Inkubationszeiten ebenfalls genau gleich sind. Zum Ausschluss der unspezifischen
Farbung enthielt jeder TMA zwei Proben Muskelgewebe als Kontrolle. Darlber hinaus
wurde dieselbe Farbung an gesunder Mund- und Nasenschleimhaut durchgefiihrt, um
den Vergleich zu physiologischem Plattenepithel bzw. im Falle der Nasenschleimhaut
Flimmerepithel herstellen zu kénnen. Im Anschluss an die Farbungen wurden die
TMAs eingescannt und wie unten beschrieben mittels der Software HALO® (IndicaLab,
USA) ausgewertet. In den Abbildungen A2 C-F bis A5 C-F im Anhang sind jeweils

Beispiele von immunnegativen und immunreaktiven Tumoren gezeigt.

Der fiur das Antigen RB1 verwendete Antikérper hingegen wurde durch die
Doktorandin der vorliegenden Arbeit erstmals verwendet und musste zunachst
etabliert werden, d.h. es musste Uberprift werden, ob und in welcher Konzentration er
immunreaktiv ist, ohne dabei zu einer unspezifischen Farbung zu fihren. Hierzu wurde
der verwendete Antikdrper zunachst an Zellpellets getestet, in denen das Antigen
Uberexprimiert war. AuBerdem wurde der Antikdrper an Referenzgewebe getestet, in
welchem nach Proteinatlas (105) (106) die normale RB1-Expression bekannt war. In

dieser Studie wurden dazu Schnitte aus Lymphknoten verwendet.

5 Die Anfertigung der TMAs erfolgte freundlicher Weise durch die Mitarbeiter des Institutes fiir Pathologie
der Unimedizin Mainz, welches lber das notwendige Gerat und Material verfigt.
6 Nur p53, p16INK4a und CyclinD1 wurden freundlicher Weise durch die Mitarbeiter des Institutes fiir
Pathologie der Unimedizin Mainz immunhistochemisch gefarbt, weil die Doktorandin der vorliegenden
Arbeit aus logistischen Grinden keinen Zugang zum Farbeautomaten erhalten konnte.
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3.5.1 Etablierung des RB1-Antikorpers

Um zu beweisen, dass der Anti-RB1 Antikérper AB 780 spezifisch bindet, sollte das
Antigen in den Zelllinien HeLa und 293T Uberexprimiert und unter Verwendung des
Antikérpers  immunhistochemisch  gefarbt werden. Hierzu wurden  Uber
www.addgene.org’ durch das Labor Olimpia Meucci Plasmide in transformierten
Bakterien zur Verfligung gestellt, die das RB1-Gen mit einem N-terminalen enhanced
green fluorescent protein-(EGFP)-Tag enthielten. Mithilfe dieser Markierung konnte
das Uberexprimierte Antigen innerhalb der transfizierten Zellen durch ein
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden (107) (108). Zur Selektion der
Bakterien, die das EGFP-RB1-Plasmid enthielten, war dieses zudem mit einem
Resistenzgen gegen das Antibiotikum Kanamycin versehen. Die Anzucht der
transformierten Bakterien und die Isolierung des Plasmids waren nicht Gegenstand
dieser Arbeit und wurden freundlicherweise von den Mitarbeitern des Labors
tbernommen. Aus diesem Grunde wird das genaue Protokoll hier nicht dargestellt. Die
mittels Spektrometer gemessene Plasmid-DNA-Ausbeute betrug 40,5 pg.

Transfektion

Nachdem die Plasmide isoliert waren, wurde die Transfektion der Zellen
vorgenommen. Transfektion bedeutet die Aufnahme von Nukleinsduren und ihre
Expression durch eukaryotische Zellen (109). Im Wesentlichen werden chemische,
physikalische und rezeptorvermittelte Transfektionsverfahren unterschieden (110).
Hier zur Anwendung kam ein chemisches Verfahren mithilfe eines polykationischen
Polymers (Jet Prime® Transfektionskits der Firma Polyplus Transfection®, France,
USA). Das Prinzip beruht darauf, dass die aufgrund der Phosphatgruppen
polyanionische DNA mit dem Polykation komplexiert wird. Der Komplex adhériert an
der Zelloberflache aufgrund der negativen Ladungen ihrer Glykokalyx und wird mittels
Endozytose aufgenommen.

Die Zelllinien HeLa und 293T wurden in je zwei 6-Wellplatten in Medium zur Verfligung
gestellt, so dass schlieBBlich 12 Wells mit HeLa und 12 Wells mit 293T-Zellen zur
Transfektion vorlagen. Die Zelldichte in den Wellplatten betrug 70%. Die Menge der
isolierten Plasmid-DNA betrug 40,5 ug, so dass pro Well 1,7 ug DNA transfiziert

7 https://www.addgene.org/16004/. Zuletzt aufgesucht am 10.05.2017
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werden konnten. Der DNA wurde zunéachst 4,8 ml jetPRIME® Puffer (LOT B160817,
Cat. 712-60) zugegeben. Das Gemisch wurde anschlieBend 10 Sekunden gevortext
und kurz zentrifugiert, bevor 96 pg jetPRIME® Transfection Reagent (LOT 08y1710G,
Cat. 114-15) hinzugegeben und abermals 10 Sekunden gevortext wurde. Bei
Letzterem handelt es sich um das polykationische Polymer. Nach erneutem
Abzentrifugieren wurde das Gemisch 10 Min bei Raumtemperatur inkubiert, sodass
die Komplexbildung vonstattengehen konnte. AnschlieBend wurden jeweils 210 pl des
Gemisches dem Medium in jedem Well hinzugegeben. Die Transfektion erfolgte an
der Sterilbank. Alle Materialien wurden vor Verwendung an der Sterilbank desinfiziert,
um Kontamination zu vermeiden. AnschlieBend wurden die Wellplatten zurlck in den
Brutschrank zur Inkubation Gber 24 Stunden gegeben. Am folgenden Tag erfolgten die
Begutachtung und die Aufnahmen der Zellen an der Fluoreszenzkamera. Die nukleare
Expression des EGFP-markierten RB1 war deutlich erkennbar, so dass die Zellen nun

flr die immunhistochemische Farbung prapariert werden konnten.

Anfertigung der Zellpellets

Die Praparation der Zellen bestand in den Schritten der Fixation, um autolytische
Vorgange auszuschalten und die Zellstrukturen zu stabilisieren, der Entwasserung, der
Einbettung in Paraffin sowie schlieBlich der Herstellung von Schnitten zur Farbung
(111).

Die Anfertigung der Zellpellets erfolgte, indem die Zellen, die an der Wellplatte
adharierten, zunachst mit einem Zellschaber abgelést wurden. AnschlieBend wurde
das Medium mitsamt den Zellen in je ein Falcon-Rdéhrchen pro Zellreihe Uberfihrt.
Darauf folgte eine Zentrifugation bei 1500 rpm Uber 7 Min. Das Gberstehende Medium
wurde abgesaugt und die Zellen in 5 ml sterilfiltrierter Phosphate-buffered Saline (PBS)
zur Waschung resuspendiert. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation wie oben
und ein erneuter Zusatz von 5 ml PBS mit Resuspension und Zentrifugation. Die
Zellpellets waren sehr klein bei nur geringer Zellausbeute und mutmaBlichen
Zellverlust wahrend der Herstellung, so dass die Pellets in Eppendorfgefa3e tberfihrt

wurden.

FiOr die Fixation und Einbettung wurden Formalin, Alkohol, Xylol und Paraffin

verwendet. Bevor das Protokoll dargestellt wird, soll in diesem Abschnitt kurz das
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Prinzip erldutert werden. Beim Formalin handelt es sich um ein nicht-koagulierendes
Fixans, das zu einer Stabilisierung fihrt, indem es Quervernetzungen zwischen den
Proteinen herstellt. Der Alkohol ist ein koagulierendes Fixans, das den Zellen Wasser
entzieht, dadurch zu einer Denaturierung und so zur weiteren Fixierung (111) fahrt.
Weil Alkohol die Schneidbarkeit des Gewebes herabsetzt und einen fir die
Lichtmikroskopie unglnstigen Brechungsindex hat, muss der Alkohol entfernt werden,
bevor die Einbettung in Paraffin stattfindet. Als Medium wird hier Xylol verwendet, das
sich gut mit dem Alkohol mischt und diesen schrittweise in den Zellen verdinnt.
GleichermaBen gut mischt es sich mit dem Paraffin, so dass es durch dieses
schlieBlich selbst ausgewaschen wird. Dabei dringt das Paraffin bis in die Zellen hinein
und fillt sie aus® (111). Die Einbettung in Paraffin dient neben der Mdglichkeit zur
langerfristigen Aufbewahrung auch der Schneidbarkeit des Gewebes oder wie an

dieser Stelle der Zellpellets.

Einbettung in Paraffin

Protokoll 1: Die Fixation erfolgte nach Absaugen des PBS fiir 1 Stunde in 4%igem
Formalin und anschlieBend 12 Stunden Uber Nacht in 1%igem Formalin. Die Zellen
wurden anschlieBend bei 3000 rpm fir 10 Min abzentrifugiert und das Uberstehende
Formalin verworfen. Es erfolgte dann die Resuspension in 1 ml Leitungswasser und
die erneute Zentrifugation bei 3000 rpm Uber 10 Min. Dieser Waschvorgang mit
Leitungswasser wurde nochmals wiederholt. AnschlieBend wurden die Pellets in einer
aufsteigenden Alkohol-Reihe in je einem Milliliter 70%-, 80%-, 90%- und in 100%igem
Ethanol resuspendiert und auf einem Schuttelinkubator 1 Stunde inkubiert. Nach jeder
Inkubation erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 3000 rpm Uber 10 Min. Als Nachstes
fand das Auswaschen des Alkohols mittels Xylol statt, wobei die Pellets zunachst eine
Stunde in 1 ml Xylol inkubierten und anschlieBend Uber Nacht in einem frischen
Xylolbad. Dieses Vorgehen flihrte zu einer weiteren Schrumpfung der Pellets, so dass
diese fast kaum mehr sichtbar waren. Die Einbettung in Paraffin fand in 3 je 2-
stiindigen Einbettungsschritten bei 60°C statt, wobei das erwarmte Paraffin, mit dem

sich das Xylol mischt, jeweils abpipettiert und erneuert wurde. AnschlieBend wurde

8 Lang G. Histotechnik. Praxislehrbuch fiir die Biomedizinische Analytik. 2. iberarbeitete Auflage. Wien:
Springer; 2013. S 47.
9 ebenda, S.106 ff.
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das Pellet in einer Einbettkammer ausgerichtet, die verschlossen und mit Paraffin
ausgegossen wurde und dann fir 30 Min auf der Eisplatte aushartete. Mit Hilfe des
Mikrotoms wurden 2 pm dicke Schnitte von den Bldécken erzeugt und in einem warmen

Wasserbad auf Objekttrager gezogen, die im Brutschrank trockneten.

Protokoll 2: Aufgrund des oben beschriebenen Problems, dass die Zellpellets nach
Ernten und Waschen sehr klein waren und im Einbettungsprozess erwartungsgeman
weiter geschrumpft waren, war die Ausbeute an brauchbaren Schnitten sehr klein, so
dass neue Zellkulturen hergestellt wurden, die abermals nach oben dem aufgefiihrten
Protokoll mit dem RB1-EGFP Plasmid transfiziert wurden. Die Herstellung der
Zellpellets erfolgte ebenfalls wie oben beschrieben, es wurde lediglich ein
Einbettprotokoll verwendet, das auf Xylol verzichtet. Das fir die automatische
Einbettung geltende Protokoll wurde Riedelsheimer et al. (112) enthommen und in
dieser Arbeit fir die manuelle Einbettung verwendet. Fir die Entwasserung wurde eine
aufsteigende Alkoholreihe mit Isopropanol verwendet. Die Inkubationszeiten lauteten:
70% lIsopropanol fir 1,5 Stunden, 90% fur 1,5 Stunden sowie dreimal 100% flr je eine
Stunde. Die Inkubationsbedingungen waren dieselben wie in Protokoll 1 mittels
Schittelinkubator, wobei die letzte Inkubation bei 50° stattfand. Nach Riedelsheimer
et al. (112) hartet Isopropanol die Zellen weniger aus im Vergleich zu Ethanol und Xylol
und kann im Gegensatz zu Ethanol direkt mit Paraffin ausgewaschen werden, weil es
sich damit mischt. Nach der Alkoholreihe erfolgte eine Inkubation mit einer zunachst
50°C warmen Isopropanol-Paraffin-Mischung im Verhaltnis 1:1 fiir eine Stunde, dann
zwei weitere Inkubationen mit je frischem Paraffin flr eine und anschlieBend fir 2
Stunden bei jeweils 60°C. Die restlichen Schritte glichen denen in Protokoll 1. Im
Ergebnis wurden so geeignete Schnitte fir die Immunhistochemie generiert.

Farbung von Testgewebe zur Ermittlung der minimalen Antikérper-
Konzentration

Bevor die immunhistochemische Farbung an den Zellpellets und spater den TMAs
stattfinden konnte, musste zunachst die Konzentration des Primarantikdrpers gegen
RB1 fir die manuelle Farbung mithilfe einer Verdinnungsreihe anhand von

Probeschnitten ermittelt werden. Um Ressourcen zu sparen, ist es von groBer
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Bedeutung, nur so viel von dem Antikdrper zu verwenden wie nétig, um eine deutliche,

aber spezifische Farbung zu erzielen.

Der Primarantikérper wurde daher an Referenzgewebe getestet, in welchem nach
Proteinatlas die RB1-Expression bekannt war (105, 106, 118). In dieser Studie wurden
dazu Schnitte aus der Tonsilla palatina verwendet. Die Verdiinnungsempfehlung fir
den Primarantikbrper geman Herstellerangabe lautete fir die Immunhistochemie an
FFPE-Material 1:50-1:100. In dieser Arbeit wurde eine Verdlnnungsreihe in den
Stufen 1:100, 1:200 und 1:400 an Schnitten aus Tonsillengewebe getestet.

Pro Verdinnung aus der Verdinnungsreihe wurde jeweils ein Schnitt geféarbt. Die
minimale Konzentration, die eine deutliche, aber spezifische Farbung erzielte (hier
1:400) wurde anschlieBend ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte nach dem Vier-Augen-
Prinzip durch die Doktorandin unter der Supervision einer Pathologin.

Immunhistochemische Farbung der Schnitte aus den Zellpellets

Um die Antikérperetablierung abzuschlieBen, wurden nun die Schnitte der Zellpellets,
in denen RB1 nuklear Uberexprimiert war, mit der Verdinnung 1:400 gefarbt. Die
Zellen zeigten in den fluoreszenzmikroskopischen Bildern eine starke nukleare

Braunfarbung, im Gegensatz zu den Zellen, in denen RB1 nicht Gberexprimiert war.

3.5.2 Immunhistochemisches Verfahren und Farbeprotokoll

Mittels Immunhistochemie lasst sich die Expressionsdichte und -lokalisation von
Proteinen an Geweben nachweisen. Das Prinzip besteht darin, dass man einen
Primarantikbrper gegen das nachzuweisende Antigen, in diesem Falle RB1, dem
Gewebe zugibt. AnschlieBend erfolgt die Zugabe eines Sekundéarantikdrpers gegen
ein Epitop des Primarantikdrpers. An dem Sekundarantikdrper ist ein Reagenz
gekoppelt, an welches ein in einem weiteren Schritt zugegebenes Chromogen binden
kann, das im Rahmen einer enzymatisch katalysierten Reaktion zu einem geféarbten
Produkt fiihrt (111)'%. Abh&ngig von der Art des Chromogens entsteht dann wie in

diesem Fall eine starke Braunfarbung des Antigen-Antikérper-Komplexes, so dass die

9 Lang G. Histotechnik. Praxislehrbuch fiir die Biomedizinische Analytik. 2. liberarbeitete Auflage. Wien:
Springer; 2013. S. 270.
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Expressionsdichte entweder direkt unter dem Lichtmikroskop oder anhand von Scans
am Computerbildschirm bzw. wie in dieser Arbeit mittels der Software HALO®
(IndicaLab, USA) beurteilt werden kann. Um die Zellen sichtbar zu machen, die
immunnegativ sind, die also das Antigen nicht exprimieren oder zumindest nicht in
nachweisbaren Levels, verwendet man eine sogenannte Gegenfarbung. In dieser
Studie wurde dazu Hamatoxylin verwendet. Es gibt verschiedene Systeme zur
Sichtbarmachung des Immunkomplexes. Hier wurde das Dako REAL™ Envision™
System (K5007) verwendet.

Protokoll der manuellen Farbung

Fir die Farbung wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten bzw. mit den
geschnittenen Zellpellets und spéater den TMAs zunachst zweimal fur jeweils 10 Min
zur Entparaffinisierung in ein Xylolbad gestellt und anschlieBend kurz in frisches Xylol
getaucht. Dann erfolgte eine absteigende Isopropanol-Reihe (100%, 100%, 96%, 96%,
70%, 50%) fur jeweils finf Min, um eine Rehydrierung des Gewebes zu erreichen.
Nach dem Rehydrieren erfolgte das Antigen-Retrieval. Hierzu wurden die Objekttrager
fir 20 Min in Klvetten mit dem bereits vorgeheizten TRIS-Puffer (pH 9) in den
Dampfgarer gestellt. Nach dem Hitze-Retrieval wurden die noch heiBen entdeckelten
Kivetten mit den Objekttragern flr 15 Min in ein Wasserbad zur AbkUhlung Uberfiihrt,
sodass das Gewebe bzw. spéater die Schnitte aus den Zellpellets und TMAs flir diesen
Zeitraum im TRIS-Puffer verblieben. Um die Rickstande des TRIS-Puffers zu
entfernen, wurden die Objekttrager fir 5 Min in Dako-Waschpuffer gestellt.
AnschlieBend erfolgte das Umranden des Gewebes bzw. der Zellpellets und TMAs
mittels eines Dako-Stiftes (REF S2002, LOT 2003 9423), damit die bei der Farbung

verwendeten Reagenzien nicht auf dem Objekttrager verliefen.

Um sicherzustellen, dass die entstehende Farbereaktion nicht unspezifisch ist, musste
das Gewebe vorbehandelt werden, bevor die Inkubation mit dem Primarantikérper
erfolgen konnte. Die spatere Farbereaktion ist katalysiert durch eine Peroxidase, die
in dem Envision™-Reagenz enthalten ist. Die gewebeeigene Peroxidase muss folglich
zuvor inaktiviert werden, damit es nicht zu einer unspezifischen Hintergrundfarbung
kommt. Hierzu wurde das Gewebe zun&chst fir 5 Min mit einer Peroxidase Blocking
Solution (Dako Real™ Code S2023, LOT 2002 4138) inkubiert. AnschlieBend erfolgte
eine Waschung mittels Waschpuffer. Damit der Primarantikdrper nicht unspezifisch an
Epitope der Gbrigen Proteine bindet, was ebenfalls zu einer unspezifischen Farbung
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fihren wirde, missen diese durch ein Reagenz blockiert werden, welches mittels dem
serumfreien ready-to-use Protein Block von Dako (Code X0909, LOT 10120848) fir
die Dauer von 15 Min erfolgte. Auch dieser wurde mittels Waschpuffer entfernt.

Nun war das Gewebe ausreichend vorbereitet fir die Inkubation mit der
Primarantikdrperlésung. Da der Anti-RB1-Antikérper in hochkonzentrierter Form
vorlag, wurde er zunachst zu einer Antikérperlésung (Konzentration 1:400) mithilfe des
Dako REAL™ Antibody Diluent (52022, LOT 20030606) verdinnt und auf das zu
farbende Gewebe bzw. auf die Zellpellets pipettiert. Es erfolgte eine Inkubation Uber
60 Min. Nur die Negativkontrollen wurden ausgespart, um einen Vergleich zum allein
mit Hamatoxylin gefarbten Gewebe herstellen zu kénnen. Nach Abspllen des
Primarantikbrpers wurde das Dako REAL™ EnVisionT™ HRP, Rabbit/Mouse
Reagenz (K5007, LOT 00061951) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Dextran,
das mit einer Peroxidase und einem in Ziegen hergestellten Sekundarantikérper
gekoppelt ist. Dieses Reagenz lasst sich sowohl bei in Mausen als auch in Kaninchen
hergestellten Primarantikbrpern anwenden. Die Inkubation erfolgte Gber 20 Min. Nach
Abspulen mittels Dako-Waschpuffer inkubierte die mit Wasserstoffperoxid-haltigen
Dako REAL™ Substratpuffer (5007, LOT 20024970) verdinnte Diaminobenzidin-
Lésung (Dako REAL™ DAB + Chromogen, X50, K5007, LOT20024970), die das
Chromogen zur Farbreaktion enthalt, fir 5 Min. Nach 5-minitigem Abspulen mittels
Waschpuffer erfolgte die Gegenfarbung der Zellkerne in Dako REAL™ Hamatoxylin
(52020, LOT 20039974). Daraufhin wurden die Objekttrager 10 Min in Leitungswasser
gewassert und es erfolgte die aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydrierung fir jeweils
5 Min und ein zweimaliges 10-mindtiges Xylolbad. Mit Hilfe von Eukitt® wurden die
Objekttrager schlieBlich eingedeckelt und unter dem Abzug getrocknet. Dieses
Protokoll mit seinen Reagenzien wurde eigentlich flir die Farbung mittels
Farbeautomaten (Autostainer) entwickelt. In dieser Arbeit wurde es jedoch zur

manuellen Farbung an einer Farbebank verwendet.

Protokoll der automatischen Farbung

Das fir die automatische Farbung verwendete Programm erfordert ebenfalls eine
Vorbereitung der TMAs bis einschlieBlich des Antigen-Retrievals; allerdings weicht das
Protokoll etwas von dem der manuellen Farbung ab. Auch hier fand zunachst das
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Entparaffinieren in einem 20-minutigen Xylolbad und ein anschlieBendes Rehydrieren
in einer absteigenden Alkoholreihe mit Ethanol statt (2 x 100%, 2 x 96%, 1 x 70%, 1 x
50% fir jeweils 3 Min). Das Antigen-Retrieval erfolgte in TRIS Puffer pH 9 (p16'NK4a
und Cyclin-D1 jeweils fir 30 Min, p53 fur 20 Min) im Dampfgarer. Nach dem Abkuhlen
konnten die Objekttrager in den Autostainer geladen werden. Die Primé&rantikGrper
gegen die Proteine p53, p16 'NK4a und Cyclin-D1 waren Ready-To-Use-Produkte und
enthielten den Proteinblock bereits, so dass dieser Schritt entfiel. Es erfolgte zunachst
flr 5 Min die Blockierung der endogenen Peroxidase (EnVision™ Peroxidase Blocking
Reagent, SM 801, LOT 20036479). Nach dem Spulvorgang erfolgte die Inkubation mit
dem Primarantikdrper (p16'NK4a fiir 30 Min, p53 fir 20 Min, Cyclin-D1 fir 30 Min). Es
war dabei nicht erforderlich, eine bestimmte Verdlinnungsstufe herzustellen, weil es
sich nicht um ein Konzentrat wie bei dem Anti-RB1-Antikérper handelt, sondern um
Ready-To-Use-Reagenzien. Abweichend vom Protokoll zur manuellen Farbung wurde
im nachsten Schritt ein Reagenz verwendet, das zur Amplifikation der Farbung fihrt
und optional mit dem hier verwendeten Kit eingesetzt werden kann (EnVision™FLEX
+ Mouse Linker SM 804 LOT 20036333 bzw. fiir Cyclin-D1 EnVision™ FLEX + Rabbit
Linker DM 825 LOT 20035799). Dieses inkubierte fir 15 Min nach Abspilen des
Primarantikérpers. Nach weiterem Spllen erfolgte die Inkubation mit dem den
Sekundarantikérper enthaltenden EnVision™ FLEX/HRP (SM 802 LOT 20036375) fir
20 Min. Auch dieses wurde abgespult und es erfolgte ebenfalls abweichend von dem
oben beschriebenen Protokoll zweimalig eine finfmindtige Inkubation mit der das
Chromogen enthaltenden Lésung (EnVision™ FLEX DAB + Chromogen DM 827 LOT
20037580 in EnVision™ FLEX Substrate Buffer SM 803). Die Gegenfarbung mittels
Hamatoxylin (S2020, LOT 20024137) erfolgte nach einem weiteren Spulvorgang flr
3 Min. Nach ausgiebigem Spulvorgang mit Wasser wurden die Objekttrager aus dem
Autostainer entnommen und wie oben in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert
und nach dem Xylolbad flr die Lichtmikroskopie eingedeckelt.

3.6 Analyse der Antigenexpression und Festlegung der Trennwerte

In der Tumordatenbank war der H-Score vorgesehen, der die Anteile der gefarbten
Zellen nach Farbeintensitat gewichtet. Dieser ist insbesondere im Bereich des EGF-

Rezeptors (113) und bei Hormonrezeptoren (114) als zu untersuchendes Antigen
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beschrieben. Da aber flr die hier untersuchten Proteine in der Literatur keine
Gewichtung nach Farbeintensitat vorgenommen wurde, wird in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls nicht nach Farbeintensitat gewichtet, sondern lediglich der Anteil
immunreaktiver Zellen am angetroffenen Tumoranteil betrachtet. Der Nachteil des H-
Scores ist, dass ein Score von 1 viele immunreaktive Zellkerne beinhalten kann, wenn
diese vergleichsweise schwach gefarbt sind und der Anteil an moderat und stark
gefarbten Zellen gering ist. Bei Antigenen wie p53, das normalerweise nicht
detektierbar exprimiert wird (11), wilrde eine Uberexpression daher maglicherweise
falsch klassifiziert werden. Daher wurde auf die Verwendung des H-Scores verzichtet.

Es galt im Folgenden festzulegen, ab welchem Cut-off-Wert eine Uberexpression bzw.
ein Expressionsverlust besteht. Hierzu wurden fir jedes Antigen gesunde
Mundschleimhaut als Referenz gefarbt und ausgewertet. Gesunde Oropharynx-
Schleimhaut war nicht erhaltlich. AuBerdem wurden zum Vergleich die Trennwerte aus
anderen Studien herangezogen:

Plath et al. (63) haben in ihrer Untersuchung der vier Zellzyklusproteine p16'NK4a RB1,
Cyclin-D1 und p53 als Surrogatmarker fir eine HPV-Beteiligung den Cut-off-Wert fiir
eine starke p16'NK4a -Expression bei >70% und fiir die anderen drei Proteine bei >25%
definiert. Das Outcomeihrer Studie wurde in der Literaturdiskussion bereits dargestellt.
Lu et al. (74) haben fur alle 4 Proteine hingegen einen Cut-off von 50% der Kerne

festgelegt.

Fur p16'NK4a pesteht Einigkeit darliber, dass eine starke nukledre und zytoplasmatische
Expression von 70% der Zellen als positiv angenommen wird (63, 81, 115). Jordan et
al. (116) haben fiir die Bewertung von p16/Nk4a den H-Score verwendet, wobei ein
Score von 3 intensiv gefarbten p16/NK4a-positiven Tumoren entsprach. Zugleich
verwendeten sie den Standard von mindestens 70% stark nuklear und zytoplasmatisch

gefarbter Tumorzellen.

Shin et al. (79) haben in ihrer oben bereits zitierten Studie den Cut-offWert fir eine
p53-Positivitat bei > 10% der Kerne gesetzt, da sie feststellten, dass ein Cut-offWert
mit hdheren Werten die Signifikanz senkte. Sie unterschieden demnach zwei Gruppen
in ihrer Studie, wobei die p53-positive Gruppe mindestens 10% oder mehr positive
Kerne zeigte und die p53-negative Gruppe weniger als 10% gefarbte Zellen zeigte.
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Vergleicht man den Cut-off-Wert mit dem von Plath (63) und Lu (74), ist die Literatur
also nicht eindeutig.

In einer Meta-Analyse fur Cyclin-D1 als Prognosemarker in Kopf-Hals-Tumoren haben
Gioacchini et al. (83) unterschiedliche Cut-offWerte fir die Cyclin-D1-Positivitat
gefunden. Sie variierten in den untersuchten Studien zwischen > 1% und > 50%
immunreaktive Zellkerne. Die Vergleichbarkeit der Studien gestaltet sich bei dem
hohen Maf3 an Heterogenitat der verwendeten Antikérper, Farbeprotokolle und Cut-
off-Werte schwierig. Akervall et al. (72) definieren eine Cyclin-D1-Uberexpression als
>50% der Tumorzellen.

Fir RB1 besteht ebenfalls keine Einigkeit Gber den Cut-offWert. Kunz et al. definieren
die Expression als pathologisch, wenn weniger als 95% der Tumorzellkerne
immunreaktiv sind (117). Wie oben bereits beschrieben, definieren Lu et al. (74) die
RB1-Positivitat bei immunreaktiver Farbung von mindestens 50% der Kerne und Plath
et al. (63) nehmen auch hier eine Positivitdt bereits ab 25% der Kerne an. Der
Proteinatlas findet im Plattenepithel der Tonsilla palatina eine starke immunreaktive
Farbung und definiert diese bei >75% (105, 118). Holzinger definiert in ihrer
Dissertation wie Kunz et al. (117) einen Expressionsverlust als die pathologische Form
und definiert eine physiologische RB1-Expression mit einem Score von 2, wobei dieser
nur qualitativ ist, d.h. nicht wie die anderen Autoren den Anteil gefarbter Zellen definiert

(11).

Die in dieser Arbeit ausgewerteten Referenzschnitte aus gesunder Mundschleimhaut
(siehe Anhang, Abb. A2 A und B -A5 A und B) beinhalten folgende Anteile gefarbter
Zellen: p16/NK4a 269%, RB1 80%, p53 14%, Cyclin-D1 63%. In Zusammenschau mit den
oben aufgefihrten Literaturwerten werden folgende Trennwerte fUr eine

Uberexpression bzw. einen Expressionsverlust festgelegt (s. Tab. 1).

Tabelle 1: Trennwerte (Cut-off-Werte) fiir Uberexpression bzw. Expressionsverlust

Protein Trennwerte (%)
RB1 75% nuklear
p53 14 % nukleér
p16!NK4a 70% nuklear + zytoplasmatisch
Cyclin-D1 60% nuklear
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Nachfolgend werden fiir p16'NK42 Tumoren mit mindestens 70% nukledr und
zytoplasmatisch deutlich immunreaktiver Zellen auch als p16'Nk4a-positiv im Sinne der
8. Auflage der TNM-Klassifikation (kurz: p16™NX42-positiv) bezeichnet.

3.7 Datenerhebung

AnschlieBend erfolgte die Erfassung der klinischen Patientendaten und der
Tumordaten. Diese wurden auf der Grundlage der Patientenakten, insbesondere der
Anésthesieprotokolle, Pathologieberichte und Arztbriefe, erhoben. Letztere schlossen
auch die vorliegenden CT-/MRT-Berichte ein. Die Todesdaten wurden der
elektronischen Patientenakte entnommen bzw. beim Krebsregister Rheinland-Pfalz
erfragt, sofern diese fehlten bzw. Gber den Beobachtungszeitraum hinaus kein in der
Kliniks-Software dokumentierter Kontakt mit dem Patienten mehr stattgefunden hatte.
Die Daten wurden anonymisiert in die Tumordatenbank (TuBa) der Klinik fir Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde sowie der Institute flir Pathologie und Bioinformatik der
Universitatsmedizin Mainz bzw. der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (104, 119-
121) eingegeben und anschlieBend exportiert. Diese Daten umfassten den Stand
Dezember 2016. Im Juli 2019 wurde eine Revision der aus der TuBa exportierten
Daten durchgefthrt, um den Nachbeobachtungszeitraum auszudehnen. Die Revision
umfasste auch eine Spezifikation der Tumorlokalisation anhand der
Operationsberichte, da die Angaben in der oben genannten Tumordatenbank hierzu
oft ungenau waren, d.h. bspw. lediglich die Angabe ,Oropharynx“ enthielten. Dartber
hinaus erfolgte die Dateneingabe in die Tumordatenbank durch mehrere Doktoranden,
die ihre Studien an den gleichen bzw. (berlappenden Patientenkollektiven
durchfihrten. Zwischen den Doktoranden bestand keinerlei Konsens hinsichtlich der
Begriffsdefinitionen. Die Beurteilung des Krankheitsverlaufs war flr die anderen
Doktoranden nicht relevant. AuBerdem fehlten teils Angaben zu Progressen (loko-
regionaren Rezidiven, Fernmetastasen, Zweittumoren), die im Rahmen der Revision
erganzt wurden. Damit entsprechen die dieser Studie zugrundeliegenden Daten nur
zum Teil denen der Tumordatenbank ,TuBa“.

Die fir diese Studie relevanten erhobenen Daten aus den Patientenakten sind:
Geburtsdatum, Geschlecht, Datum der Erstdiagnose, Todesdatum, Datum des letzten
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Kontaktes, KorpergréBe, Gewicht, Leber-, Nierenerkrankung, Diabetes mellitus,
Alkoholkonsum, Raucher (ja/nein), Tumordaten (Tumorart, -lokalisation,
-sublokalisation, Datum der Diagnose jeweils flir den Primartumor und jeden einzelnen
Progress im Sinne von loko-regionaren Rezidiven, Zweittumoren, Fernmetastasen), T-
, N-, M-Stadium, Anzahl der Progresse, verstorben (ja/nein), lost to follow-up (ja/nein).
Die TuBa enthalt dariber hinaus noch weitere Angaben (bspw. zur Histologie und
Therapie). Aus diesen Daten wurden der Body-Mass-Index (BMI) und die
Beobachtungsmonate fir das Gesamtiberleben, die Zeit bis zum ersten Progress und
das Uberleben nach dem ersten Progress ermittelt und die entsprechenden Zensuren
angelegt. AuBerdem hinzugefligt wurden die Ergebnisse der immunhistochemischen

Farbungen.

Da es sich in der vorliegenden Studie um eine retrospektive Analyse handelt und die
Lokalisation der Tumoren anhand von OP-Berichten und Histologieberichten ermittelt
wurde, war die Bedingung, dass der Tumor durch 2 cm gesunde Mukosa von dem
Primarius entfernt auftreten musste, um als Zweittumor klassifiziert werden zu kénnen,
selten sicher ermittelbar. Aus diesem Grund wird das etwas strengere zeitliche
Kriterium fir Tumoren, die an derselben Stelle wie der Primarius entstehen, wie bei
Jones et al. auf 5 Jahre festgelegt (88). Hinsichtlich des Abstandes bestand teilweise
Unsicherheit, so dass Falschklassifikationen in dieser Studie nicht ausgeschlossen
werden kdnnen. Ein besonderes Problem flr diese Studie stellten Neoplasien der
Lunge dar, die nach OPSCC auftraten, da hier lediglich die Réntgen-/CT-Befunde im
Rahmen des Stagings und der Nachsorge vorlagen. Die radiologische Bewertung als
entweder Sekundartumor oder pulmonale Filiae wurde daher in die Auswertung
dbernommen. In einigen Fallen konnte radiologisch nicht sicher zwischen den beiden
Entitaten unterschieden werden, so dass diese als Zweittumor DD: Fernmetastase in

die Auswertung eingehen mussten.

Wie im experimentellen Teil beschrieben, erfolgte die immunhistochemische Farbung
der Tumoren anhand von Biopsien, die in Form von TMA angeordnet waren. Die
gefarbten TMAs wurden gescannt und mittels der Software HALO® (Indicalab, Version
v2.0.1145.14) ausgewertet. Das Auswertungsprinzip beruht auf dem Machine
Learning. Die Software wird anhand weniger Cores (Tumorproben) mittels ,Classifier*
trainiert, Tumorzellen, Stromazellen und Hintergrund, sowie mithilfe der ,Settings*
immunreaktive Farbung in den Abstufungen stark, moderat, leicht vs. Hamatoxylin-

44



Gegenfarbung (immunnegative Farbung) zu erkennen. Innerhalb kurzer Zeit wertet
HALO® auf diese Weise standardisiert den gesamten TMA aus und liefert die Anzahl
der in jeder Intensitat (von immunnegativ bis stark gefarbt) vorliegenden Zellen des
interessierenden ,Classifiers”, in diesem Falle ,Tumor“. Die Voraussetzung allerdings
ist eine gewisse Homogenitat der Proben, die hier nicht vorlag. Es gab bspw.
Schwierigkeiten dabei, Lymphozyten und immunnegative Tumorzellen Uber die
verschiedenen Cores hinweg zu unterscheiden bzw. auch immunpositive Immunzellen
und Tumorzellen. Letztlich wurde also jeder Tumorprobe jedes derinsgesamt 16 TMAs
einzeln klassifiziert. Die Settings wurden nach Méglichkeit nicht verdndert, mussten
jedoch bei Vorliegen vieler Erythrozyten oder bei keratinisierenden Tumoren
angepasst werden, weil Erythrozyten und Keratin sonst aufgrund ihres
Brechungsindex als schwach gefarbte Tumorzellen erkannt wurden. Die Auswertung
erfolgte also nicht standardisiert. Die Ergebnisse wurden flr jeden gefarbten Tumor
(Primarius und Progresse) zu den Tumordaten der angelegten Datentabelle
hinzugefligt. Da die Patienten dieser Stichprobe Bestandteil der Stichproben anderer
Doktoranden waren, wurde der durch die Doktorandin der vorliegenden Studie
erhobene p16NK4a-Expressionsstatus an andere Doktoranden weitergegeben und
durch diese in der Auswertung ihrer Fragestellungen verwendet. Dartber hinaus ist er
in einer Publikation verwendet worden (120-122). Die Herkunft der Daten zum
p16'NK4a-Status wurde darin jeweils kenntlich gemacht. Der Expressionsstatus der
dbrigen hier untersuchten Proteine war ausschlieBlich Gegenstand der vorliegenden
Promotionsarbeit.

Die Unterscheidung zwischen schwacher, moderater und starker Farbung erlaubt, wie
oben beschrieben, die Ermittlung bspw. des H-Scores, der eine Gewichtung nach
Farbeintensitat und nicht nur nach Anzahl gefarbter Tumorzellen vornimmt (113) (114).
Da jedoch in der Referenzliteratur nicht nach H-Score ausgewertet wurde, fand der
nach Intensitat gewichtete Score aus Grinden der Vergleichbarkeit hier ebenfalls
keine Anwendung, sondern es wurden die eindeutig immunreaktiven Tumorzellen
ausschlieBlich nach ihrem Anteil an den gesamten Tumorzellen ausgewertet. Das
Ergebnis war also jeweils der Anteil immunreaktiver Tumorzellen an dem in der
Tumorprobe vorliegenden Gesamttumoranteil. Dabei wurde jeweils der Mittelwert
verwendet, da je Protein zwei TMAs ausgewertet wurden. Anhand von
Referenzfarbungen und Literaturwerten wurden fir jedes Protein Cut-off Werte

festgelegt (s. Kap. 3.6), nach denen die Tumoren in die Kategorien Uberexpression
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(ja/nein) fur p16'™NK4a p53 und Cyclin-D1 bzw. Expressionsverlust (ja/nein) fur RB1 in
bindre Variablen Ubersetzt wurden. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit als die
aberranten Expressionsmuster definiert. FUr jedes Protein konnte die
Gesamtstichprobe in zwei Gruppen, d. h. eine mit und eine ohne aberrantes
Expressionsmuster aufgeteilt werden. AuBerdem wurde auf dieser Grundlage die
Expressionskonsistenz fir jeden einzelnen Patienten zwischen Primarius und

Progressen ermittelt.

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mittels der Software SPSS® IBM® Statistics Version
23 durchgefuhrt. Die gesamte statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte
ausschlieBlich explorativ. Es ging bei der Fragestellung also keineswegs um das
Testen von vor Untersuchungsbeginn formulierten Hypothesen. Daher wurde auf die
multiple Testkorrektur verzichtet. Die generierten p-Werte sind aus diesem Grunde bei
Werten von kleiner 0,05 nicht als statistisch signifikant, sondern als statistisch auffallig
zu verstehen bzw. bei Werten von bspw. 0,07 als tendenziell statistisch auffallig. Der
Zusammenhang zwischen den kategorialen Variablen zur Untersuchung der
Expressionskonsistenz, der Patienten- und Tumorcharakteristika sowie des
Krankheitsverlaufes wurden mittels Kreuztabellen ausgewertet. Da je Protein zwei
Expressionsmuster unterschieden wurden, d. h. je Protein zwei Gruppen bestanden,
wurden Tests zur Prifung von Unterschieden durchgefthrt. Fur die bindren Variablen
wurde der exakte Test nach Fisher verwendet und bei den Gbrigen kategorialen
Variablen der Chi?-Test. Die Stichprobe ist insbesondere fir die Proteine RB1, p53
und Cyclin-D1 klein, so dass oftmals die einzelnen Auspragungen, d. h. die einzelnen
Felder der Kreuztabelle, fir den Chi2-Test nicht mit ausreichender Fallzahl besetzt
waren. Die Variablen wurden daher wenn mdglich in binare Variablen transformiert,
um den exakten Test nach Fisher durchfiihren zu kénnen. Flr die beiden metrischen
Variablen ,Alter bei Erstdiagnose® und ,Body-Mass-Index (BMI)“ wurde zunachst mit
Hilfe des Shapiro-Wilk Test und des QQ-Diagramms die Normalverteilung Gberprift
und mit Hilfe des Levene Tests die Varianzhomogenitat. Wo eine Normalverteilung
und eine Varianzhomogenitat vorlagen, wurde der T-Test durchgeflihrt. Lag eine

Normalverteilung, aber keine Varianzhomogenitat vor, wurde die Welch-Anpassung
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verwendet. Lag eine Varianzhomogenitat bei nicht normalverteilten Daten vor, wurde
der Mann-Whitney-U-Test durchgeflhrt. Die EffektstarkemaBe zur Prifung von
Assoziationen (im Weiteren zum Teil auch als Korrelationen bezeichnet) waren
Cohen’s d (d) fir den T-Test bzw. die Welch-Anpassung und ,r* fir den Mann-Whitney-
U-Test. Fur die nominalen Variablen wurde Cramers V (V) als Effekistarkemal
verwendet. Die Berechnung von Cohen’s d und auch die Bewertung der
EffektstarkemaBBe erfolgte mit Hilfe der Webseite www.psychometrica.de (123).

Cramers V wurde dabei wie ,r“ nach Cohen interpretiert (kleiner Effekt: V = 0,1-0,3,
mittlerer Effekt: V = 0,3-0,5, starker Effekt V = 0,5) (124).

Fir die Uberlebenszeitanalyse wurden fiir jeden Patienten und fiir jede der drei
Uberlebenszeitanalysen (Gesamtiiberleben, Zeit bis zum ersten Progress, Uberleben
nach dem ersten Progress) die Monate unter Beobachtung ermittelt. Flr das
Gesamtlberleben und die Zeit bis zum ersten Progress wurden die
Beobachtungsmonate ab Zeitpunkt der Erstdiagnose berechnet. Fiir das Uberleben
nach dem ersten Progress war das Datum des ersten Progresses der Start der
Berechnungen. Danach wurden fir die verschiedenen Analysen jeweils die Ereignisse
(Tod fiir das Gesamtiiberleben und fiir das Uberleben nach dem ersten Progress,
sowie Progress flir die Zeit bis zum ersten Progress) definiert. Die Analyse der Zeit bis
zum ersten Progress (Time To Progression) umfasst alle Patienten, die einen
Progress, definiert als loko-regionaren Progress, Fernmetastasen oder Zweittumoren
erleiden, unabhangig davon, ob sie nach der Therapie des Primarius krankheitsfrei
waren oder lediglich krankheitsstabil. Der Grund firr diese Definition besteht darin, die
Stichprobe nicht noch weiter zu verkleinern. Das ist auch der Grund daflr, dass
Zweittumoren als Krankheitsprogress definiert werden, auch wenn hiermit nicht
ausschlieBlich Zweittumoren des Kopf-Hals-Bereiches gemeint sind. Zensiert in dieser
Analyse wurden ausgeschiedene sowie verstorbene Patienten. Es ist daher nicht das
progressionsfreie Uberleben, das in dieser Arbeit analysiert wird, da bei diesem
Patienten, die versterben, nicht zensiert werden. Beide, sowohl das progressionsfreie
Uberleben als auch die Zeit bis zum Progress, werden in klinischen Studien teils als
Surrogat fiir das Gesamtiberleben verwendet (125, 126), wobei nach der U.S. Food
and Drug Administration (FDA) das progressionsfreie Uberleben besser mit dem
Gesamtiberleben korreliert (127). Da das Gesamtlberleben in der vorliegenden
Studie ebenfalls untersucht wird, bedarf es hierfir keines Surrogat-Parameters,

sondern es interessiert im Speziellen die Progressrate. Wenn man den Endpunkt Tod
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als Krankheitsprogress versteht, dann ist dieser in dieser Analyse nicht enthalten.
Diese Entscheidung beruhte auf dem Umstand, dass die Todesursache in vielen

Fallen nicht ermittelbar war.

Es wurden zun&chst sowohl flr die Proteine p16'NK4a RB1, p53 und Cyclin-D1 als auch
fir alle als Confounder infrage kommenden Kovariablen (Geschlecht, Altersgruppe,
BMI, Raucheranamnese, Alkoholanamnese, Lebererkrankung, Nierenerkrankung,
Diabetes mellitus, T-, N-, M-Stadium) Kaplan-Meier Kurven und ein Log Rank Test zur
Ermittlung von Unterschieden in der jeweiligen Uberlebenszeit durchgefiihrt. Um den
Einfluss der einzelnen Proteine auf das jeweilige Uberleben zu ermitteln, wurden
auBerdem univariable Cox-Regressionen berechnet, um die Hazard Ratio als
Effektstarkemal3 zu erhalten. Um festzustellen, ob sich der Effekt nach Bereinigung
durch die Effekte der Kovariablen noch nachweisen lie oder Effekte aufgedeckt
werden, die sich in den univariablen Regressionsmodellen nicht zeigten, wurden nach
Ausschluss der Multikollinearitat multivariate Cox-Regressionen durchgefihrt. Die
Schwierigkeit bestand darin, dass die Fallzahl sehr gering ist, so dass nicht jeweils ein
groBes Modell berechnet werden konnte, sondern pro Protein und pro
Uberlebenszeitanalyse mehrere kleine Modelle gerechnet werden mussten. Gaus und
Muche geben zehn unzensierte Félle als Mindestanzahl pro Variable, nach der
kontrolliert wird, an, so dass die hier berechneten Modelle Uberwiegend bifaktoriell
waren'' (128). Jedes Protein wurde also pro Modell nach einer Kontrollvariable
adjustiert. Die Modelle selbst, sowie auch die Hazard Ratios mussten zumindest
tendenziell statistisch auffallig sein, damit der betreffenden Variable ein Effekt

zugeschrieben werden konnte.

1 Gaus W, Muche, R. . Medizinische Statistik. Angewandte Biometrie fiir Arzte und Gesundheitsberufe.
2. Auflage. Stuttgart: Schattauer; 2017. S.385.
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4 Ergebnisse

4.1 Expressionskonsistenz der Zellzyklusproteine in den
Progressen

In einer Vielzahl der Falle konnte nicht Gewebe aus dem Primarius selbst, sondern
ausschlieBlich Material aus initialen Lymphknotemetastasen im Rahmen der Neck
Dissection oder Progressen fir die Studie zur Verfligung gestellt werden. Weil ein
maligner Tumor eine klonal heterogene Erkrankung ist (129, 130), kann nicht davon
ausgegangen werden, dass die Proteinexpression in den Progressen, denen des
Primarius entspricht. In einem ersten Schritt wurden daher die Expressionsmuster im
Primarius mit denen in den Progressen verglichen. Hierflir wurde die binare Variable
.Expressionskonsistenz ja/nein“ erstellt. Fir diese Frage wurden nur Félle
ausgewertet, in denen neben dem Primarius noch Material aus Rezidiven oder
Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen vorlag. Die Anzahl der Falle unterschied sich
fir jedes Protein, weil die TMAs nicht alle gleichermafBen vollstandig waren. Es zeigte
sich fir p16/NK4a gine 100%ige Konsistenz des p16NK4a-Status (27 von 27) in den
Progressen. In nur einem Fall (Fall 8) zeigte die Lymphknotenmetastase keine
p16/NK4a-Expression bei 80% allein nuklearer p16NK4a-Immunreaktivitat im Primarius.
Da jedoch ein positiver p16'NK4a _Status hier definiert ist als nukleare UND
zytoplasmatische Expression, wird auch dieser Fall in Bezug auf den p16NK4a-Status
als konsistent bewertet, d. h. konsistent im Sinne von p16NK4a-negativ. Am
schwéchsten war die Expressionskonsistenz fir p53, bei dem nur in 68% der Falle (17
von 25) das Expressionsmuster in den Progressen dem des Primarius entsprach. RB1
wurde in 76,9 % (20 von 26) und Cyclin-D1 in 75,9% (22 von 29) in den Folgetumoren
gleichsinnig exprimiert (s. Tab. 2).

Tabelle 2 Expressionskonsistenz in den Progressen im Vergleich zum Primarius

Als Progress wurden loko-regiondre Rezidive (LRR), Lymphknoten-(LK)-Metastasen und
Fernmetastasen (DM) erfasst.

Protein Konsistenz Anzahl Falle (%)
p16N<ea ja 27/27 (100,0 %)
nein 0 (0,0 %)
RB1 ja 20/26 (76,9 %)
nein 6/26 (23,1 %)
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p53 ja 17/25 (68,0 %)

nein 8/25 (32,0 %)
Cyclin-D1 ja 22/29 (75,9 %)
nein 7/29 (24,1 %)

Die Inkonsistenz der Expression von RB1, p53 und Cyclin-D1 bestand auch beim
alleinigen Vergleich von Primarius und den regionalen Lymphknotenmetastasen (s.
Tab. 3).

Tabelle 3: Expressionskonsistenz der Zellzyklusproteine in den regionalen Lymphknoten-(LK)-
Metastasen im Vergleich zum Primarius

Protein Konsistenz Anzahl der Félle %
RB1 ja 14/17 82,35 %
nein 3/17 17,65 %
p53 ja 9/16 56,25 %
nein 7/16 43,75 %
Cyclin-D1 ja 15/20 75,0 %
nein 5/20 25,0 %

Aufgrund dieser Daten wurden fir die weitere Studie nur im Fall von p16'NK4a die
immunhistochemischen Daten aus den Progressen stellvertretend flr den Primarius
verwendet, so dass fur dieses Protein aufgrund des fehlenden Tumormaterials keine
wesentlichen EinbuBen in der Fallzahl fir die Studie entstanden und die Ermittlung
des HPV-Status fir die gesamte Stichprobe sichergestellt war. Hinsichtlich der
anderen Proteine konnten die Analysen nur fUr die Falle durchgeflhrt werden, in denen
der Primarius vorlag. lhre Fallzahl wurde dadurch deutlich reduziert.

Expressionskonsistenz nach p16'Nk4a-Status

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Expressionskonsistenz von RB1, p53
und Cyclin-D1 mit dem p16'NK4a-Status korreliert. Es lasst sich die Frage stellen, ob die
HPV-induzierte Kanzerogenese konsistentere Expressionsmuster zeigt, weil hier
weniger Mutationen, sondern die Inaktivierung von Proteinen der Pathogenese
zugrunde liegt. Um diese Frage zu beantworten, wurden die Expressionskonsistenzen

in einer Kreuztabelle auf den p16'N%4a -Status bezogen (Tabelle 4). Sie geben bis auf
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eine Ausnahme keinen Hinweis auf eine Tendenz, dass sich konsistente
Expressionsmuster in der p16NK4a-positiven Gruppe hauften. Bei duBerst geringer
Fallzahl ist ein statistisch auffélliger Unterschied (p=0,008) nur bei Cyclin-D1
angesiedelt, welches in der p16'NK4a-positiven Gruppe ausschlieBlich ein konsistentes
Expressionsmuster in den Progressen bezogen auf das des Primarius zeigt. Die
Effektstarke (V=0,508) ist hier auch am héchsten. Die Durchfihrung eines statistischen
Tests zur Ermittlung eines Unterschiedes steht bei derart geringen Fallzahlen
grundsatzlich infrage. Vielmehr ging es um die Ermittlung des EffekistarkemaBes
Cramers V zur Prufung von Korrelationen. Zusammenfassend kénnte also ein positiver
p16'NK4a _Status mit einer konsistenten Cyclin-D1-Expression korrelieren. Hierbei
wurde noch nicht die Art des Expressionsmusters im Sinne von normaler Expression
vs. Uberexpression unterschieden, sondern es wurde lediglich betrachtet, ob das im

Primarius vorliegende Expressionsmuster sich in den Progressen wiederfindet.

Tabelle 4: Expressionskonsistenz in Abhdngigkeit vom p16'Nk4a-Status

p16INK4a-Status

Protein Konsistenz positiv negativ Test (Effekistarke)
RB1-Konsistenz ja Anzahl (Zeilen %) 9 (45,0 %) 11 (55,0 %) FEX p=0,170
nein Anzahl (Zeilen %) 5 (83,3 %) 1(16,7 %) (v=0,324)
p53-Konsistenz ja Anzahl (Zeilen %) 7 (41,2 %) 10 (58,8 %) FEX p=1,000
nein Anzahl (Zeilen %) 4 (50,0 %) 4 (50,0 %) (vV=0,083)
Cyclin-D1-Konsistenz ja Anzahl (Zeilen %) 13 (89,1 %) 9 (40,9 %) FEX p=0,008
nein Anzahl (Zeilen %) 0 (0,0 %) 7 (100,0 %) (V=0,508)

FEX = Fisher’s exakter Test. V= Cramers V.

4.2 Patientencharakteristika nach der Zellzyklusprotein-
Expression

4.2.1 Patientencharakteristika nach dem p16'NK4a-Expressionsstatus
Tabelle 5 zeigt die Patientencharakteristika in Abhangigkeit vom p16/NK4a-

Expressionsstatus.
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Tabelle 5: Patientencharakteristika nach dem p16/Nk4a-Status

p16™4a_Status

Parameter positiv (n=26) negativ(n=51) Test (p-Wert) Effekistarke

Geschlecht weiblich  Anzahl (Zeilen %) 9 (36,0 %) 16 (64,0 %)
FEX (0,801)  V=0,033
mannlich  Anzahl (Zeilen %) 17 (32,7 %) 35 (67,3 %)

Alter bei Median 58 61
i T-Test (0,447) Cohen's
Erstdiagnose Minimum 48 47
df=75 d=0,184
Maximum 70 78
verstorben ja Anzahl (Zeilen %) 6 (22,2 %) 21 (77,8 %)
FEX (0,005) V=0,399
nein Anzahl (Zeilen %) 16 (61,5 % 10 (38,5 %)
Nikotin-Anamnese ja Anzahl (Zeilen %) 16 (24,6 %) 49 (75,4 %)
FEX (0,000) V=0,538
nein Anzahl (Zeilen %) 10 (100,0 %) 0 (0,0 %)
Alkohol-Anamnese  maBig Anzahl (Zeilen %) 15 (62,5 %) 9 (37,5 %)
FEX (0,001) V=0,472
hoch Anzahl (Zeilen %) 5 (16,7 %) 25 (83,3 %)
Lebererkrankung ja Anzahl (Zeilen %) 0 (0,0 %) 8 (100,0 %)
FEX (0,044) V=0,261
nein Anzahl (Zeilen %) 26 (40,0 %) 39 (60,0 %)
Diabetes mellitus ja Anzahl (Zeilen %) 3 (30,0 %) 7 (70,0 %)
FEX (1,000) V=0,032
nein Anzahl (Zeilen %) 22 (34,4 %) 42 (65,6 %)
Nierenerkrankung ja Anzahl (Zeilen %) 2 (28,6 %) 5 (71,4 %)
FEX (1,000) V=0,036
nein Anzahl (Zeilen %) 23 (34,3 %) 44 (65,7 %)
Initialer BMI Median 25,83 24,21
Welch (0,153) Cohen's’
Minimum 22,84 14,86
df=73,78 d=-0,295
Maximum 32,49 41,04

BMI = Body-Mass-Index, FEX= Fisher’s exakter Test, V= Cramers V, df= Freiheitsgrade. Welch=Welchanpassung

Gemessen an den EffektstarkemaBen zeigt sich eine starke Korrelation mit dem
p16'NK4a _Status nur in Bezug auf das Raucherverhalten. Die Stichprobe hat insgesamt
sehr wenig Patienten, die im Anasthesieprotokoll angegeben haben, Nicht-Raucher zu
sein, und diese kommen ausschlieBlich in der p16NK4a-positiven Gruppe vor, wahrend
in der p16/NK4a-negativen Gruppe ausschlieBlich Raucher vertreten sind (V=0,538).

Dieser Unterschied zeigt sich auch im Signifikanztest (p<0,001).

Tendenziell stark mit einem negativen p16/NK4a-Status korreliert ein hoher
Alkoholkonsum (V=0,472). Auch hier zeigt sich der exakte Test nach Fischer statistisch
auffallig (p=0,001). Der relative Anteil der Patienten, die verstorben sind, ist in der
p16'NK4a-negativen hoher als in der p16/NK4a-positiven Gruppe (21/31, 67,74% vs. 6/22,
27,27%, V= 0,399). Hierbei zeigt sich auch ein statistisch auffalliger p-Wert (p=0,005).

Dieser Vergleich wurde nur zur groben Betrachtung dessen, wie die Todesfalle
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zwischen den beiden Gruppen verteilt sind, angestellt. Es wird dabei nicht
bertcksichtigt, wie lange die Patienten jeweils unter Risiko standen. MafBgeblich ist
daher die Analyse des Gesamtiberlebens (s. Kap. 4.5.2). Ein weiterer, jedoch knapp
statistisch auffélliger Unterschied ergibt sich in Bezug auf Lebererkrankungen
(p=0,044). Diese kommen nur in der p16'Nk4a-negativen Gruppe vor. Die Korrelation
mit dem p16/NK4a-Status ist lediglich schwach (V=0,261). Der initiale BMI korreliert
mittelgradig mit dem p16/NK4a-Status, wobei der mediane BMI in der p16'NK4a-positiven
Gruppe héher ist. Ein statistisch auffalliger Unterschied besteht diesbezlglich nicht.
Die Variablen Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Diabetes mellitus und

Nierenerkrankung korrelieren nicht mit dem p16/Nk4a-Status.

4.2.2 Patientencharakteristika nach dem RB1-Expressionsstatus

Tabelle 6 zeigt die Patientencharakteristika in Abh&ngigkeit vom RB1-
Expressionsstatus (£ RB1-Expressionsverlust des Primarius).

Tabelle 6:Patientencharakteristika nach dem RB1-Expressionsstatus des Primarius

Expressionsverlust Primarius RB1

Parameter Ja (n=38) Nein (n=11) Test (p-Wert) Effektstarke

Geschlecht Weiblich Anzahl (Zeilen %) 10 (83,3%) 2 (16,7 %) FEX (0,708) V=0,079
Ménnlich Anzahl (Zeilen %) 28 (75,7 %) 9 (24,3 %)

Alter bei Median 62 54 T (0,010) Cohens d

Erstdiagnose Minimum 52 47 df=47 -0,917
Maximum 77 78

verstorben Ja Anzahl (Zeilen %) 12 (80,0 %) 3 (20,0 %) FEX (0,265) V=0,228
Nein Anzahl (Zeilen %) 10 (58,8 %) 7 (41,2 %)

Nikotin-Anamnese ~ Ja Anzahl (Zeilen %) 34 (79,1 %) 9 (20,9 %) FEX (0,321) V=0,139
Nein Anzahl (Zeilen %) 3 (60,0 %) 2 (40,0 %)

Alkohol-Anamnese  M&Big Anzahl (Zeilen %) 11 (73,3 %) 4 (26,7 %) FEX (0,370) V=0,210
Hoch Anzahl (Zeilen %) 17 (89,5%) 2 (10,5 %)

Lebererkrankung Ja Anzahl (Zeilen %) 7 (100,0 %) 0 (0,0 %) V=0,209
Nein Anzahl (Zeilen %) 30 (76,9%) 9 (23,1 %)

Diabetes mellitus Ja Anzahl (Zeilen %) 6 (75,0 %) 2 (25,0 %) FEX (1,000) V=0,027
Nein Anzahl (Zeilen %) 32 (78,0%) 9 (22,0 %)

Nierenerkrankung Ja Anzahl (Zeilen %) 4 (100,0 %) 0 (0,0 %) FEX (0,562) V=0,163
Nein Anzahl (Zeilen %) 32 (76,2 %) 10 (23,8 %)
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Initialer BMI Median 25,68 24,21 T (0,752) Cohens d
Minimum 14,86 19,62 df= 47 -0,109

Maximum 41,04 31,83

BMI = Body-Mass-Index, FEX= Fisher’s exakter Test, V= Cramers V, df= Freiheitsgrade., T=T-Test

Stratifiziert nach dem RB1-Status zeigt sich ein statistisch auffalliger Unterschied nur
im Hinblick auf das Alter bei Erstdiagnose, wobei das mediane Alter in der Gruppe mit
RB1-Expressionsverlust etwas héher ist als in der Gruppe ohne RB1-Verlust (p=0,010,
df=47, d=0,917). Wie das Effekistarkemal3 zeigt, besteht eine starke Korrelation
zwischen dem Alter bei Erstdiagnose und dem Expressionsmuster von RB1 (d=0,917).
Weitere statistisch auffallige Unterschiede zeigen sich nicht. Ein hoher Alkoholkonsum
und Lebererkrankungen korrelieren schwach mit dem RB1-Expressionsverlust und so
auch Nierenerkrankungen. Der relative Anteil der Patienten, die verstorben sind, ist in
der Gruppe mit RB1-Expressionsverlust héher als in der Gruppe ohne RB1-Verlust
(12/22, 54,55% vs. 3/10, 30,00%). Hierbei interessierte nur die grundsatzliche
Verteilung von Todesfallen zwischen den Gruppen. Es wird dabei jedoch auBBer Acht
gelassen, dass die Personen jeweils unterschiedlich lange unter Risiko standen. Die
Mortalitatsrate wird daher in der Analyse des Gesamtiberlebens (s. Kap. 4.5.2)
ermittelt. Statistisch auffallig ist dieser Unterschied nicht und auch die Korrelation ist
schwach (V=0,228). Weitere Korrelationen bestehen nicht. Bei der Auswertung des
RB1-Expressionsmusters im Zusammenhang mit den Patienteneigenschaften ist zu
beachten, dass mdglicherweise ein systematischer Fehler zu falsch hohen Fallen mit

RB1-Expressionsverlust gefihrt haben kénnte (s. Kap. 5.8).

4.2.3 Patientencharakteristika nhach dem p53-Expressionsstatus

Tabelle 7 zeigt die Patientencharakteristika in Abhangigkeit vom p53-
Expressionsstatus (+ p53-Uberexpression des Primarius).
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Tabelle 7: Patientencharakteristika nach dem p53-Expressionsstatus des Primarius

Primarius Uberexpression p53

Ja (n=34) Nein (n=18) Test (p-Wert) Effekistarke

Geschlecht weiblich  Anzahl (Zeilen %) 11 (68,8 %) 5 (31,3 %) FEX (1,000) V=0,047

mannlich  Anzahl (Zeilen %) 23 (63,9 %) 13 (36,1 %)

Alter bei Median 60 60 Welch (0,812) Cohen's

Erstdiagnose Minimum 47 53 =497  d=-0-06
Maximum 78 68

verstorben ja Anzahl (Zeilen %) 10 (66,7 %) 5 (33,3 %) FEX (1,000) V=0,060
nein Anzahl (Zeilen %) 13 (72,2%) 5 (27,8 %)

Nikotin-Anamnese ja Anzahl (Zeilen %) 32 (69,6 %) 14 (30,4 %) FEX (0,047)  V=0,308
nein Anzahl (Zeilen %) 1(20,0%) 4 (80,0 %)

Alkohol-Anamnese  maBig Anzahl (Zeilen %) 9 (60,0 %) 6 (40,0 %) FEX (1,000) V=0,032
hoch Anzahl (Zeilen %) 12 (63,2 %) 7 (36,8 %)

Lebererkrankung ja Anzahl (Zeilen %) 6 (85,7 %) 1 (14,3 %) FEX (0,397) V=0,175
nein Anzahl (Zeilen %) 26 (61,9 %) 16 (38,1 %)

Diabetes mellitus ja Anzahl (Zeilen %) 5(62,5%) 3 (37,5%) FEX (1,000) V=0,026
nein Anzahl (Zeilen %) 29 (65,9 %) 15 (34,1 %)

Nierenerkrankung  ja Anzahl (Zeilen %) 3 (60,0 %) 2 (40,0 %) FEX (1,000) V=0,038
nein Anzahl (Zeilen %) 29 (65,9 %) 15 (34,1 %)

Initialer BMI Median 25,27 25,7 MWU (0,766) r=0,041
Minimum 17,08 14,86
Maximum 41,04 34,94

FEX= Fisher’s exakter Test, V= Cramers V, MWU= Mann-Whitney-U Test, df= Freiheitsgrade.

Ein statistisch auffalliger Unterschied zwischen der Gruppe mit und der Gruppe ohne
p53-Uberexpression besteht allein in Bezug auf den Nikotinkonsum, wobei die
Stichprobe nur sehr wenige Nichtraucher umfasst. In der Gruppe mit p53-
Uberexpression sind im Vergleich zu der anderen Gruppe doppelt so viele Raucher,
wahrend in der Gruppe ohne p53-Uberexpression 4 der insgesamt 5 Patienten Nicht-
Raucher (p=0,047) sind. Weil die Fallzahl sehr gering ist, kdbnnte es sich hierbei auch
um Zufall handeln. Die Korrelation ist mittelgradig (V=0,308). Eine schwache
Korrelation besteht zwischen der p53-Uberexpression und Lebererkrankungen
(p=0,175). Allerdings ist die Fallzahl sehr gering. Mit den anderen Variablen sind keine
Assoziationen nachweisbar. Der Anteil Verstorbener ist in beiden Gruppen hoch.

55



4.2.4 Patientencharakteristika nach dem Cyclin-D1-Expressionsstatus

Tabelle 8 zeigt die Patientencharakteristika in Abh&ngigkeit vom Cyclin-D1-

Expressionsstatus (+ Cyclin-D1-Uberexpression des Primarius).

Tabelle 8: Patientencharakteristika nach dem Cyclin-D1-Expressionsstatus des Primarius

Primarius Cyclin-D1
Uberexpression

Ja (n=26) Nein (n=32) Test (p-Wert)  Effektstarke

Geschlecht weiblich Anzahl (Zeilen%) 9 (52,9 %) 8 (47,1 %) FEX (0,563) V=0,105
mannlich Anzahl (Zeilen%) 17 (41,5%) 24 (58,5 %)

Alter bei Median 61,5 58 T-Test (0,010) Cohen

Erstdiagnose Minimum 50 47 df=47 d=-0,231
Maximum 77 78

verstorben Ja Anzahl (Zeilen%) 11 (55,0 %) 9 (45,0 %) FEX (0,020)  V=0,397
Nein Anzahl (Zeilen%) 3 (16,7 %) 15(83,3 %)

Nikotin-Anamnese  Ja Anzahl (Zeilen%) 25 (49,0 %) 26 (51,0 %) FEX (0,030)  V=0,303
Nein Anzahl (Zeilen%) 0 (0,0 %) 6 (100,0 %)

Alkohol-Anamnese  maBig Anzahl (Zeilen%) 4 (23,5%) 13 (76,5 %) FEX (0,104) V=0,289
hoch Anzahl (Zeilen%) 12 (52,2 %) 11 (47,8 %)

Lebererkrankung Ja Anzahl (Zeilen%) 6 (75,0 %) 2 (25,0 %) FEX (0,120) V=0,256
Nein Anzahl (Zeilen%) 18 (39,1 %) 28 (60,9 %)

Diabetes mellitus Ja Anzahl (Zeilen%) 5 (55,6 %) 4 (44,4 %) FEX (0,717)  V=0,092
Nein Anzahl (Zeilen%) 21 (42,9 %) 28 (57,1 %)

Nierenerkrankung  Ja Anzahl (Zeilen%) 3 (60,0 %) 2 (40,0 %) FEX (0,640) V=0,112
Nein Anzahl (Zeilen%) 20 (40,8 %) 29 (59,2 %)

Initialer BMI Median 23,8 25,76 T-Test (0,752) Cohen
Minimum 16,87 14,86 df=47 d=0,213
Maximum 35,16 41,04

BMI = Body-Mass-Index, FEX= Fisher’s exakter Test, V= Cramers V, df= Freiheitsgrade.

Statistisch auffallige Unterschiede zeigen sich im Patientenalter bei Erstdiagnose,
wobei die Patienten in der Gruppe mit Cyclin-D1-Uberexpression im Median &lter sind
(61,5 vs. 58 Jahre, p=0,010, df=47, Cohen’s d=0,231). Cohen’s d zeigt eine geringe
Effektstarke. Dartiber hinaus bestehen statistisch auffallige Unterschiede zum einen in
der Anzahl verstorbener Patienten (p=0,020, V=0,397), wobei die relative Anzahl
Verstorbener in der Cyclin-D1 Uberexprimierenden Gruppe héher ist (11/14, 78,57%
vs. 9/24, 37,5%), und zum anderen in dem Anteil an Nichtrauchern, die es nur in der
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Gruppe ohne Cyclin-D1-Uberexpression gibt (p=0,030, V=0,303). Die Assoziation fiir
beide letztgenannten Variablen ist mittelgradig. Die Ubrigen Korrelationen sind
schwach. In Bezug auf die Pravalenz von Diabetes mellitus ist keine Korrelation
nachweisbar. In Bezug auf den Anteil Verstorbener ist zu bedenken, dass dieser
Unterschied nur deskriptiv zu verstehen ist und die Verteilung der Daten beschreibt.
Die Personen stehen unterschiedlich lange unter Risiko, weil teilweise auch Patienten
vorzeitig aus der Beobachtung ausscheiden. Einen statistischen Test flr diese
Variable aus anderen als deskriptiven Grinden durchzufiihren, ist daher fragwdirdig.
Die Betrachtung der Mortalitédtsrate und des Einflusses der hier beschriebenen
Zellzyklusproteine auf diese erfolgt in der Analyse des Gesamtlberlebens (s. Kap.
4.5.2).

4.3 Tumorcharakteristika der Zellzyklusprotein-Expression

4.3.1 Tumorcharakteristika nach dem p16'NK4a-Expressionsstatus

Tabelle 9 =zeigt die Tumorcharakteristika in Abhangigkeit vom p16/NK4a.
Expressionsstatus.

Tabelle 9: Tumorcharakteristika nach dem p16'NK4a-Status

p16/NK4a_Status

positiv negativ Test (p-Wert) Effektstarke

T-Stadium 1-2 Anzahl (Zeilen %) 19 (37,3%) 32 (62,7 %) FEX (0,455) V=0,092

3-4 Anzahl (Zeilen %) 7 (28,0 %) 18 (72,0 %)
N-Stadium NO Anzahl (Zeilen %) 6 (25,0 %) 18 (75,0 %)  Chi%(0,422) V=0,155

N1-N2a Anzahl (Zeilen %) 6 (46,2 %) 7 (53,8 %) df=2

N2b-2¢ Anzahl (Zeilen %) 12 (34,3%) 23 (657 %) 16,7%e.H.<5
M-Stadium MO Anzahl (Zeilen %) 16 (38,1 %) 26 (61,9 %)

M1 Anzahl (Zeilen %) 2 (33,3 %) 4 (66,7 %)
Lokalisation ~ zumeist Weichgaumen/Uvula Anzahl (Zeilen %) 2 (10,5 %) 17 (89,5 %) Chi?(0,002) V=0,444
reprasentativ Zungengrund/Vallecula/i  Anzahl (Zeilen %) 5(22,7%) 17 (77,3%)  df=3

ng. Epiglottisfl.

Tonsilla palatina Anzahl (Zeilen %) 17 (60,7 %) 11 (39,3 %)

Andere (GTF, RHW, Anzahl (Zeilen %) 2 (25,0 %) 6 (75,0 %) 125%e.H.<5

CUP)
Expressionsverlust 1 (ja) Anzahl (Zeilen %) 12 (33,3 %) 24 (66,7 %) FEX (0,493) V=0,107
RB1 (Primarius) 2 (nein) Anzahl (Zeilen %) 5 (455%) 6 (54,5 %)

1 (ja) Anzahl (Zeilen %) 8 (25,0 %) 24 (75,0 %) FEX (0,038) V=0,306
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Uberexpression  p53 2 (nein) Anzahl (Zeilen %) 10 (55,6 %) 8 (44,4 %)
(Primarius)

Uberexpression Cyclin- 1 (ja) Anzahl (Zeilen %) 1 (4,8 %) 20 (95,2 %) FEX (<0,001) V=0,525

D1 (Primarius) 2 (nein) Anzahl (Zeilen %) 18 (56,3%) 14 (43,8 %)

GTF = Glossotonsillarfurche, RHW = Rachenhinterwand, CUP = Cancer of unknown Primarius, FEX= Fisher’s exakter Test. V=
Cramers V, df= Freiheitsgrade, e.H.= erwartete Haufigkeit, ling. Epiglottisfl.=linguale Epiglottisflache

Statistisch auffallige Unterschiede zwischen der p16™K4a-positiven und p16/NK4a-
negativen Gruppe zeigen sich in der Tumorlokalisation und in dem p53- sowie Cyclin-
D1-Expressionsmuster. In der p16Nk4a-positiven Gruppe zeigen sich die haufigsten
Primartumoren hauptsachlich in der Tonsilla palatina (17/26, 65,39%). In der p16'NK4a-
negativen Gruppe sind die Tumoren hauptsachlich am Weichgaumen / an der Uvula-
oder in der Zungengrundregion (34/51, 66,67%) lokalisiert (Chi? (3)=0,002, V=0,444).
Cramers V zeigt eine mittelstarke Korrelation. In der p16'Nk4a-negativen Gruppe ist die
Uberexpression von p53 statistisch auffallig, wobei die Assoziation mittelstark ist
(p=0,038, V=0,306). Eine starke Assoziation besteht zwischen einer Cyclin-D1
Uberexpression und einem negativen p16N<4a-Status (V=0,525). Eine Cyclin-D1-
Uberexpression zeigt sich statistisch auffllig haufiger in der p16'N<4a-negativen
Gruppe (p<0,001). Die Ubrigen Variablen zeigen nur schwache Effekte. Fir das T-
Stadium und insbesondere auch fir das N-Stadium, das sich in anderen Studien bei
den p16™NK4a_positiven Tumoren fortgeschrittener gezeigt hat, lassen sich keine
Assoziation mit dem p16'NK4a-Status nachweisen.

4.3.2 Tumorcharakteristika nach dem RB1-Expressionsstatus

Tabelle 10 zeigt die Tumorcharakteristika in Abhangigkeit vom RB1-Expressionsstatus
(x RB1-Expressionsverlust des Primarius).

58



Tabelle 10: Tumorcharakteristika nach dem RB1-Expressionsstatus des Primarius

Primarius Expressionsverlust RB1

ja nein Test (p-Wert) Effektstarke
T-Stadium 1-2 Anzahl 28 (75,7 %) 9 (24,3 %) FEX (0,708) V=0,079
34 Anzahl 10 (83,3 %) 2 (16,7 %)
N-Stadium NO Anzahl 18 (85,7 %) 3 (14,3 %) Chi? (0,485) V=0,175
N1-N2a Anzahl 6 (66,7 %) 3 (33,3 %) df=2
N2b-2c Anzahl 13 (76,5 %) 4 (23,5 %) 50,0 % e. H. <5
M-Stadium MO Anzahl 23 (79,3 %) 6 (20,7 %)
M1 Anzahl 1 (100,0 %) 0 (0,0 %)
Lokalisation ~ zumeist Weichgaumen/Uvula Anzahl 16 (94,1 %) 1(5,9 %) Chi2 (0,144) V=0,332
reprasentativ Zungengrund/Vallecula/li Anzahl 4 (57,1 %) 3 (42,9 %)
ng. Epiglottisfl.
Tonsilla palatina Anzahl 13 (76,5 %) 4 (23,5 %)
andere(GTF, RHW, CUP) Anzahl 5 (62,5 %) 3 (37,5 %) 50,0%e. H. <5
plgia ja Anzahl 12 (70,6 %) 5 (29,4 %) FEX (0,493) V=0,107
Uberexpression nein Anzahl 24 (80,0 %) 6 (20,0 %)
p53 Uberexpression 1 (ja) Anzahl 23 (76,7 %) 7 (23,3 %) FEX (0,463) V=0,130
2 (nein) Anzahl 14 (87,5 %) 2(12,5 %)
Cyclin-D1 1 (ja) Anzahl 17 (94,4 %) 1 (5,6 %) FEX (0,067) V=0,291
Uberexpression 2 (nein) Anzahl 21 (70,0 %) 9.(30,0 %)

GTF = Glossotonsillarfurche, RHW = Rachenhinterwand, CUP = Cancer of unknown Primarius, FEX= Fisher’'s exakter Test. V=
Cramers V, df= Freiheitsgrade, e.H.=erwartete Haufigkeit, ling. Epiglottisfl.=linguale Epiglottisflache.

Hinsichtlich der Tumorcharakteristika lassen sich keine statistisch auffalligen
Unterschiede zwischen der Gruppe mit und der Gruppe ohne RB1-Expressionsverlust
nachweisen. Tendenziell statistisch auffallig (p=0,067) ist allein der Cyclin-D1-
Expressionsstatus, wobei in der Gruppe ohne RB1-Expressionsverlust eine normale
Cyclin-D1-Expression am haufigsten vorkommt (9/10 Patienten). Die Korrelation ist
schwach (V=0,291). Innerhalb der Gruppe mit RB1-Verlust, die sehr viel gréBer ist, ist
die Cyclin-D1-Expression beinahe gleich verteilt. In Bezug auf die Effekte gibt es nur
eine mittelstarke Assoziation zwischen den Tumorlokalisationen Weichgaumen/Uvula
bzw. Tonsilla palatina und RB1-Expressionsverlust (V=0,332). Innerhalb der Gruppe
mit normaler RB1-Expression sind die Lokalisationen Uberwiegend gleich verteilt.
Hinsichtlich der Gbrigen Variablen sind nur schwache Effekte bzw. fir das T-Stadium
kein Effekt sichtbar. Das kdnnte daran liegen, dass, um den Signifikanztest
durchfihren zu kdénnen, eine bindre Variable daraus gemacht wurde. In beiden
Gruppen sind die meisten Patienten in den beiden geringeren T-Stadien (T1, T2)
angesiedelt. Bei der Auswertung des RB1-Expressionsmusters im Zusammenhang mit

den Tumoreigenschaften ist zu beachten, dass mdglicherweise ein systematischer
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Fehler zu falsch hohen Fallen mit RB1-Expressionsverlust gefihrt haben kénnte (siehe
Kap. 5.8).

4.3.3 Tumorcharakteristika nhach dem p53-Expressionsstatus

Tabelle 11 zeigt die Tumorcharakteristika in Abhangigkeit vom p53-Expressionsstatus
(+ p53-Uberexpression des Primarius).

Tabelle 11: Tumorcharakteristika nach dem p53-Expressionsstatus des Primarius

Primarius Uberexpression p53

ja nein Test (p-Wert) Effekistarke
T-Stadium 1-2 Anzahl (Zeilen %) 26 (66,7 %) 13(33,3%)  FEX(0,747) V=0,047
3-4 Anzahl (Zeilen %) 8 (61,5 %) 5 (38,5 %)
N-Stadium NO Anzahl (Zeilen %) 16 (72,7 %) 6 (27,3 %) Chi?(0,412)  V=0,190
N1-N2a Anzahl (Zeilen %) 5 (62,5 %) 3 (37,5 %) df=2
N2b-2¢ Anzahl (Zeilen %) 10 (52,6 %) 9 (47,4 %) 37,5 %e.H<5
M-Stadium MO Anzahl (Zeilen %) 22 (68,8 %) 10 (31,3 %)
M1 Anzahl (Zeilen %) 1 (100,0 %) 0 (0,0 %)
Lokalisation zumeist Weichgaumen/Uvula Anzahl (Zeilen %) 17 (81,0 %) 4 (19,0 %) Chi?(0,127) V=0,331
reprasentativ Zungengrund/Vallecula/li - Anzahl (Zeilen %) 5 (71,4 %) 2(286%)  di=3
ng. Epiglottisfl.
Tonsilla palatina Anzahl (Zeilen %) 7 (43,8 %) 9 (56,3 %) 37,5 % e. H<5
andere(GTF, RHW, CUP) Anzahl (Zeilen %) 5 (62,5 %) 3 (37,5 %)
Expressionsverlust RB1  ja Anzahl (Zeilen %) 23 (62,2 %) 14 (37,8 %) FEX (0,463) V=0,130
nein Anzahl (Zeilen %) 7 (77,8 %) 2(22,2 %)
Uberexpression p16/Nk4a  ja Anzahl (Zeilen %) 8 (44,4 %) 10 (55,6 %)  FEX(0,038) V=0,306
nein Anzahl (Zeilen %) 24 (75,0 %) 8 (25,0 %)
Uberexpression  Cyclin- ja Anzahl (Zeilen %) 17 (77,3 %) 5 (22,7 %) FEX (0,142)  V=0,229
D1 nein Anzahl (Zeilen %) 16 (55,2 %) 13 (44,8 %)

GTF = Glossotonsillarfurche, RHW = Rachenhinterwand, CUP = Cancer of unknown Primarius, FEX= Fisher’'s exakter Test. V=
Cramers V, df= Freiheitsgrade, e.H.= erwartete Haufigkeit, ling. Epiglottisfl. = linguale Epiglottisflache

Ein statistisch auffélliger Gruppenunterschied hinsichtlich der p53-Expression besteht
allein in Bezug auf den p16NK4a-Status (p=0,038). Hierbei korreliert ein negativer
p16/NK4a_Status mit der p53-Uberexpression mittelstark, wie oben bereits berichtet
wurde. Eine weitere mittelstarke Assoziation, die jedoch nicht statistisch auffallig ist,
besteht zwischen der Tumorlokalisation und dem p53-Status, wobei Primartumoren
der Weichgaumen/Uvula-Region haufiger mit einer Uberexpression von p53
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einhergehen, wahrend die Tumoren der Tonsilla palatina Uberwiegend mit einer
normalen p53-Expression oder mit einem Expressionsverlust von p53 einhergehen.
Die Ubrigen Variablen sind schwach mit dem p53-Status assoziiert. Das T-Stadium
zeigt auch hier keinerlei Assoziation.

4.3.4 Tumorcharakteristika nach dem Cyclin-D1-Expressionsstatus

Tabelle 12 zeigt die Tumorcharakteristika in Abhangigkeit vom Cyclin-D1-
Expressionsstatus (+ Cyclin-D1-Uberexpression des Primarius).

Tabelle 12: Tumorcharakteristika nach dem Cyclin-D1-Expressionsstatus des Primarius

Primarius Cyclin-D1 Uberexpression

Ja nein T-Test (p-Wert)  Effektstérken
T-Stadium 1-2 Anzahl 19 (452 %) 23 (54,8 %) FEX (1,000) V=0,013
34 Anzahl 7 (43,8%) 9 (56,3 %)
N-Stadium NO Anzahl 10 (47,6 %) 11 (52,4 %) Chi2 (0,769) V=0,098
N1-N2a Anzahl 3(33,3%) 6 (66,7 %) di=2
N2b-2¢ Anzahl 11 (44,0%) 14 (56,0 %) (16,7 % e. H< 5)
M-Stadium MO Anzahl 13 (39,4 %) 20 (60,6 %) Kein Test bei
M1 Anzahl 1 (33,3 %) 2 (66,7 %) zu geringer N
Lokalisation zumeist Weichgaumen/Uvula Anzahl 12 (60,0 %) 8 (40,0 %) Chi2 (0,057) V=0,360
reprasentativ Zungengrund/Valleculafling.  Anzahl 6 (66,7 %) 3 (33,3 %) di=3
Epiglottisfl.
Tonsilla palatina Anzahl 5 (23,8 %) 16 (76,2 %) (50,0 % e. H<5)
Andere (GTF, RHW, CUP) Anzahl 3 (37,5 %) 5 (62,5 %)
Expressionsverlust RB1 ja Anzahl 17 (44,7 %) 21 (55,3 %) FEX (0,067) V=0,291
(Primarius) nein Anzahl 1 (10,0 %) 9 (90,0 %)
Uberexpression p16N<‘a  ja Anzahl 1 (5,3 %) 18 (94,7 %) FEX (0,000) V=0,525
nein Anzahl 20 (58,8%) 14 (41,2 %)
Uberexpression p53 ja Anzahl 17 (51,5 %) 16 (48,5 %) FEX (0,142) V=0,229
(Primarius) nein Anzahl 5(27,8%) 13 (72,2%)

GTF = Glossotonsillarfurche, RHW = Rachenhinterwand, CUP = Cancer of unknown Primarius, FEX= Fisher’s exakter Test. V=
Cramers V, df= Freiheitsgrade, e. H. = erwartete Haufigkeit, ling. Epiglottisfl. = linguale Epiglottisflache.

Ein statistisch auffalliger Unterschied zwischen den beiden Gruppen besteht allein im
p16/NK4a_Status (p<0,001), wobei in der Gruppe mit Cyclin-D1-Uberexpression die
Tumoren fast ausschlieBlich p16Nk4a-negativ sind. Die Assoziation zwischen einer
Cyclin-D1-Uberexpression und einem negativen p16'NK4a-Status ist gemaB Cramers V
stark (V=0,525). Tendenziell statistisch auffallig zeigt sich ein Unterschied in der RB1-

61



Expression (p=0,067). In der Gruppe mit Cyclin-D1-Uberexpression zeigen sich mit
einer einzigen Ausnahme ausschlieBlich Tumoren mit RB1-Expressionsverlust. Die
Assoziation ist jedoch schwach (V=0,291), und es ist zu bedenken, dass die Gruppe
der Patienten mit normaler RB1-Expression vergleichsweise schwach besetzt ist, was
mutmaslich ein systematischer Fehler ist (siehe Kap. 5.8). Flr die Tumorlokalisation
ist der tendenziell statistisch auffallige Chi®-Test nicht zu verwerten, weil die Fallzahl
fir die einzelnen Auspragungen zu gering ist (50% erwartete Haufigkeit < 5), die
Effektstarke zeigt sich jedoch mittelgradig (V=0,360). Wéahrend in der Gruppe mit
Cyclin-D1-Uberexpression die Tumoren insbesondere am Weichgaumen / an der
Uvula lokalisiert sind, finden sich die Tumoren in der Gruppe ohne Cyclin-D1-
Uberexpression in den Gaumenmandeln. Das T-Stadium zeigt auch hier keine
Unterschiede in der Verteilung zwischen den beiden Gruppen.

4.4 Krankheitsverlauf nach der Zellzyklusprotein-Expression

4.4.1 Krankheitsverlauf nach dem p16'NK4a-Expressionsstatus

Tabelle 13 zeigt den Krankheitsverlauf in Abhangigkeit vom p16/NK4a.
Expressionsstatus.

Tabelle 13: Krankheitsverlauf nach dem p16'Nk#a-Status

p16NK4a_Status

positiv negativ Test (p-Wert) Effekistarke
Progress ja Anzahl (Zeilen %) 6(16,7%) 30(83,3%) FEX (0,004) V=0,339
nein Anzahl (Zeilen %) 20 (48,8 %) 21 (51,2 %)
>1 Progress ja Anzahl (Zeilen %) 6(30,0%) 14(70,0%) FEX(0,787) V=0,047
nein Anzahl (Zeilen %) 20 (35,1 %) 37 (64,9 %)
At  des ersten LRR (Zeilen %) 2(11,1%) 16(88,9%)  Chi2(0,021) V=0,565
Progresses SPT (Zeilen %) 1(125%) 7(875%)  dizd
DM (Zeilen %) 1(250%) 3 (75,0 %)
SPT DD: DM (Zeilen %) 0(0,0%) 4(100,0%) 80,0%e.H.<5
Primé&rtumor (Zeilen %) 2(100,0 %) 0 (0,0 %)
Loko-regionéares ja Anzahl (Zeilen %) 6 (26,1 %) 17 (73,9 %) FEX (0,435) V=0,106
Rezidiv (LRR) nein Anzahl (Zeilen %) 20 (37,0 %) 34 (63,0 %)
Zweittumor (SPT) ja Anzahl (Zeilen %) 1(10,0%) 9 (90,0 %) FEX (0,151) V=0,194
nein Anzahl (Zeilen %) 25 (37,3 %) 42 (62,7 %)
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Zweittumor DD: Fern- ja Anzahl (Zeilen %) 1(16,7%) 5(833%)  FEX(0,657) V=0,105

Metastase (SPT DD: nein Anzahl (Zeilen %) 25 (35,2 %) 46 (64,8 %)

DM)

Fernmetastase (DM) ja Anzahl (Zeilen %) 3(37,5%) 5(62,5%) FEX (1,000) V=0,027
nein Anzahl (Zeilen %) 23 (33,3 %) 46 (66,7 %)

FEX= Fisher’s exakter Test. V= Cramers V, df= Freiheitsgrade.

Hinsichtlich des Unterschiedes im Krankheitsverlauf zeigt sich ein statistisch auffalliger
Unterschied nur in der Anzahl von Patienten, die einen Progress (definiert als loko-
regiondres Rezidiv, Fernmetastase, Zweittumor) erlitten haben. In der p16/NK4a.
negativen Gruppe erlitten statistisch auffallig mehr Patienten Progresse als in der
p16'NK4a_positiven Gruppe (p=0,004). Die Assoziation ist knapp mittelgradig (V=0,339).
Selbstverstandlich gilt bezlglich dieses Punktes die Einschrankung, dass die
Patienten aufgrund von Versterben oder Ausscheiden aus der Beobachtung
unterschiedlich lange unter Risiko standen, sodass man die Verteilung von Progressen
zwischen den Gruppen mithilfe von Uberlebenszeitanalyse (s. Kap. 4.6.2) ermittelt, wie
es in dieser Studie auch geschehen ist. Die hier beschriebenen Daten wurden rein
deskriptiv erhoben, um die grundsatzliche Verteilung der Daten zu betrachten.

Hinsichtlich der Art des ersten Progresses ist auffallig, dass loko-regionare Rezidive in
der p16/NK4a_negativen Gruppe den haufigsten ersten Progress darstellen, wahrend in
der p16'NK4a-positiven Gruppe die unterschiedlichen Arten des ersten Progresses recht
gleich Uber die Auspragungen verteilt sind. Der statistisch auffallige Chi?-Test ist nicht
zu verwerten, weil die Auspragungen zu wenig Faélle enthalten. Bemerkenswert in
Bezug auf den ersten Progress ist die starke Assoziation zwischen loko-regiondren
Rezidiven und p16'NK4a-negativem Status (V=0,565).

Betrachtet man die Haufigkeit der einzelnen Arten von Progressen Uber den gesamten
Krankheitsverlauf, d. h. unabhangig davon, ob es sich um den ersten Progress handelt
oder um einen der weiteren Progresse eines Patienten, lassen sich nur schwache
Assoziationen zwischen der Art des Progresses und dem p16/NK4a-Status nachweisen
(LRR V=0,106, SPT V=0,194) bzw. fir Fernmetastasen gar keine Assoziation
(V=0,027). Loko-regionare Rezidive sind in beiden Gruppen deskriptiv die haufigste
Progressform. Alle Patienten mit positivem p16'Nk4a-Status hatten im Verlauf ein loko-
regionares Rezidiv. Die Fallzahl ist sehr gering, so dass es sich hierbei um Zufall
handeln kann.
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Tabelle 14: Fernmetastasen nach dem p16'NK4a-Status

p16™¥4a_Status

Lokalisation Fernmetastasen positiv negativ
pulmonal ja Anzahl (%) 2 (22,2 %) 7 (77,8 %)
nein Anzahl (%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Weichteile ja Anzahl (%) 2 (50,0 %) 2 (50,0 %)
nein Anzahl (%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
ossar ja Anzahl (%) 1 (33,3 %) 2 (66,7 %)
nein Anzahl (%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
thorakal ja Anzahl (%) 1 (100,0 %) 0 (0,0 %)
nein Anzahl (%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
hepatisch ja Anzahl (%) 0 (0,0 %) 1(100,0 %)
nein Anzahl (%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
Gl. parotis/ Gl. thyreoidea ja Anzahl (%) 1 (50,0 %) 1 (50,0 %)
nein Anzahl (%) 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)

Tabelle 14 zeigt die Metastasierungsorte stratifiziert nach p16'NX4a-Status, wobei hierin
auch Fernmetastasen von Zweittumoren enthalten sind. Fir die p16NK4a-positive
Gruppe lasst sich kein spezielles Metastasierungsmuster ausmachen, was der
geringen Fallzahl in der Gruppe geschuldet ist. In der p16'NK4a-negativen Gruppe sind
pulmonale Metastasen die haufigste Art von Fernmetastasen. Ein Zusammenhang
zwischen einem disseminierten Metastasierungsmuster mit einem positiven p16/NK4a-

Status lie3 sich nicht nachweisen.

4.4.2 Krankheitsverlauf nach dem RB1-Expressionsstatus

Tabelle 15 zeigt den Krankheitsverlauf in Abhangigkeit vom RB1-Expressionsstatus (+

RB1-Expressionsverlust im Primarius).
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Tabelle 15: Krankheitsverlauf nach RB1-Expressionsstatus

Primarius Expressionsverlust RB1

ja nein Test (p-Wert) Effektstéarke
Progress Ja Anzahl (Zeilen %) 13 (68,4 %) 6 (31,6 %) FEX (0,298) V=0,174
Nein Anzahl (Zeilen %) 25 (83,3 %) 5 (16,7 %)
>1 Progress Ja Anzahl (Zeilen %) 6 (75,0 %) 2 (25,0 %) FEX (1,000) V=0,027
Nein Anzahl (Zeilen %) 32 (78,0 %) 9 (22,0 %)
At des 1. LRR (Zeilen %) 2 (33,3 %) 4 (66,7 %) Chi?(0,162) V=0,587
Progresses SPT (Zeilen %) 6(857) 1.(14,3 %) di=4
DM (Zeilen %) 1 (50,0 %) 1 (50,0 %)
SPT DD: DM (Zeilen %) 2 (100,0 %) 0 (0,0 %)
Primartumor (Zeilen %) 2 (100,0 %) 0 (0,0 %) 100 % e. H.<5
Loko-regiondres  ja Anzahl (Zeilen %) 5 (55,6 %) 4 (44,4 %) FEX (0,179)  V=0,250
Rezidiv (LRR) — ain Anzahl (Zeilen %) 33 (82,5 %) 7 (17,5 %)
Zweittumor (SPT) ja Anzahl (Zeilen %) 6 (85,7 %) 1(14,3 %) FEX (1,000)  V=0,080
nein Anzahl (Zeilen %) 32 (76,2 %) 10 (23,8 %)
SPT DD: DM Ja Anzahl (Zeilen %) 2(100,0 %) 0 (0,0 %) FEX (1,000) V=0,111
nein Anzahl (Zeilen %) 36 (76,6 %) 11 (23,4 %)
Fernmetastase ja Anzahl (Zeilen %) 3 (75,0 %) 1 (25,0 %) FEX (1,000) V=0,018
oW nein Anzahl (Zeilen %) 35 (77,8 %) 10 (22,2 %)

FEX= Fisher’s exakter Test. V= Cramers V, df= Freiheitsgrade, e.H.=erwartete Haufigkeit. DD: differentialdiagnostisch

Statistisch auffallige Unterschiede zeigen sich stratifiziert nach RB1-Status nicht. Ein
starker Effekt des RB1-Status zeigt sich in der Art des ersten Progresses, wobei in der
Gruppe mit RB1-Expressionsverlust am haufigsten Zweittumoren und in der Gruppe
ohne RB1-Verlust am haufigsten loko-regionare Rezidive den ersten Progress
darstellen (V=0,587).

Betrachtet man die Krankheitsprogresse insgesamt, gibt es keine Assoziation
zwischen Sekundartumoren und RB1-Status (V= 0,080) und genau so wenig zwischen
Fernmetastasen und RB1-Status (V=0,018). In der Gruppe ohne RB1-
Expressionsverlust sind loko-regiondre Rezidive die haufigsten Progresse. Die
Fallzahl ist jedoch im Vergleich zu der Gruppe mit Expressionsverlust duBBerst gering.
Die Korrelation ist schwach (V=0,250). In der Gruppe mit RB1-Verlust sind deskriptiv
die haufigsten Progresse Zweittumoren (15,79%, 6/38) gefolgt von loko-regionaren
Rezidiven (13,16%, 5/38). Die Inzidenz der einzelnen Progress-Entitat wird deswegen
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auf die Fallzahl in der gesamten Gruppe bezogen, weil manche Patienten mehrere

Progresse hatten.

Bei der Auswertung des RB1-Expressionsmusters im Zusammenhang mit den

Parametern des Krankheitsverlaufs ist zu beachten, dass mdglicherweise ein

systematischer Fehler zu falsch hohen Fallen mit RB1-Expressionsverlust fihrt (siehe

Kap. 5.8).

4.4.3 Krankheitsverlauf nach dem p53-Expressionsstatus

Tabelle 16 zeigt den Krankheitsverlauf in Abhangigkeit vom p53-Expressionsstatus (+

p53-Uberexpression im Primarius).

Tabelle 16: Krankheitsverlauf nach p53-Expressionstatus des Primarius

Primarius Uberexpression p53

ja nein Test (p-Wert) Effektstarke

Progress Ja Anzahl (Zeilen %) 15 (75,0 %) 5 (25,0 %) FEX (0,370) V=0,160
Nein Anzahl (Zeilen %) 19 (59,4 %) 13 (40,6 %)

>1 Progress Ja Anzahl (Zeilen %) 5 (62,5 %) 3 (37,5 %) FEX (1,000) V=0,026
Nein Anzahl (Zeilen %) 29 (65,9 %) 15 (34,1 %)

Art des ersten Progresses LRR(Zeilen %) 4 (66,7 %) 2 (33,3 %) Chi?(0,084) V=0,641
SPT (Zeilen %) 7 (87,5 %) 1(12,5 %) df=4
DM (Zeilen %) 2(100,0 %) 0(0,0 %)
SPT DD: DM (Z%) 2(100,0 %) 0(0,0 %)
Primartumor (Zeilen %) 0 (0,0 %) 2 (100,0 %) 90 % e. H.<5

Loko-regionéares Rezidiv (LRR) ja Anzahl (Zeilen %) 5 (55,6 %) 4 (44,4 %) FEX (0,702) V=0,095
nein Anzahl (Zeilen %) 29 (67,4 %) 14 (32,6 %)

Zweittumor (SPT) ja Anzahl (Zeilen %) 7 (87,5 %) 1(12,5 %) FEX (0,236) V=0,198
nein Anzahl (Zeilen %) 27 (61,4 %) 17 (38,6 %)

SPT DD: DM ja Anzahl (Zeilen %) 2(100,0 %) 0(0,0 %) FEX (0,538) V=0,146
nein Anzahl (Zeilen %) 32 (64,0 %) 18 (36,0 %)

Fernmetastase (DM) ja Anzahl (Zeilen %) 2 (50,0 %) 2 (50,0 %) FEX (0,602) V=0,093
nein Anzahl (Zeilen %) 32 (66,7 %) 16 (33,3 %)

FEX= Fisher's exakter Test. V= Cramers V, df= Freiheitsgrade, e.H.=erwartete Haufigkeit, DD=differentialdiagnostisch

Stratifiziert nach dem p53-Status zeigen sich keine statistisch auffalligen Unterschiede

im Krankheitsverlauf. Eine starke Assoziation besteht auch hier zwischen dem p53-

Status und der Art des ersten Progresses (V=0,641). In der Gruppe mit p53-
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Uberexpression sind Zweittumoren gefolgt von loko-regiondren Rezidiven die

haufigsten ersten Progresse.

Deskriptiv sind Progresse im Allgemeinen haufiger in der Gruppe mit p53-
Uberexpression, was jedoch nicht statistisch auffallig ist (15/34, 44,12% vs. 5/18,
27,78%). Die relative Anzahl der Patienten mit mehr als einem Progress ist in beiden
Gruppen ahnlich (5/34, 14,71% vs. 3/18, 16,67%). Die Betrachtung der Progress-
Inzidenz zwischen den Gruppen im Rahmen einer Kreuztabelle ist nicht sinnvoll, weil
die Patienten unterschiedlich lange unter Risiko stehen. So kénnte bspw. eine Gruppe
aus dem Grund mehr Progresse aufweisen, weil die Patienten langer leben. Aus
diesem Grund ist die Progress-Inzidenz mithilfe von Uberlebenszeitanalysen zu
ermitteln (s. Kap. 4.6.2). In diesem Abschnitt war lediglich die Verteilung der Daten

interessant.

Betrachtet man die Arten von Progressen im Krankheitsverlauf deskriptiv, so zeigen
sich Zweittumoren gefolgt von loko-regiondren Rezidiven in der Gruppe mit p53-
Uberexpression als die haufigsten Progressformen, wahrend in der Gruppe mit
normaler oder verminderter p53-Expression loko-regionare Rezidive am haufigsten
sind. Statistisch auffallige Unterschiede in der Pravalenz der einzelnen Arten von
Progressen gibt es nicht. Bis auf eine schwache Assoziation zwischen Zweittumoren
und p53-Uberexpression (V=0,198) sind keine Assoziationen zu berichten.

4.4.4 Krankheitsverlauf nach dem Cyclin-D1-Expressionsstatus

Tabelle 17 zeigt den Krankheitsverlauf in Abhangigkeit vom Cyclin-D1-

Expressionsstatus (+ Cyclin-D1-Uberexpression im Primarius).
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Tabelle 17: Krankheitsverlauf nach dem Cyclin-D1-Expressionsstatus des Primarius

Primarius Cyclin-D1 Uberexpression

ja nein Test (p-Wert) Effektstarke
Progress ia Anzahl (Zeilen %) 11 (47,8%) 12(52,2%) FEX (0,790) V=0,049
nein Anzahl (Zeilen %) 15 (42,9 %) 20 (57,1 %)
>1 Progress ja Anzahl (Zeilen %) 5 (50,0 %) 5 (50,0 %) FEX (0,740) V=0,047
nein Anzahl (Zeilen %) 21 (43,8 %) 27 (56,3 %)
Art  des ersten LRR (Zeilen %) 2 (33,3 %) 4 (66,7 %) Chi?(0,484) V=0,388
Progresses SPT (Zeilen %) 5(625%)  3(37,5%) di=4
DM (Zeilen %) 2(50,0%) 2 (50,0 %)
SPT DD: DM (Zeilen %) 2 (66,7 %) 1 (33,3 %)
Primé&rtumor (Zeilen %) 0 (0,0 %) 2(100,0 %) 100 % e.H.<5
Loko-regionéres ja Anzahl (Zeilen %) 3 (30,0 %) 7 (70,0 %) FEX (0,487) V=0,136
Rezidiv (LRR) nein Anzahl (Zeilen %) 23(479%) 25 (52,1 %)
Zweittumor (SPT) ja Anzahl (Zeilen %) 6 (66,7 %) 3 (33,3 %) FEX (0,274) V=0,188
nein Anzahl (Zeilen %) 20 (40,8 %) 29 (59,2 %)
SPT DD: DM ja Anzahl (Zeilen %) 2 (50,0 %) 2 (50,0 %) FEX (1,000) V=0,028
nein Anzahl (Zeilen %) 24 (44,4 %) 30 (55,6 %)
Fernmetastase (DM) ja Anzahl (Zeilen %) 2 (33,3 %) 4 (66,7 %) FEX (0,681) V=0,079
nein Anzahl (Zeilen %) 24 (46,2 %) 28 (53,8 %)

FEX= Fisher's exakter Test. V= Cramers V, df= Freiheitsgrade, e.H.= erwartete Haufigkeit, DD: differentialdiagnostisch

Stratifiziert nach dem Cyclin-D1-Status zeigen sich keine statistisch auffalligen
Unterschiede und auch keine starken Assoziationen. Deskriptiv ist die Art des ersten
Progresses recht gleich verteilt, auBer dass in der Gruppe mit Cyclin-D1-
Uberexpression tendenziell mehr Zweittumoren den ersten Progress darstellen,
wahrend in der Gruppe mit normaler oder verminderter Cyclin-D1-Expression die
Patienten tendenziell eher ein loko-regionares Rezidiv als ersten Progress erleiden.
Diese Assoziation ist jedoch nur mittelgradig (V=0,388). Fernmetastasen sind recht
gleich verteilt als erster Progress.

Patienten, die einen Progress erleiden, und auch Patienten, die mehr als einen
Progress erleiden, sind tendenziell haufiger in der Gruppe mit Cyclin-D1-
Uberexpression (11/26, 42,31% vs. 12/32, 37,5%, 5/26, 19,23% vs. 5/32, 15,63%),
wobei der Unterschied nicht statistisch auffallig ist. Diese Betrachtung ist ohnehin nur
dazu da, um die Verteilung der Daten darzustellen. Fir die tatsachliche Auswertung
der Progress-Inzidenz zwischen den Gruppen wird in dieser Arbeit die
Uberlebenszeitanalyse, d. h. im Speziellen die Zeit bis zum ersten Progress (time to
progression), durchgefuhrt (s. Kap. 4.6.2).
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Im Krankheitsverlauf zeigen die meisten Patienten mit Cyclin-D1-Uberexpression
Zweittumoren als haufigsten Progress (6/26, 23,08%), dies auch im Unterschied zur
Gruppe ohne Cyclin-D1-Uberexpression (3/32, 9,38%), in der loko-regionére Rezidive
gefolgt von Fernmetastasen die haufigsten Progresse sind (7/32, 21,88 % und 4/32,
12,5%). Die Assoziationen sind jedoch nur schwach und bestehen fir Fernmetastasen

gar nicht.

4.5 Gesamtliberleben (OS)

4.5.1 Unterschiede im Gesamtiiberleben (OS) nach Kovariablen

Im Folgenden wurde nach Unterschieden im OS in Bezug auf Kovariablen gesucht. In
diesem Kapitel werden lediglich die Kaplan Meier Kurven fir Variablen gezeigt, in
denen statistisch auffallige Unterschiede, tendenziell statistisch aufféllige
Unterschiede und, in einem Fall, auch nur ein deskriptiv deutlicher Unterschied ohne
statistische Auffalligkeit bestehen. Variablen, fir die kein Unterschied in Bezug auf das
OS festgestellt werden konnte, sind nicht aufgeflihrt. Als Kovariablen insgesamt
betrachtet wurden das Geschlecht, der BMI, das Alter bei Erstdiagnose, der
Alkoholkonsum, der Nikotinkonsum, Begleiterkrankungen (Diabetes mellitus,

Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen) sowie das T-, N- und M-Stadium.

Alkohol-Anamnese

Abbildung 1 zeigt das OS in Abhangigkeit vom Alkoholkonsum der Patienten.

69



Uberlebensfunktionen

Alkohalanamnese

1,0 il
|.—_ — —Imatig
I.. — thach
| | = malig-zensiert
5 —hoch-zensiert
08 ! ]—‘
T

E
1]
£ 06
[ !
= :
o
o
|
E .
5 04
X

0.2+

0,0+

T T T T T
a0 73 100 123

(==
k3
h

Overall Survival

Abbildung 1: Gesamtiiberleben (OS) in Abhédngigkeit vom Alkoholkonsum — méBig vs. hoch

Der erste statistisch aufféllige Unterschied zeigt sich in Bezug auf die Alkohol-
Anamnese, wobei Patienten, die im Anasthesieprotokoll angegeben haben, lediglich
maBig Alkohol zu konsumieren, eine statistisch auffallig langere mediane
Uberlebenszeit haben, die (iber den Beobachtungszeitraum hinausgeht und deswegen
nicht ermittelbar ist (Chi® (1) = 10,504, Log Rank p=0,001). Das bedeutet, dass flr
diese Gruppe innerhalb des Beobachtungszeitraumes weniger als 50% der Patienten
ein Ereignis hatten. Die mediane Uberlebenszeit fir Patienten mit hohem
Alkoholkonsum betrug 31 Monate (Tabelle 18).

Tabelle 18: Statistische Analyse des Gesamtiiberlebens (OS) in Abhédngigkeit vom Alkoholkonsum —
méBig vs. hoch

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
Alkohol-Anamnese (Ereignisse/Patientenzahl)  Schatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
maBig (6/25) n.e. n.e. n.e. n. e.
hoch (21/36) 31,000 3,497 24,146 37,854

95 % Konfidenzintervall. fiir Hazard Ratio
(HR)

(Ereignisse/Patientenzahl) SE! Df?  Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze

Alkoholkonsum hoch (21/36) ,467 1 ,003 4,055 1,622 10,135

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht einem maBigen Alkoholkonsum. ' Standardfehler,
2 Freiheitsgrade
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Auch die univariate Cox-Regression zeigt einen starken und statistisch auffalligen
Effekt auf die Uberlebenszeit. Patienten mit hohem Alkoholkonsum haben dabei eine
4-fach héhere Mortalitatsrate (HR 4,055, p=0,003, 95%-KI 1,622—-10,135).

Lebererkrankung

Abbildung 2 zeigt das OS in Abhangigkeit vom Vorkommen einer Lebererkrankung.
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Abbildung 2: Gesamtiiberleben (OS) in Abhdngigkeit vom Vorhandensein einer Lebererkrankung — ja
vs. nein

Stratifiziert nach Lebererkrankungen zeigt sich der Log Rank Test zwar nicht statistisch
auffallig, in den Kaplan Meier Kurven zeigt sich aber dennoch ein deutlich sichtbarer
Unterschied (Chi? (1)=3,001, p=0,083). Die Fallzahl in der Gruppe mit
Lebererkrankungen, die nicht weiter definiert sind, also auch bspw. Steatosen
enthalten, ist duBerst gering, so dass das Konfidenzintervall sehr groB3 ist. Die Hazard
Ratio der univariaten Cox-Regression zeigt eine zweifach héhere Mortalitatsrate flr
Patienten mit Lebererkrankung, allerdings ist auch diese nicht statistisch auffallig
(p=0,091, 95%-KI 0,890—4,789) (s. Tab. 19).
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Tabelle 19: Statistische Analyse des Gesamtliberlebens (OS) in Abhdngigkeit vom Vorhandensein einer

Lebererkrankung
Mediane Uberlebenszeit in Monaten
Lebererkrankungen 95 %-Konfidenzintervall
(Ereignisse/Patientenzahl) Schatzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
Ja (7/12) 31,000 21,669 ,000 73,472
Nein (25/70) n.e. n.e. n.e. n.e.
95 % Konfidenzintervall fur

Hazard Ratio (HR)

(Ereignisse/Patientenzahl) SE' Df? Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze
Lebererkrankungen (7/12) ,429 1 ,091 2,065 ,890 4,789

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz ist ,keine Lebererkrankungen®. ' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade.

T-Stadium

Abbildung 3 zeigt das OS in Abhangigkeit vom T-Stadium.

Uberlebensfunktionen

VoA T-Stufe
I —T1-T2
o 1T3.74
T t=T1-T2-zensiert
= b~ T3-T4-zensiert
04 L

061 L 4

Kum. Uberleben

0.2+

0,0

T T T T T T
a 25 50 75 100 125

Overall Survival

Abbildung 3: Gesamttiberleben (OS) in Abhdngigkeit von der T-Stadium — T1-T2 vs. T3—T4

Stratifiziert nach gruppierten T-Stadien zeigt sich fir die Gruppe der geringeren T-
Stadien eine langere Uberlebenszeit als fiir die hdheren T-Stadien. Auch hier konnte
die mediane Uberlebenszeit nicht verglichen werden, weil in der Gruppe der geringen
T-Stadien weniger als 50% der Patienten ein Ereignis hatten. Der Unterschied nach T-
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Stadien verpasst zwar sehr knapp das Signifikanzniveau (Chi?(1)=3,726, p=0,054),
deskriptiv ist dieser jedoch anhand der Kaplan-Meier Kurven deutlich zu sehen.
Tendenziell statistisch auffallig ist auch die Effektstarke. Patienten mit T3 oder T4-
Tumoren haben eine doppelt so hohe Mortalitatsrate im Vergleich zu geringeren T-
Stadien (Hazard Ratio 1,920, p=0,059, 95%-KIl 0,976-3,775). Die Ereignisse zum
Zeitpunkt 0 sind Patienten, die weniger als einen Monat nach Diagnosestellung
Uberlebt haben (s. Tab. 20).

Tabelle 20: Statistische Analyse des Gesamtiiberlebens (OS) in Abhédngigkeit vom T-Status — T1-T2
vs. T3-T4

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
T-Status (Ereignisse/Patientenzahl) Schétzer SE! Untere Grenze  Obere Grenze
T1-T2 (18/56) n.e. n. e. n.e. n.e.
T3-T4 (16/29) 31,000 7,327 16,638 45,362

95 % Konfidenzintervall flir
Hazard Ratio

(Ereignisse/Patientenzahl) SE’ Df?  Signifikanz HR Untere Grenze  Obere Grenze
T-Status T3-T4 (16/29) ,345 1 ,059 1,920 ,976 3,775

n. e.=nicht ermittelbar, da die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR ist fir die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht T1-T2. 1 Standardfehler, 2 Freiheitsgrade

M-Stadium

Abbildung 4 zeigt das OS in Abhangigkeit vom M-Status.
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Abbildung 4: Gesamttiberleben (OS) in Abhdngigkeit vom M1-Status — MO vs. M1

Die Fallzahl in der Gruppe mit M1-Status ist duBerst gering im Vergleich zur Gruppe
mit MO-Status, so dass die Interpretation der Kaplan Meier Kurven problematisch ist.
Dies fuhrt zu sehr unterschiedlichen Hazards. Die sieben Patienten versterben
allesamt im Verlaufe von ca. 3 Jahren, so dass die Kurven sehr unterschiedlich
verlaufen und der Log Rank Test sich statistisch auffallig zeigt (Chi® (1)=16,694,
p<0,001). Aufgrund des unterschiedlichen Kurvenverlaufes wird die Hazard Ratio (HR)
hier nur deskriptiv verwendet. Der Effekt ist mit einer HR von 6 sehr stark (p<0,001,
95%-Kl 2,269-16,321). Die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit MO-Status geht
Uber den Beobachtungszeitraum hinaus und kann daher nicht angegeben werden,
auBer dass sie groBer als 125 Monate (>10 Jahre) ist (s. Tab. 21).

Tabelle 21: Statistische Analyse des Gesamtliberlebens (OS) in Abhdngigkeit vom M-Status — MO vs.
M1

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

M-Status (Ereignisse/Patientenzahl)  Schéatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
MO (12/47) n.e. n.e. n.e. n.e.
M1 (7/7) 23,000 6,547 10,169 35,831
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95 % Konfidenzintervall fir Hazard
Ratio (HR)
(Ereignisse/Patientenzahl) SE' Df? Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze
M1 (7/7) ,503 1 ,000 6,086 2,269 16,321

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht dem MO0-Status. ' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade

Die Ubrigen Kovariablen zeigten in der Kaplan-Meier Analyse keine zu berichtenden

Unterschiede.

4.5.2 Einfluss der Zellzyklusprotein-Expression

Abbildung 5 zeigt das OS in Abhangigkeit vom p16'NK4a.Expressionsstatus.
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Abbildung 5: Gesamtiiberleben (OS) in Abhdngigkeit vom p16NK4a-Expressionsstatus

Die Kaplan Meier Kurven divergieren bereits nach ca. einem Jahr und zeigen damit
einen sehr deutlichen Unterschied in der Uberlebenszeit mit einer Iangeren medianen
Uberlebenszeit in der p16'NK4a_positiven Gruppe. Wie der Log Rank Test zeigt, ist der
Unterschied statistisch auffallig (Chi?(1) 5,209, p=0,022). Auch hier gab es bereits ein

Ereignis binnen eines Monats nach Diagnosestellung. Die mediane Uberlebenszeit ist
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fur die p16'NK4a-positive Gruppe nicht ermittelbar. Fur die p16'NK4a-negative Gruppe
betragt sie 36 Monate bei sehr hohem Standardfehler (SE) und breitem
Konfidenzintervall (SE 42,449, 95%-KI 0,000-119,201). In der univariaten Cox-
Regression zeigt sich der Effekt eines positiven p16'Nk4a-Status mit einer Hazard Ratio
von 0,366 (p=0,029, 95%-KI 0,148-0,902) protektiv (s. Tab. 22).

Tabelle 22: Statistische Analyse des Gesamtiiberlebens (OS) in Abhédngigkeit vom p16/NK4a-
Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

p16NK4a_Status (Ereigniszahl/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze ~ Obere Grenze
Positiv (6/26) n.e. n.e. n.e. n. e.
Nein (23/51) 36,000 42,449 ,000 119,201

95 % Konfidenzintervall fur
Hazard Ratio (HR)
(Ereigniszahl/Patientenzahl) SE! Df?2  Signifikanz HR Untere Grenze  Obere Grenze
p16INK4a-positiv (6/26) ,460 1 ,029 ,366 ,148 ,902
n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe iiber den Beobachtungszeitraum hinausging.

Die HR ist flr die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht einem negativem p16INK4a-Status. ' Standardfehler,
2 Freiheitsgrade

Die multivariaten Cox-Regression, in welcher der Effekt des p16Nk4a-Status nach
Expressionsstatus der anderen drei Zellzyklusproteine und auch nach mdglichen
Confoundern  (Geschlecht,  Altersgruppe, initialer BMI,  Alkoholkonsum,
Nikotinanamnese, T-, N-; M-Stadium, Diabetes mellitus, Lebererkrankung,
Nierenerkrankung) kontrolliert wurde, ist durch die geringe Fallzahl erschwert. Es
mussten daher mehrere kleine Modelle gerechnet werden mit jeweils 2—3 Faktoren
anstelle eines groBen Modells, so dass sich mehrere Hazard Ratios ergaben. Es
werden zum einen nur die statistisch aufféalligen Modelle berichtet, da die Schatzungen
ansonsten nicht besser als zufallig waren, und es werden nur die zumindest tendenziell
statistisch auffalligen Hazard Ratios berichtet mit einem Signifikanzniveau von 0,05,
wobei dieses, wie bereits beschrieben, als eine Grenze zur statistischen Auffalligkeit
verwendet wird. Der in der univariaten Cox-Regression gezeigte protektive Effekt eines
positiven p16/NK4a-Status bleibt auch nach Adjustierung erhalten (HR 0,387, p=0,042,
95% Kl 0,156-0,965 bereinigt durch einen initialen BMI von mindestens 24,9 kg/m?,
HR 0,328, p=0,026, 95%KI 0,123-0,876 bereinigt durch den Effekt des N-Stadiums).

Das Adjustieren nach den Ubrigen hier untersuchten Zellzyklusproteinen zeigt keinen
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statistisch auffalligen Effekt. Auch fir die anderen Kovariablen waren keine Effekte
nachweisbar, weil entweder die Modelle oder die Hazard Ratios oder aber beide nicht
statistisch aufféllig waren. Deskriptiv betrachtet zeigte allerdings auch jedes dieser

Modelle protektive Effekte eines positiven p16/Nk4a-Status.

Abbildung 6 zeigt das OS in Abhangigkeit vom RB1-Expressionsstatus.
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Abbildung 6: Gesamttiberleben (OS) in Abhdngigkeit vom RB1-Expressionsstatus

Die Kaplan Meier Kurven sind bei sehr unterschiedlichen Fallzahlen in den beiden
Gruppen schwierig zu interpretieren. Nach etwas tGber einem Jahr zeigen die Patienten
ohne RB1-Expressionsverlust ein besseres Uberleben als die mit RB1-
Expressionsverlust. Davor verlaufen die Kurven fast gleich. Einen statistisch
auffalligen Unterschied zeigt der Log Rank Test nicht an (Chi? (1) = 0.306, p=0.580).

(s. Tab. 23).
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Tabelle 23: Statistische Analyse des Gesamtiberlebens (OS) in Abhédngigkeit vom RB1-
Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

RB1-Expressionsverlust (Ereignisse/Patientenzahl) Schétzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
Ja (13/38) n.e. n.e. n.e. n. e.
Nein (3/11) n. e. n.e. n.e. n.e.

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe ber den Beobachtungszeitraum hinausgeht.

95 % Konfidenzintervall fiir Hazard
Ratio (HR)

(Ereignisse/Patientenzahl) SE'" Df Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze

RB1-Expressionsverlust (13/38) 642 1 ,582 1,423 ,405 5,004

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe iiber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht der normalen RB1-Expression. ' Standardfehler,
2 Freiheitsgrade

In der univariaten Cox-Regression zeigt ein RB1-Verlust eine 1.4-fach erhdhte
Mortalitatsrate, wobei dieser Effekt nicht statistisch auffallig ist (p=0.582, 95%-KI1 0.405
— 5.004). Bei der Adjustierung durch p16/NK4a p53 und Cyclin-D1 sowie durch die
maoglichen Confounder ist die noch viel geringere Fallzahl zu beachten, die zu hohen
Zufallsfehlern fiihrt'2 (128). Es konnten lediglich bivariate Modelle berechnet werden
far Geschlecht, Alter, BMI, T-, N-, M-Stadium, Raucheranamnese, Alkoholanamnese,
Diabetes mellitus, Leber- und Nierenerkrankungen sowie flir die anderen
Zellzyklusproteine. Die Mehrzahl der Modelle ist nicht besser als die Zufallsschatzung.
Statistisch auffallig und damit verwertbar sind nur die Modelle fiir die Cyclin-D1-
Uberexpression, den hohen Alkoholkonsum und fiir das Vorliegen einer
Lebererkrankung. Diese Modelle zeigen allerdings alle keine statistisch auffalligen
Hazard Ratios (HR 0,832, p=0,790 95%KI 0,216-3,212, HR 1,165, p=0.844, 95% KI
0,255-5,324, HR 1,286, p=0,754, 95% KI 0,267—6,206). Das Adjustieren nach den
Ubrigen Proteinen zeigt keinen statistisch auffalligen Effekt. Damit kann also auch nach
Adjustieren kein Einfluss eines RB1-Expressionsverlusts auf das Gesamtiberleben
festgestellt werden.

2 Gaus W, Muche, R. . Medizinische Statistik. Angewandte Biometrie fiir Arzte und Gesundheitsberufe.
2. Auflage. Stuttgart: Schattauer; 2017. S. 208.
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In Bezug auf die Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach den hier unterschiedenen
RB1-Expressionsmustern ist zu beachten, dass mdglicherweise ein systematischer
Fehler zu falsch hohen Fallen mit RB1-Expressionsverlust fihrt (siehe Kap. 5.8).

Abbildung 7 zeigt das OS in Abhangigkeit vom p53-Expressionsstatus.
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Abbildung 7: Gesamttiberleben (OS) in Abhdngigkeit vom p53-Expressionsstatus

Sowohl die Kaplan Meier Kurven als auch der Log Rank Test zeigen keinen
Unterschied im Gesamtlberleben stratifiziert nach dem p53-Status (Chi? (1)=0,185,
p=0,667).

Patienten mit p53-Uberexpression des Primarius zeigen in der univariaten Cox-
Regression eine um 26% hoéhere Mortalitéatsrate, wobei dieser Effekt nicht statistisch
auffallig ist (Hazard Ratio 1,26, p=0,668, 95% Kl 0,438-3,630) (s. Tab. 24). Auch das
Adjustieren nach Geschlecht, Alter, BMI, T-, N-, M-Stadium, Raucheranamnese,
Alkoholanamnese, Diabetes mellitus, Leber- und Nierenerkrankungen sowie nach den
anderen Zellzyklusproteinen im Rahmen von bivariaten Cox-Regressionen deckt
keinen Effekt einer p53-Uberexpression auf das Gesamtiiberleben auf. Zu verwerten

sind nur die Modelle, in denen nach einer Lebererkrankung und nach einem hohen
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Alkoholkonsum in der Anamnese adjustiert wurde. Die sich daraus ergebenden
Hazard Ratios sind allerdings beide weit vom Signifikanzniveau entfernt (HR 1,056,
p=0,930, 95% KI 0,315-3,543, HR 1,607, p=0,433, 95% Kl 0,491-5,261). Auch das
Adjustieren nach den anderen Zellzyklusproteinen zeigt keinen statistisch auffalligen
Effekt. Damit lasst sich fiir eine p53-Uberexpression kein Einfluss auf das

Gesamtilberleben zeigen.

Tabelle 24: Statistische Analyse des Gesamtiiberlebens (OS) in Abhéngigkeit vom p53-
Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

Uberexpression p53 95 %-Konfidenzintervall
(Ereignisse/Patientenzahl) Schétzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
Ja (11/34) n.e. n. e. n.e. n.e.
Nein (5/18) n.e. n.e. n.e. n.e.

95 % Konfidenzintervall fiir Hazard
Ratio (HR)

(Ereignisse/Patientenzahl) SE! Df?  Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze

Uberexpression p53 (11/34) ,540 1 ,668 1,260 ,438 3,630

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR st fir die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht der normalen/verminderte p53-Expression.
' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade

Abbildung 8 zeigt das OS in Abh&angigkeit vom Cyclin-D1-Expressionsstatus.
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben (OS) in Abhangigkeit vom Cyclin-D1-Expressionsstatus

Fiir die Gruppe ohne Cyclin-D1-Uberexpression geht die mediane Uberlebenszeit tiber
den Beobachtungszeitraum hinaus und ist daher nicht ermittelbar. In der Gruppe mit
Cyclin-D1-Uberexpression betragt sie 48 Monate (95%-K| 4,630-91,370). Dieser
Unterschied zeigt sich auch in den Kaplan Meier Kurven, die deutlich nach wenigen
Monaten bereits auseinandergehen, sowie im Log Rank Test, der statistisch auffallig
ist (Chi? (1)=5,004, p=0,025). Die univariate Cox-Regression zeigt einen starken Effekt
auf das Gesamtiiberleben der Cyclin-D1-Uberexpression. Die Mortalititsrate ist
demnach 2,6-fach erhéht (HR 2,606, p=0,031, 95%-KI 1,090-6,233) gegenlber der
Gruppe ohne Uberexpression von Cyclin-D1 (s. Tab. 25). Die bivariaten Cox-
Regressionen, in denen nach Kovariablen (Geschlecht, Alter, BMI, T-, N-, M-Stadium,
Raucheranamnese,  Alkoholanamnese,  Diabetes  mellitus, Leber-  und
Nierenerkrankungen) und den anderen Zellzyklusproteinen adjustiert wurde, sind alle
verwertbar und zeigen mit einer Ausnahme alle eine zumindest tendenziell statistisch
auffallige Hazard Ratio im Bereich von 2,374 (p=0,071, 95%-KI 0,929-6,063) bis 3,453
(p=0,063, 95%-KI 0,935-12,745). Das Adjustieren durch die anderen Proteine ist nur
nach RB1-Expressionsverlust tendenziell statistisch auffallig, und die Hazard Ratio

liegt im oben beschriebenen Bereich. Damit lasst sich fir eine Cyclin-D1-
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Uberexpression auch nach Adjustierung ein starker Einfluss auf das Gesamtiiberleben
nachweisen, wobei die Patienten eine deutlich hdéhere Mortalitatsrate haben. Die
Modelle, in denen nach den anderen Proteinen adjustiert wurde, sind entweder nicht
verwertbar oder die Hazard Ratios sind nicht statistisch aufféllig.

Tabelle 25:Statistische Analyse des Gesamtiiberlebens (OS) in Abhdngigkeit vom Cyclin-D1-
Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

Cyclin-D1-Uberexpression (Ereignisse/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze  Obere Grenze
Ja (12/26) 48,000 22,128 4,630 91,370
Nein (9/32) n.e. n.e. n.e. n.e.

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe ber den Beobachtungszeitraum hinausgeht.

95 % Konfidenzintervall flir Hazard
Ratio (HR)

(Ereignisse/Patientenzahl) SE' Df? Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze

Cyclin-D1-Uberexpression (12/26) ,445 1 ,031 2,606 1,090 6,233

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit in dieser Gruppe iiber den Beobachtungszeitraum hinausging.
Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht der normalen Cyclin-D1-Expression. ! Standardfehler,
2 Freiheitsgrade

4.6 Zeit bis zum ersten Progress (TTP)

4.6.1 Einfluss von Kovariablen

Auch hier werden nur diejenigen Kovariablen gezeigt, die zumindest einen tendenziell
statistisch auffalligen Unterschied (Log Rank Test) in der Zeit bis zum ersten Progress
(definiert als loko-regionares Rezidiv, Fernmetastase oder Zweittumor) oder aber
deskriptiv einen Unterschied in den Kaplan- Meier Kurven zeigen. Aufféllige
Unterschiede zeigten sich flr die Variablen Alkoholkonsum, T-Stadium, M-Stadium,
Geschlecht und BMI.

Alkohol-Anamnese

Abbildung 9 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhéngigkeit vom Alkoholkonsum.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 9:Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Alkoholkonsum — méafig vs. hoch

Die Kaplan-Meier Kurven zeigen einen deutlichen Unterschied in der Zeit bis zum
ersten Progress, der nach dem Log Rank Test statistisch aufféllig ist (Chi? (1)=6,090,
p=0,014). Die mediane Zeit bis zum ersten Progress in der Gruppe mit hohem
Alkoholkonsum betragt 14 Monate (95%-KI 6,761-21,239), wahrend sie flr Patienten
mit maBigem Alkoholkonsum in der Anamnese ca. 9,5 Jahre betragt, ohne eine

Angabe eines Konfidenzintervalls flr die Letztere machen zu kénnen.

Die Hazard Ratio in der univariaten Cox-Regression zeigt bei hohem Alkoholkonsum
in der Anamnese eine 2,5-fach erhéhte Progressrate (95%-KI 1,170-5,668) (s. Tab.
26).

Tabelle 26: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Alkoholkonsum — méaBig vs. hoch

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

Alkoholkonsum (Ereignis- 95 %-Konfidenzintervall
/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
MaBig (9/25) 114,000 ,000 n. e.. n.e.
Hoch (22/36) 14,000 3,693 6,761 21,239

n. e.= nicht ermittelt

Alkoholkonsum (Ereignis- 95 %-Konfidenzintervall fir Hazard Ratio (HR)

/Patientenzahl) SE! Df?2 | Signifikanz | HR Untere Grenze Obere Grenze
Hoch (22/36) ,402 1 ,019 2,575 1,170 5,668

n. e.= nicht ermittelt. Die HR ist fir die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht einem méaBigen Alkoholkonsum in der
Anamnese. ' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade.
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T-Stadium

Abbildung 10 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom T-Stadium.
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Abbildung 10: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom T-Stadium — T1-T2 vs. T3-T4

Der Unterschied in der Zeit bis zum ersten Progress flr die niedrigen vs. weiter
fortgeschrittenen T-Stadien zeigt sich in den Kaplan Meier Kurven sowie in dem
tendenziell statistisch auffalligen Log Rank Test (Chi? (1)=3,055, p=0,08). So ist die
mediane Zeit bis zum ersten Progress flr Patienten mit initialen T1- oder T2-Tumoren
92 Monate (ca. 7,5 Jahre) (95%-Kl 66,208—117,792) vs. 13 Monate (95%-KIl 10,220—
15,780) fir Patienten, die sich initial mit fortgeschrittenen T-Stadien vorstellen. In der
univariaten Cox-Regression zeigt sich eine 1,7-fach erhéhte Ereignisrate fir Patienten
mit T3- oder T4-Tumoren (95%-KI 0,923-3,237) (s. Tab. 27).

Tabelle 27: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom T-Status — T1-T2 vs.
T73-T4

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
Obere
T-Status (Ereignisse/Patientenzahl) Schétzer SE' Untere Grenze Grenze
T 1-2 (24/56) 92,000 13,159 66,208 117,792
T 3-4 (18/29) 13,000 1,418 10,220 15,780
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95 % Konfidenzintervall. fiir Hazard Ratio
(HR)
T-Status (Ereignisse/Patientenzahl) SE' Df? Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze
T 3-4 (18/29) ,320 1 ,087 1,729 ,923 3,237

Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht dem T-Status T1-T2. ' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade.

M-Stadium

Abbildung 11 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom M-Stadium.
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Abbildung 11: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom M-Status — MO0 vs. M1

In der Auswertung der Zeit bis zum ersten Progress zeigt der M-Status wie auch schon
in der Analyse des Gesamtiiberlebens das Problem, dass die Gruppe mit M1-Status
zu schwach besetzt ist, als dass man wirklich einen zuverlassigen Unterschied
ermitteln kénnte. Die sehr viel starker besetzte Gruppe mit MO-Status zeigte eine
mediane Zeit bis zum ersten Progress von 107 Monaten (ca. 9 Jahre) bei sehr groBem
Konfidenzintervall (95%-KI 51,035-162,965) vs. 9 Monate (95%-KI 6,434—11,566) in
der M1-Gruppe. So zeigt sich auch der Log Rank Test statistisch auffallig (Chi?
(1)=16,099, p<0,0001) (s. Tab. 28). Die univariate Cox-Regression ergibt eine Hazard
Ratio von 5,7, allerdings sind die Hazards eigentlich zu unterschiedlich, als dass man
eine Cox-Regression rechnen dirfte. Die Voraussetzungen fir die Durchfihrung einer

Cox-Regression sind daher nicht gegeben. Sie ist hier nur deskriptiv erfolgt.
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Tabelle 28: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom M-Status — MO vs. M1

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

M-Status (Ereignis-/Patientenzahl) Schétzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
MO-Status (20/47) 107,000 28,554 51,035 162,965
M1-Status (7/7) 9,000 1,309 6,434 11,566

95 % Konfidenzintervall fir Hazard Ratio (HR)

M-Status (Ereignis-/Patientenzahl) SE' Df?2 Signifkanz  HR Untere Grenze Obere Grenze
M1-Status (7/7) 496 1 ,000 5,708 2,159 15,091
Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht dem MO-Status. ' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade.

Geschlecht

Abbildung 12 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom Geschlecht.
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Abbildung 12: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Geschlecht — ménnlich vs. weiblich

Ein statistisch auffalliger Unterschied in der Zeit bis zum ersten Progress zwischen den
Geschlechtern zeigt sich nicht (Chi? (1)=2,211, p=0,137). In den Kaplan-Meier Kurven
zeigt sich jedoch ein Unterschied nach 2 Jahren, wobei die mediane Zeit bis zum
ersten Progress 114 Monate (9,5 Jahre) bei sehr breitem Konfidenzintervall (95%-KI
0,000-258,018) fur Frauen vs. 30 Monate (95%-KI 10,688—49,312) fir Manner betragt
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(s. Tab. 29). Fir das Geschlecht wird die univariate Cox-Regression nicht angegeben,

weil das Modell das Risiko nicht besser vorhersagt als der Zufall.

Tabelle 29: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Geschlecht — ménnlich
vs. weiblich

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

Geschlecht (Ereignisse/Patientenzahl) Schétzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
Weiblich (12/28) 114,000 73,479 ,000 258,018
Ménnlich (31/58) 30,000 9,853 10,688 49,312

Body-Mass-Index (BMI)

Abbildung 13 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom BMI.
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Abbildung 13: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Geschlecht — BMI < 24,88 kg/m? vs. BMI 2
24,90 kg/m?

Auch in Bezug auf den BMI zeigt sich der Log Rank Test nicht statistisch auffallig (Chi2
(1)=1,937, p=0,164), in den Kaplan-Meier Kurven sieht man einen Unterschied nach
ca. einem Jahr, wobei in der Gruppe mit einem BMI von mindestens 24,9 kg/m? die
mediane Zeit bis zum ersten Progress 92 Monate (ca. 7,5 Jahre) (95%-KI 72,535
111,465) vs. 14 Monate (95%-KIl 0,000-30,166) in der Gruppe mit einem BMI von
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hochstens 24,88 kg/m? betragt. Eine univariate Cox-Regression fiir den BM/ wird an

dieser Stelle nicht berichtet, weil das Modell nicht besser als der Zufall war (Tab. 30).

Tabelle 30:Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Body-Mass-Index — BM|I
< 24,88 kg/m2 vs. BMI =2 24,90 kg/m?

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten
Initialer BMI (Ereignis- 95 %-Konfidenzintervall
/Patientenzahl) Schatzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
</= 24,88 kg/m? (23/43) 14,000 8,248 ,000 30,166
>/=24,90 kg/m? (20/43) 92,000 9,931 72,535 111,465
' Standardfehler

4.6.2 Einfluss der Zellzyklusprotein-Expression

Abbildung 14 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom p16/NK4a.

Expressionsstatus.
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Abbildung 14: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom p16NK4a-Expressionsstatus

In der deskriptiven Analyse der Zeit bis zum ersten Progress zeigt sich ein statistisch
auffalliger Unterschied im Log Rank Test (Chi? (1)=6,931, p=0,008) sowie auch in den

Kaplan-Meier Kurven. Die mediane Zeit bis zum ersten Progress der p16/NK4a.
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Uberexprimierenden Gruppe geht tGber den Beobachtungszeitraum hinaus und kann
daher nicht ermittelt werden. Die Gruppe mit negativem p16'NK4a-Status zeigt eine
mediane Zeit bis zum ersten Progress von 23 Monaten (95%-Kl19,174-36,826) (s. Tab.
31). Es fallt auf, dass Patienten bereits innerhalb des ersten Monats (zum Zeitpunkt 0)
Progresse haben. Dabei handelt es sich um einen Zweittumor (Fall 43) und um eine
Fernmetastase (Fall 78). In einem Fall kam es versehentlich zu der Fehleintragung
eines Primarius als Progress (Fall 48).

Tabelle 31:Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom p16NK4a-
Expressionsstatus

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

p16™K4a_(Jberexpression (Ereignis-/Patientenzahl) Schatzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
Ja (7/26) n. e.. n. e.. n. e.. n. e..
Nein (30/51) 23,000 7,054 9,174 36,826

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Zeit bis zum ersten Progress in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum
hinausgeht.

95 %-Konfidenzintervall fir Hazard Ratio
p16™<42.(Jberexpression (Ereignis- (HR)
/Patientenzahl) SE’ Df? Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze
Ja (7/26) ,426 1 ,012 ,345 ,150 ,795

Die HR ist firr die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht der Gruppe ohne p16™*4a-Uberexpression.
' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade.

In der univariaten Cox-Regression zeigt sich der protektive Effekt eines positiven
p16'NK4a_Status mit einer Hazard Ratio von 0,345 (95%-Cl 0,150-0,795) (s. Tab. 31).
In der multivariaten Analyse wurden auch hier aufgrund der geringen Fallzahl mehrere
kleine Cox-Regressionsmodelle gerechnet, wobei der Effekt des p16'NK4a-Status
jeweils nach einer anderen Variablen adjustiert wurde. Adjustiert wurde jeweils nach
Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, BMI, Alkoholkonsum, Raucherstatus,
Begleiterkrankungen (Leber-, Nierenerkrankung, Diabetes mellitus), T-, N-, M-
Stadium, RB1-Expressionsverlust, p53-Uberexpression, Cyclin-D1-Uberexpression.
Die sich daraus ergebenden statistisch auffalligen Hazard Ratios reichten von 0,188
(p=0,011, 95%-CI 0,052-0.685) adjustiert nach RB1-Expressionsverlust bis 0,383
(p=0,029, 95%-Cl 0,162-0,905) adjustiert nach Lebererkrankungen. Das einzige
Modell, das keinen statistisch auffalligen Effekt auf die Zeit bis zum ersten Progress
zeigte, war die Kontrolle nach hohem Alkoholkonsum. Der protektive Effekt eines
positiven p16'NK4a-Status blieb also auch nach der Adjustierung erhalten.
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Abbildung 15 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom RB1-
Expressionsstatus.
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Abbildung 15: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom RB1-Expressionsstatus

Die Patientenzahl ist vergleichsweise gering in der Gruppe ohne RB1-Verlust, so dass
deren Kaplan-Meier Kurve friher ausdinnt. Damit ist die Vergleichbarkeit erschwert.
Auch der Log Rank Test ist nicht statistisch auffallig (Chi® (1)=0,557, p=0,455).
Deskriptiv erscheint die mediane Zeit bis zum ersten Progress in der Gruppe mit RB1-
Verlust mit 92 vs. 30 Monaten bei Patienten, deren Primarius einen RB1-
Expressionsverlust zeigt, langer. Die 95%-Konfidenzintervalle sind jedoch beide bei
der geringen Fallzahl &uBerst breit (0,000-191,566 vs. 0,000-116,773) (s. Tab. 32). In
der univariaten Cox-Regression war das Modell nicht besser als der Zufall, weswegen
der Effekt, der ebenfalls nicht statistisch auffallig war, hier nicht berichtet wird. In den
bivariaten Cox-Regressionen deckte sich kein statistisch auffalliger Effekt auf. Die
Adjustierung nach M-Status zeigte einen protektiven Effekt, da allerdings wie oben
beschrieben die Hazards zu unterschiedlich sind, als dass die Voraussetzung fir eine
Cox-Regression erflllt waren, wird dieser Effekt hier nicht weiter beschrieben.
Adjustiert wurde in den bivariaten Cox-Regressionen jeweils nach Geschlecht, Alter
bei Erstdiagnose, BMI, Alkoholkonsum, Raucherstatus, Begleiterkrankungen (Leber-,
Nierenerkrankung, Diabetes mellitus), T-, N-, M-Status, p16'Nk4a-Uberexpression, p53-
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Uberexpression, Cyclin-D1-Uberexpression. Auch hier ist zu beachten, dass bei der

Bestimmung des RB1-Expressionsstatus mdglicherweise ein systematischer Fehler

vorliegt, der zu falsch hohen Féllen mit RB1-Expressionsverlust flhrt (s. Kap. 5.8).

Tabelle 32: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom RB1-Expressionsstatus

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

RB1-Expressionsverlust (Ereignis-/Patientenzahl) Schétzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
Ja (14/38) 92,000 50,799 ,000 191,566
Nein (6/11) 30,000 44,272 ,000 116,773

' Standardfehler

Abbildung 16 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abhangigkeit vom p53-
Expressionsstatus.
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Abbildung 16: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom p53-Expressionsstatus

In der Zeit bis zum ersten Progress zeigt das p53-Expressionsmuster keinen

Unterschied, weder in den Kaplan Meier Kurven noch im Log Rank Test (Chi?

(1)=0,215, p=0,643). Die mediane Zeit bis zum ersten Progress geht in der Gruppe

ohne p53-Uberexpression iber den Beobachtungszeitraum hinaus und ist daher
gréBer als 125 Monate vs. 92 Monate (95%-KI 11,359-172,641) bei Patienten, deren
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Tumoren eine p53-Uberexpression zeigen (s. Tab. 33). Die univariate Cox-Regression

wird hier nicht berichtet, weil das Modell sich nicht besser zeigte als ein Zufallsmodell.

Adjustiert wurde in den bivariaten Cox-Regressionen jeweils nach Geschlecht, Alter

bei Erstdiagnose, BMI, Alkoholkonsum, Raucherstatus, Begleiterkrankungen (Leber-,

Nierenerkrankung, Diabetes mellitus), T-, N-, M-Stadium, p16'N<4a_-Uberexpression,

RB1-Expressionsverlust sowie Cyclin-D1-Uberexpression, wobei sich ebenfalls kein

Effekt auftat. Damit kann fir p53 keine Assoziation mit der Progressionsrate

festgestellt werden.

Tabelle 33: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom p53-Expressionsstatus

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

p53-Uberexpression (Ereignis-/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
Ja (15/34) 92,000 41,144 11,359 172,641
Nein (6/18) n.e. n.e.. n.e.. n.e..

n. e.=nicht ermittelbar, weil die mediane Zeit bis zum ersten Progress in dieser Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum

hinausging. ' Standardfehler

Abbildung 17 zeigt die Zeit bis zum Progress in Abh&ngigkeit vom Cyclin-D1-

Expressionsstatus.
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Abbildung 17: Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Cyclin-D1-Expressionsstatus
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Far die Cyclin-D1-Expression zeigt sich in der deskriptiven Analyse der Zeit bis zum
ersten Progress erst kein deutlicher Unterschied, sondern erst nachdem die Gruppe
mit Cyclin-D1-Uberexpression zunehmend ausgediinnt ist. Auch der Log Rank Test ist
nicht statistisch auffallig (Chi? (1)=0,625, p=0,429). Die mediane Zeit bis zum ersten
Progress betragt fir die Gruppe mit Cyclin-D1-Uberexpression 31 Monate, allerdings
bei sehr hohem Standardfehler und sehr breitem Konfidenzintervall (95%-CI 0,000—
120,427). Fir die Gruppe ohne Cyclin-D1-Uberexpression betragt sie 114 Monate,
ohne Angabe eines Konfidenzintervalls (s. Tab. 34). Die univariate Cox-Regression
lieferte kein verwertbares Modell, sodass der univariate Effekt hier nicht berichtet wird.
Adjustiert wurde in den bivariaten Cox-Regressionen jeweils nach Geschlecht, Alter
bei Erstdiagnose, BMI, Alkoholkonsum, Raucherstatus, Begleiterkrankungen (Leber-,
Nierenerkrankung, Diabetes mellitus), T-, N-, M-Stadium, p16'Nk4a _Uberexpression,
RB1-Expressionsverlust sowie nach Cyclin-D1-Uberexpression, wobei sich nur nach
Kontrolle durch den RB1-Expressionsverlust eine statistisch aufféllige Hazard Ratio
von 3,113 (p = 0,037, 95%-CI 1,073-9,030) zeigte. Der Kehrwert war nicht statistisch
auffallig und wurde daher im Unterkapitel fir RB1 nicht berichtet. Damit kénnte eine

Cyclin-D1-Uberexpression mit einer erhéhten Progressionsrate assoziiert sein.

Tabelle 34: Statistische Analyse der Zeit bis zum Progress in Abhdngigkeit vom Cyclin-D1-
Expressionsstatus

Mediane Zeit bis zum ersten Progress in Monaten

. 95 %-Konfidenzintervall
Cyclin-D1-Uberexpression (Ereignis-

/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
Ja (11/26) 31,000 45,626 ,000 120,427
Nein (13/32) 114,000 ,000 n.e.. n.e.

n. e. nicht ermittelbar, ' Standardfehler

4.7 Uberlebenszeit nach dem ersten Progress

4.7.1 Einfluss von Kovariablen

Bei den Kontrollvariablen sind statistisch auffallige Unterschiede in der Uberlebenszeit
nach dem ersten Progress nur in Bezug auf den Alkoholkonsum (Chi? (1)=4,814,
p=0,028) (s. Abb. 18) und den M-Status (Chi® (1)=5,346, p=0,021) (s. Abb. 19) zu
berichten. Dabei ist die mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress bei einem

93



hohen Alkoholkonsum in der Anamnese kirzer (11 Monate, 95%-KI 6,222—15,778 vs.
30 Monate, 95%-KI 27,474-32,526). Fir Patienten mit initialem M1-Status ist die
mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress ebenfalls kiirzer (11 Monate, 95%-
Kl 5,868-16,132 vs. 24 Monate, ohne Angabe eines Konfidenzintervalls). Wie die
univariaten Cox-Regressionen zeigen, ist die Mortalitdtsrate nach dem ersten
Progress in der Gruppe mit hohem Alkoholkonsum statistisch auffallig erhéht
(HR=3,251, p=0,040, 95% Kl 1,056—-10,006) (s. Tab. 35) gegenliber der Gruppe mit
maBigem Alkoholkonsum. In der Gruppe mit M1-Status ist die Mortalitdtsrate nach
dem ersten Progress im Vergleich zur Gruppe mit M0-Status um den Faktor 3,049
erhéht (p=0,030, 95%-KI 1,111-8,366). (s. Tab. 36).
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Abbildung 18: Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom Alkoholkonsum — hoch
vs. maBig

Tabelle 35: Statistische Analyse der Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom
Alkoholkonsum — hoch vs. méBig

Mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
Alkoholkonsum (Ereignis/Patientenzahl) Schétzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
MaBig (4/8) 30,000 1,289 27,474 32,526
Hoch (17/22) 11,000 2,438 6,222 15,778

95 % Konfidenzintervall fir Hazard Ratio (HR)

(Ereignisse/Patientenzahl) SE' Df?  Signifikanz ~ HR Untere Grenze Obere Grenze

Alkoholkonsum hoch (17/22) ,574 1 ,040 3,251 1,056 10,006
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Die HR ist fur die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht einem maBigen Alkoholkonsum in der Anamnese.
' Standardfehler, 2 Freiheitsgrade

Uberlebensfunktionen

M-Status

1,077
—1M0
|
= MO-zensiert
— M1 -zensiert

0,8

051 L L

0.4+

Kum. Uberleben

0,0

T T T T T T T
0 20 40 60 a0 100 120

Survival after first progress

Abbildung 19: Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom M-Status — MO0 vs. M1

Tabelle 36: Statistische Analyse der Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom M-
Status — MO vs. M1

Mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
M-Status (Ereignis/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
MO-Status (9/20) 24,000 n.e. n. e. n.e.
M1-Status (7/7) 11,000 2,619 5,868 16,132

95 % Konfidenzintervall fiir Hazard Ratio (HR)
(Ereignisse/Patientenzahl) SE' df? Signifikanz HR Untere Grenze Obere Grenze
M1-Status (7/7) ,515 1 ,030 3,049 1,111 8,366

n. e.=nicht ermittelt. Die HR ist fiir die Nicht-Referenz angegeben. Die Referenz entspricht dem MO0-Status. ' Standardfehler,
2 Freiheitsgrade

4.7.2 Einfluss der Zellzyklusprotein-Expression

Abbildung 20 zeigt die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhéngigkeit vom

p16'NK4a.Expressionsstatus.
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Abbildung 20: Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom p16/NKk4a.
Expressionsstatus

Auch die Betrachtung dessen, wie lange die Patienten stratifiziert nach dem p16/NK4a-
Status nach erfolgtem Progress Uberleben, wird durch die geringe Fallzahl der
Stichprobe erschwert und geht mit hohen Standardfehlern einher. Der Log Rank Test
zeigte keinen statistisch auffalligen Unterschied (p=0,530, Chi?® (1)=0,394). Das
mediane Uberleben nach dem ersten Progress ist in der Gruppe mit positivem p16
INK4a_Status langer (24 Monate vs. 12 Monate, 95%-KI 0,000-49,205 vs. 95%-KI
4,025-19,975) (s. Tab. 37). Die Kaplan-Meier Kurven zeigen einen ahnlichen Verlauf.
Die univariate Hazard Ratio zeigt mit 0,708 einen protektiven Effekt flir die Gruppe mit
positivem p16'NK4a-Status, jedoch ist dieser nicht statistisch auffllig (p=0,537, 95% KI
0,237-2,116) und das Modell ist nicht besser als das Zufallsmodell, sodass es hier
nicht abgebildet wird. In den bivariaten Cox-Regressionsmodellen zeigt sich sowohl
adjustiert nach den anderen Zellzyklusproteinen als auch adjustiert nach den
Kovariablen (Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, BMI, Nikotin, Alkoholkonsum, T-,
N-, M-Stadium, Diabetes mellitus, Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen) kein
statistisch auffalliger Einfluss eines positiven p16'N<4a-Status auf die Uberlebenszeit
nach dem ersten Progress. Die Modelle sind alle nicht besser als der Zufall.
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Tabelle 37: Statistische Analyse der Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom
p16INK4a-Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
p16NK4a_Status (Ereignisse/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
positiv (4/6) 24,000 12,860 ,000 49,205
negativ (18/30) 12,000 4,069 4,025 19,975

' Standardfehler

Abbildung 21 zeigt die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhéngigkeit vom

RB1-Expressionsstatus.
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Abbildung 21: Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom RB1-Expressionsstatus

Der Log Rank Test in Bezug auf die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress zeigt
keinen statistisch auffalligen Unterschied zwischen der Gruppe mit und der Gruppe
ohne Expressionsverlust von RB1 (p=0,351, Chi? (1)=0,869) (s. Tab. 38). Die mediane
Uberlebenszeit war nur fiir die Gruppe mit RB1-Expressionsverlust zu ermitteln und
betrug 17 Monate (95%-KI 1,916-32,084). Fir die Gruppe ohne RB1-Verlust geht sie
Uber den Beobachtungszeitraum hinaus, da innerhalb dessen nicht 50% der Patienten

ohne Expressionsverlust ein Ereignis hatten. Die Fallzahl ist auBerdem flr die

97



Ermittlung valider Werte viel zu gering. Die Kaplan-Meier Kurven gehen sehr friih
auseinander, weil es nur zwei Ereignisse in der insgesamt sehr schwach besetzten
Gruppe ohne RB1-Expressionsverlust gibt. Die univariate Hazard Ratio und auch ihr
Modell waren nicht statistisch auffallig und werden daher hier nicht berichtet. In den
bivariaten Cox-Regressionsmodellen (adjustiert nach Geschlecht, Alter bei
Erstdiagnose, BMI, Nikotin, Alkoholkonsum, T-, N-, M-Stadium, Diabetes mellitus,
Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen, p16'NK4a p53, Cyclin-D1) zeigen sich keine
statistisch auffélligen Effekte auf die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress. Die
Modelle sind ebenfalls nicht besser als der Zufall. An dieser Stelle sei nochmals auf
den systematischen Fehler hingewiesen, der mdglicherweise in der Auswertung des
RB1-Expressionsstatus entstanden ist und zu falsch hohen Faéllen mit RB1-

Expressionsverlust fuhrt (s. Kap. 5.8).

Tabelle 38: Statistische Analyse der Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom
RB1-Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall

Expressionsverlust-RB1 (Ereignis-/Patientenzahl) Schatzer SE! Untere Grenze Obere Grenze
ja (8/13) 17,000 7,696 1,916 32,084
nein (2/6) n.e. n.e. n.e. n.e.

n. e. =nicht ermittelbar, weil die mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in dieser Gruppe Uber den
Beobachtungszeitraum hinausging. ' Standardfehler

Abbildung 22 zeigt die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhangigkeit vom
p53-Expressionsstatus.
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Abbildung 22: Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom p53-Expressionsstatus

In der Gruppe ohne p53-Uberexpression gibt es nur 2 unzensierte Félle, so dass die
Auswertung schwierig ist. Letztlich 1&sst sich anhand des vorliegenden Datensatzes
die eingangs gestellte Frage nicht beantworten. Die mediane Uberlebenszeit nach
dem ersten Progress ist in der Gruppe ohne p53-Uberexpression langer im Vergleich
zur Gruppe mit p53-Uberexpression (30 Monate, 95%-Kl keine Angabe vs. 17 Monate,
95%-KIl 2,059-31,941) (s. Tab. 39), allerdings ist die Schatzung aufgrund der sehr
geringen Fallzahl moglicherweise zuféllig. Der Log Rank Test (Chi? (1)=0,621,
p=0,431) zeigt ebenfalls keinen Unterschied im Uberleben nach dem ersten Progress
an. Die Hazard Ratio in der univariaten Cox-Regression zeigt keinen statistisch
auffalligen Effekt einer p53-Uberexpression auf das Uberleben nach dem ersten
Progress, wobei das Modell nicht besser schatzen kann als der Zufall. Es wird daher
hier nicht abgebildet. In den bivariaten Regressionsmodellen (adjustiert nach
Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, BMI, Nikotin, Alkoholkonsum, T-, N-, M-Status,
Diabetes mellitus, Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen, p16'NK4a RB1, Cyclin-
D1) sind keine statistisch auffalligen Effekte zu berichten. Die Modelle sind alle nicht

besser als das Zufallsmodell.
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Tabelle 39: Statistische Analyse der Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom
p53-Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
p53-Uberexpression (Ereignis-/Patientenzahl) Schatzer SE' Untere Grenze  Obere Grenze
ja (8/15) 17,000 7,623 2,059 31,941
Nein (2/5) 30,000 n.e. n.e. n.e.

n. e.=nicht ermittelt. ' Standardfehler

Abbildung 23 zeigt die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhangigkeit vom

Cyclin-D1-Expressionsstatus.
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Abbildung 23: Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom Cyclin-D1-
Expressionsstatus

Die Gruppen stratifiziert nach der Cyclin-D1-Expression sind sich in der Fallzahl recht
ahnlich und daher besser vergleichbar. Es ist kein deutlicher Unterschied in den
Kaplan Meier Kurven sichtbar, bzw. erst wenn die Fallzahl ausdiinnt, und auch der Log
Rank Test ist nicht statistisch auffallig (Chi> (1)=1,914, p=0,166). Die mediane
Uberlebenszeit nach dem ersten Progress ist fiir die Gruppe mit Cyclin-D1-
Uberexpression kiirzer als in der Gruppe mit normaler oder verminderter Cyclin-D1-
Expression (6 Monate, 95%-KI 3,793-8,207 vs. 30 Monate, 95%-KI 0,000-65.,224) (s.
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Tab. 40). Die univariate Cox-Regression zeigt eine zweifach erhéhte Mortalitatsrate fur
die Gruppe mit Cyclin-D1-Uberexpression, wobei sie nicht statistisch auffallig ist (HR
2,118, 95%-KI 0,691-6,493, p=0,189) und auch das Modell nicht besser ist als der
Zufall. Es wird daher hier auf die Abbildung verzichtet. In den bivariaten Cox-
Regressionsmodellen (adjustiert nach Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, BMI,
Nikotin, Alkoholkonsum, T-, N-, M-Stadium, Diabetes mellitus, Lebererkrankungen,
Nierenerkrankungen, p16'Nk4a RB1, p53) zeigt sich kein statistisch auffalliger Effekt
auf die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress. Die Modelle sind alle nicht besser
als das Zufallsmodell.

Tabelle 40: Statistische Analyse der Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Abhdngigkeit vom
Cyclin-D1-Expressionsstatus

Mediane Uberlebenszeit nach dem ersten Progress in Monaten

95 %-Konfidenzintervall
Cyclin-D1-Uberexpression (Ereignis-/Patientenzahl) Schétzer SE' Untere Grenze Obere Grenze
ja (7/11) 6,000 1,126 3,793 8,207
Nein (6/12) 30,000 17,972 ,000 65,224
' Standardfehler
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden Tumorproben aus dem Primarius und, falls vorhanden, aus
Progressen von 77 Patienten, bei denen im Zeitraum 2008-2011 ein priméres
Oropharynxkarzinom mit Plattenepitheldifferenzierung an der Unimedizin Mainz
diagnostiziert wurde, zur Expressionsanalyse der Zellzyklusproteine p16Nk4a RBH{,
p53 und Cyclin-D1 immunhistochemisch gefarbt und mittels Software HALO®
(IndicaLab, USA) ausgewertet. AnschlieBend wurden die klinischen Daten zu
Patienten- und Tumoreigenschaften, Krankheitsverlauf, Krankheitsprogressen
(definiert als loko-regionare Rezidive, Fernmetastasen und Zweittumore) und
Uberlebensdaten nach dem jeweiligen Expressionsstatus jedes hier untersuchten
Zellzyklusproteins stratifiziert. Auf diese Weise erfolgte eine explorative Untersuchung
von potenziellen Assoziationen zwischen den Expressionsmustern der
Zellzyklusproteine und den Patienten- und Tumoreigenschaften sowie des
Krankheitsverlaufes. Dariiber hinaus wurde im Rahmen von Uberlebenszeitanalysen
der Einfluss des jeweiligen Expressionsstatus jedes der Zellzyklusproteine auf das
Gesamtiberleben, der Zeit bis zum ersten Progress und der Uberlebenszeit nach dem

ersten Progress untersucht. Der Nachbeobachtungszeitraum reichte bis Juli 2019.

Der Biobank der Unimedizin Mainz war es nicht mdglich fur alle Patienten
Tumorproben sowohl aus dem Primarius als auch aus den Progressen zur Verfligung
zu stellen. Fur einige Patienten konnten lediglich Tumorproben aus den Progressen
herausgegeben werden. Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass die
Tumorproben aus loko-regiondren Progressen oder Fernmetastasen das gleiche
Expressionsmuster aufweisen wie der Primarius (129, 130). Diese Arbeit unternahm
daher zundchst im Rahmen eines Vorversuches eine Analyse der
Expressionskonsistenz der Zellzyklusproteine in den Progressen im Vergleich zu der
Expression im Primarius. Hierbei zeigte sich allein fir p16NK4a  dass die
Expressionsmuster im Sinne einer Uberexpression ,ja/nein“ in 100% der Félle (27/27)
3denen des Primarius entsprachen, was mit den Befunden von Mehrad et al.

13 In nur einem Fall (Fall 8) zeigte die Lymphknotenmetastase keine p16™k4a-Expression bei 80% allein
nuklearer p16/NK4a-Immunreaktivitat im Primarius. Da jedoch ein positiver p16'NK4a -Status hier definiert
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Ubereinstimmt (16). Flr die anderen Proteine bestand diese seltener (RB1 20/26, p53
17/25, Cyclin-D1 22/29). Die Konsequenz dieses Vorversuches bestand darin, dass
flr p16'NK4a in Fallen, in denen der Primarius nicht vorlag, sondern nur Proben aus
Progressen, diese anstelle des Primarius ausgewertet wurden, so dass die Stichprobe
fir p16'NK4a (n=77) groBer ist als fir die anderen Zellzyklusproteine, in denen nur die
Falle ausgewertet wurden, in denen der Primarius vorlag (RB1 n=49, p53 n=52, Cyclin-
D1 n=58). Da eine p16NK4a.Uberexpression definiert als > 70% nukledr und
zytoplasmatisch immunreaktiver Zellen mit dem HPV-Status korreliert (15), wird der
immunhistochemische p16/NK4a-Expressionsstatus als Surrogatmarker fiir eine HPV-
assoziierte Tumorgenese verwendet (10). Hierbei besteht jedoch die Gefahr der
Klassifikation von Patienten als falschlicherweise HPV-assoziiert (9).

5.1 Assoziationen zwischen Patienteneigenschaften und
Zellzyklusprotein-Expressionsmustern

Hinsichtlich der Patientencharakteristika zeigte sich eine starke Assoziation (Cramers
V = 0,538) nur zwischen einem negativen p16'Nk4a-Status und einem Nikotinkonsum.
Die Stichprobe umfasste sehr wenige Nichtraucher (10 Nichtraucher vs. 65 Raucher)
und diese waren alle in der p16'Nk4a-positiven Gruppe enthalten. Die p16/Nk4a-negative
Gruppe umfasste ausschlieBlich Raucher. Ein weiterer statistisch auffalliger Befund ist
eine tendenziell starke Assoziation zwischen einem hohen Alkoholkonsum und einem
negativen pi16NK4a -Status (Cramers V = 0,472). Lebererkrankungen traten
ausschlieBlich in der p16NK4a-negativen Gruppe auf, wobei es in der gesamten
Stichprobe nur acht Falle mit Lebererkrankungen gab. Diese Assoziation
korrespondiert mit den Befunden von Gillison et al. (24), die in ihrer Fall-Kontroll-Studie
eine Assoziation zwischen HNSCC mit negativem p16'NKk4a -Status und Rauchen sowie
hohen Alkoholkonsum als Risikofaktor flir HPV-negative HNSCC in Bezug auf die
Normalbevélkerung gefunden haben. Die Patienten mit RB1-Expressionsverlust sind
statistisch aufféallig alter (p=0,010), allerdings liegt bei der Ermittlung des RB1-Status
mutmaBlich ein systematischer Fehler vor, so dass dieser Befund fraglich ist (s. Kap.

ist als nukledre UND zytoplasmatische Expression, wird auch dieser Fall in Bezug auf den p16/NK4a-
Status als konsistent bewertet, und zwar hier konsistent im Sinne von p16/NK4a-negativ.
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5.8). Ein Expressionsverlust von RB1 war in anderen Studien (11, 63) mit einem
positiven HPV-Status assoziiert und dieser wiederum zeigt sich Uberwiegend in
OPSCC von jingeren Patienten wie Chaturvedi et al. in ihrer epidemiologischen Studie
darstellen (131). Eine Assoziation zwischen einer p16/NK4a-Posgitivitdt und dem
Lymphknotenstatus, wie sie in anderen Studien gefunden wurde (96, 102), zeigte sich

in dieser Arbeit nicht.

5.2 Assoziationen zwischen Tumorcharakteristika und
Zellzyklusprotein-Expressionsmustern

Bei der Analyse potenzieller Korrelationen der Tumorcharakteristika mit den
Expressionsmustern zeigt sich eine mittelstarke Assoziation zwischen einer p16/NK4a-
Uberexpression und der Tumorlokalisation (V=0,444). Primartumoren mit positivem
p16'NK4a_Status sind in dieser Studie am haufigsten in der Tonsilla palatina lokalisiert.
Die p16/Nk4a-negativen Tumoren fanden sich am haufigsten am Weichgaumen / an der
Uvula gefolgt vom Zungengrund. Dieser Unterschied war statistisch auffallig
(p=0,002). Auch in den Studien von Castellsague et al. und Holzinger war die hdchste
Pravalenz von HPV in den Tonsillen (11, 64).

Bezlglich einer potenziellen Korrelation der Expressionsmuster der einzelnen
Zellzyklusproteine untereinander wurde hier nur eine einzige starke Assoziation
gefunden. Diese bestand zwischen einem negativen p16'N%4a-Status und einer Cyclin-
D1-Uberexpression (Cramers V=0,525). Dieser Unterschied ist auch statistisch
auffallig (p<0,001). Die Assoziation zwischen einem negativen p16'NK4a-Status und
einer p53-Uberexpression war mittelstark (Cramers V=0,306) jedoch statistisch
auffallig (p=0,038). Zwischen den Ubrigen von Holzinger (11) beschriebenen und in
den Studien von Castellsague et al. (64) und Plath et al. (63) untersuchten
Markerkombinationen wurden in der vorliegenden Dissertation keine starken
Assoziationen gefunden, wobei die Vierfachkombination aus p16'N4a hoch, RB1, p53
und Cyclin-D1 niedrig nach Holzinger (11) als Marker fiir eine HPV-Beteiligung hier
auch nicht eigens getestet wurde. Es wurde lediglich nach Assoziationen zwischen
den Expressionsmustern der Zellzyklusproteine untereinander gesucht. Insbesondere
war in dieser Studie keine Assoziation zwischen einem positiven p16'NK4a-Status und
einem RB1-Expressionsverlust feststellbar, wobei dieses Ergebnis Folge eines

systematischen Fehlers bezlglich des RB1-Status sein kénnte (s. Kap. 5.8).
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Das diagnostische Potenzial der Expressionsmuster der einzelnen Zellzyklusproteine
in Bezug auf eine HPV-Beteiligung wurde in dieser Studie nicht untersucht. Die starke
Assoziation zwischen einem negativen p16NK4a-Status und einer Cyclin-D1-
Uberexpression, die hier ermittelt wurde, kénnte jedoch die Cyclin-D1-Uberexpression
als zusatzlichen Marker fir eine fehlende HPV-Beteiligung interessant machen. Es
wird daher empfohlen, in einer weiteren Studie den direkten Virusnachweis in den
Fallen, bei denen Material aus dem Primarius und p16'N%4a- sowie Cyclin-D1-Farbung
vorliegt, durchzufthren. Vorgeschlagen wird dabei das Protokoll von Kallioniemi (132),
welches im Rahmen einer weiteren Doktorarbeit etabliert werden kénnte. In diesem
Zusammenhang ware auBBerdem die von Rasmussen et al. (103) gezeigte Assoziation
zwischen dem Auftreten von Fernmetastasen und negativem HPV-DNA-Status bei
positivem p16'NK4a-Status zu prifen. Hierfir ware es wiinschenswert, die Stichprobe

zu vergrdBern, um den Untersuchungszeitraum auszudehnen.

5.3 Assoziationen zwischen Parametern des Krankheitsverlaufes
und Zellzyklusprotein-Expressionsmustern

Die Analyse des Krankheitsverlaufes zeigte eine starke Assoziation zwischen loko-
regionaren Rezidiven gefolgt von Zweittumoren als Art des ersten erlebten Progresses
mit einem negativen p16'NK4a-Status (V=0,565). In der p16'NK4a-positiven Gruppe
zeigten nur sechs Patienten Uberhaupt Progresse. In der Studie von Fakhry et al. gab
es keinen Unterschied in den Progressarten zwischen den p16'NK4a-Gruppen. Bei
ihnen waren in beiden Gruppen loko-regionare Progresse die haufigste Progressform
(76).

In der Gruppe mit RB1-Verlust bestand eine starke Assoziation mit Zweittumoren als
erster Progress, wahrend Patienten mit normaler RB1-Expression wie die p16/NK4a-
negative Gruppe insbesondere loko-regionare Rezidive als ersten Progress aufwiesen
(Cramers V=0,587). In Bezug auf p53 bestand eine starke Assoziation zwischen
Zweittumoren gefolgt von loko-regiondren Rezidiven fir Patienten mit p53-
Uberexpression (Cramers V=0,641). Die Assoziation zwischen einer Cyclin-D1-
Uberexpression und Zweittumoren bzw. zwischen einer normalen Cyclin-D1-

Expression und loko-regionaren Rezidiven war lediglich mittelgradig (V=0,388).
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Aufgrund der geringen Fallzahlen in den einzelnen Auspragungen waren die Chi?-
Tests alle nicht zu verwerten. Nach Literaturrecherche ist dies die erste Studie, die
einen Zusammenhang zwischen der RB1-Expression und dem Krankheitsverlauf
betrachtet. Es ist zu beachten, dass mutmaBlich falsch viele Patienten einen RB1-
Expressionsverlust aufweisen, aufgrund eines systematischen Fehlers (s. Kap. 5.8).

Was die weiteren im Verlauf der Krankheit aufgetretenen Progresse angeht, zeigten
sich keine Assoziationen oder statistisch auffalligen Unterschiede zwischen der
Haufigkeit von loko-regionaren Rezidiven, Fernmetastasen und Zweittumoren und den
betrachteten Expressionsmustern der Zellzyklusproteine. Allerdings sind die
Fallzahlen in dieser Studie auch sehr gering. Es gibt nicht viele Studien, die nach
einem Progressmuster im Verlauf der Erkrankung im Zusammenhang mit den
Zellzyklusproteinen gesucht haben. Derartige Studien gibt es nur flr p16'NK4a (76) (94,
100). Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, die explizit zwischen dem ersten
Progress und den Progressen insgesamt, d. h. bspw. dem Auftreten von
Fernmetastasen in den jeweiligen Expressionsgruppen im  gesamten
Beobachtungszeitraum, unterschieden hat. Der Umstand, dass einige Patienten
mehrere Progresse erleiden, kdnnte dazu flihren, dass sich bei der Betrachtung einer
bestimmten Progressform fir den gesamten Beobachtungszeitraum keine
Unterschiede oder Assoziationen zeigen. Erst aufgrund dieser Unterscheidung (erster
Progress vs. bspw. Fernmetastasen insgesamt) zeigten sich Assoziationen zwischen
der Art des Progresses und Proteinexpressionsmustern auf. Alle Patienten in der
p16'NK4a_positiven Gruppe, die einen Progress ihrer Erkrankung erlitten haben, haben
auch noch mindestens einen weiteren erlitten, was mit dem spater diskutierten
Ergebnis der besseren Gesamtiiberlebenszeit korrespondiert. Dabei kdnnte man
argumentieren, dass die Patienten aufgrund der geringeren Mortalitatsraten lange
genug Uberlebten, um mehrere Progresse zu erleiden.

Die von Huang (102) gefundene Assoziation zwischen einem positiven p16'Nk4a-Status
und einem disseminierten Metastasierungsmuster zeigte sich hier nicht. Ein mdglicher
Grund hierfir besteht darin, dass fur die vorliegende Studie vergleichsweise wenig
Patienten und in der Folge auch wenig Falle mit Fernmetastasen vorlagen. In der
Stichprobe fiir p16/Nk4a hatten acht von 77 Patienten Fernmetastasen, flir RB1 vier von
49, fir p53 vier von 52 und fir Cyclin-D1 sechs von 58. Zudem verteilen sich die Félle

mit Fernmetastasen auf das jeweilige Expressionsmuster jedes Proteins, so dass
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Metastasierungsmuster hier, bei zu geringen Fallzahlen, nicht ermittelbar waren. Im
Vergleich dazu hatten in der Stichprobe von Huang et al., die den Zusammenhang
zwischen dem p16'NK4a-Status und dem Metastasierungsmuster untersuchten, 79 von
624 Patienten Fernmetastasen, sodass sich dort ein Metastasierungsmuster ermitteln
lie3. Deskriptiv kamen in der vorliegenden Studie mehr pulmonale Fernmetastasen in
der p16'NK4a-negativen Gruppe vor, wobei diese in den wenigsten Fallen histologisch
gesichert waren und daher die Abgrenzung zu Zweittumoren nicht sicher ist.

AuBer den starken Assoziationen zwischen einem negativen p16'N%4a-Status und loko-
regiondren Rezidiven sowie zwischen einem RB1-Expressionsverlust bzw. einer p53-
Uberexpression und Zweittumoren als jeweils erste Progresse kann diese Studie keine
Assoziationen zwischen Parametern des Krankheitsverlaufes und den
Expressionsmustern der Zellzyklusproteine aufdecken. Den Untersuchungszeitraum
im Rahmen einer weiteren Studie auszudehnen und bspw. ab dem Jahr 2000
Patienten einzuschlieBen, ware daher flr die Beantwortung dieser Fragestellung
empfehlenswert. Das Ausbleiben von Ergebnissen bezlglich dieser Fragestellung ist
im Wesentlichen der geringen Fallzahl geschuldet.

5.4 Assoziationen zwischen den Expressionsmustern der

Zellzyklus-Proteine und dem Gesamtiuberleben

Die Effekte der Expressionsmuster der Zellzyklusproteine auf das Gesamtiberleben
wurden sowohl im Rahmen uni-, als auch multivariater Analysen untersucht, wobei
aufgrund der geringen Fallzahl jeweils mehrere kleine Modelle pro Protein gerechnet
werden mussten. Dabei konnten die protektiven Effekte fir eine p16/NK4a-
Uberexpression, die sich auch bereits in anderen Studien gezeigt haben (2, 63),
bestéatigt werden (HR 0,387, p=0,042, 95% Kl 0,156-0,965 bereinigt durch einen
initialen BMI von mindestens 24,9 kg/m?, HR 0,328, p=0,026, 95%KI 0,123-0,876
bereinigt durch den Effekt des N-Stadiums). Die mediane Uberlebenszeit ging fiir die
p16/NK4a-positive Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum von 125 Monaten hinaus,
weil nicht 50% der Patienten in dieser Gruppe ein Ereignis innerhalb des
Beobachtungszeitraumes hatten. Fir die p16™NK4a-negative Gruppe betrug sie 36
Monate (p=0,022). Firr eine Cyclin-D1-Uberexpression zeigten sich in den

107



multivariaten Analysen statistisch auffallige Effekte auf die Uberlebenszeit, wobei die
Mortalitatsrate um den Faktor 2,374-3,453'* erhoht war (p=0,071, 95%-KI 0,929—
6,063 bzw. p=0,063, 95% Kl 0,935-12,745). Fir die jeweiligen Expressionsmuster von
RB1 und p53 konnten in den uni- und multivariaten Analysen keine Effekte auf das
Gesamtlberleben festgestellt werden und auch keine statistisch auffélligen

Unterschiede in der Uberlebenszeit.

Damit bestéatigt die vorliegende Studie die Uberlebensvorteile fiir Patienten mit
positivem p16/NK4a-Status, die in zahlreichen anderen Studien gezeigt worden sind, wie

bspw. der Meta-Analyse von Masterson et al. (2) zu entnehmen ist.

Auch konnte der Befund von Ang et al. (81) bestatigt werden, die in ihrer multivariaten
Analyse eine Assoziation von Cyclin-D1-Uberexpression mit einem schlechteren
Gesamtiberleben fanden. In ihrer Studie war die Hazard Ratio (HR 3,55, p=0,007)
zudem mit dieser Studie vergleichbar. In der Studie von Plath et al. (63) war eine
Cyclin-D1-Uberexpression nur tendenziell mit einer erhdhten Mortalitatsrate assoziiert
(HR 1,59, p=0,053). Sie haben in der multivariaten Analyse ihrer Studie auBBerdem
erhdhte Mortalitatsraten fir eine hohe p53-Expression gefunden, was alle anderen hier
zitierten Studien sowie auch die vorliegende Studie nicht zeigten.

Holzinger (11) hat fir das Gesamtiberleben in der multivariaten Analyse lediglich
einen protektiven Einfluss fir einen RB1-Expressionsverlust festgestellt, was die
vorliegende Studie nicht zeigen konnte. Fir die Ubrigen Proteine waren in der
multivariaten Analyse ihrer Studie keine Effekte nachweisbar, sondern nur in den

Kaplan- Meier Analysen (11).

Damit 4sst sich schlussfolgern, dass die Assoziation einer p16NK4a-Uberexpression
mit einem besseren Gesamtiberleben konsistent in den Studien nachgewiesen
werden kann, wohingegen sich die Assoziationen der anderen Zellzyklusproteine mit
dem Gesamtlberleben heterogen in den oben aufgeflihrten Studien zeigen. Ein Grund
dafir mégen die unterschiedlichen Trennwerte fir die Klassifizierung der jeweils
unterschiedenen Expressionsmuster sein. In Bezug auf p53 haben Tandon et al. (80)

4 Diese Hazard Ratios geben den Bereich an, in dem die Hazard Ratios der bivariaten Cox-
Regressionen lagen, in denen nach Kovariablen (Geschlecht, Alter, BMI, T-, N-, M-Stadium,
Raucheranamnese, Alkoholanamnese, Diabetes mellitus, Leber- und Nierenerkrankungen) und den
anderen Zellzyklusproteinen adjustiert wurde. Aufgrund der geringen Ereigniszahl waren gréBere Cox-
Regressions-Modelle nicht mdglich.
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in ihrem systematischen Review auf diesen Umstand bereits hingewiesen. Fiir p16/NK4a

gibt es dagegen einheitliche Trennwerte (15).

5.5 Assoziationen zwischen Zellzyklusprotein-Expressionsmustern
und der Zeit bis zum ersten Progress

Der p16/NK4a-Status zeigte ebenfalls einen Unterschied in der Zeit bis zum ersten
Progress (p=0,008), wobei die p16'Nk4a-negative Gruppe eine mediane Zeit bis zum
ersten Progress von 23 Monaten hatte, wahrend sie in der p16'NK4a -positiven Gruppe
nicht zu bestimmen war, weil innerhalb des Beobachtungszeitraumes weniger als die
Halfte der Patienten in dieser Gruppe ein Ereignis hatten. Dabei ist jedoch zu
bedenken, dass in der p16'NK4a -positiven Gruppe nur sieben von 26 Patienten einen
Progress hatten (versus 30 von 51 Patienten in der p16'NK4a-negativen Gruppe). Die
multivariate Analyse zeigte einen protektiven Effekt eines positiven p16'NK4a-Status auf
die Progressrate. Die Hazard Ratios in den bivariaten Modellen reichten von 0,188
(p=0,011, 95%-KI 0,052—0,685) adjustiert nach dem RB1-Expressionsverlust bis 0,383
(p=0,029, 95%-KI 0,162—-0,905) adjustiert nach dem Vorhandensein von
Lebererkrankungen. Dies ist in zweierlei Hinsicht ein Widerspruch zu der Studie von
Fakhry et al. (76). Die mediane Zeit bis zum Krankheitsprogress ist in der hier
ausgewerteten Stichprobe sehr viel langer und geht in der p16'Nk4a-positiven Gruppe
sogar tber den Untersuchungszeitraum hinaus. Bei Fakhry et al. war die mediane Zeit
bis zum ersten Progress 8,2 vs. 7,3 Monate (p=0,67) fir die p16NK4a-positive vs.
p16'NK4a-negativen Gruppe. AuBerdem zeigte sich bei Fakhry et al. kein Unterschied
in der Zeit bis zum Progress stratifiziert nach dem p16'N%4a-Status. Der Grund koénnte
in der von Fakhry et al. verwendeten Methode zur Ermittlung von Unterschieden in der
Zeit bis zum ersten Progress liegen. Wahrend in der vorliegenden Arbeit
Uberlebenszeitanalysen zur Anwendung kamen, nutzten Fakhry et al. den Wilcoxon
Rang-Summen Test (76). Dartber hinaus ist die Fallzahl hier zu gering, als dass die
Ergebnisse nicht auch zuféllig sein kénnten. Die Studie von Guo et al. (77) hatte fur
HPV-positive Tumoren eine langere Zeit bis zum Progress gefunden, allerdings hatten
sie zusatzlich nach Uberleben stratifiziert. Der Uberlebensvorteil in der Zeit bis zum

Progress zeigte sich dabei nur in der Gruppe, die langer als 2 Jahre Uberlebte, nicht
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jedoch in der Gruppe, die weniger als 2 Jahre Uberlebte. Allerdings war die Gruppe
der langer als 2 Jahre Uberlebenden vornehmlich HPV-positiv (79%, (77), S. 98).

In der vorliegenden Arbeit zeigte eine Cyclin-D1-Uberexpression in der Kaplan Meier
Analyse keinen signifikanten Unterschied. In den bivariaten Analysen zeigte sich
lediglich nach Adjustierung durch den RB1-Expressionsverlust ein statistisch
auffalliger Effekt mit einer Hazard Ratio von 3,113 (p=0,037, 95% Kl 1,073-9,030).
Damit kénnte eine Cyclin-D1-Uberexpression ein erhdhtes Risiko, einen Progress zu
erleiden, darstellen, wobei zu bedenken ist, dass in der immunhistochemischen
Farbung von RB1 vermutlich ein systematischer Fehler steckt (s. Kap. 5.8). Fur RB1
und p53 zeigten sich weder Unterschiede noch Effekte auf die Zeit bis zum ersten
Progress.

Holzinger (11) hat in ihrer Arbeit auch den Einfluss der Zellzyklusproteine auf das
progressionsfreie Uberleben untersucht, wobei Progresse krankheitsspezifisches
Versterben beinhalteten. In ihrer multivariaten Cox-Regression zeigte nur, wie auch fur
das Gesamtlberleben, ein RB1-Expressionsverlust einen Einfluss. Dieser war
ebenfalls protektiv. Die p16NK4a-Uberexpression und Cyclin-D1-Uberexpression
zeigten in ihrer Studie nur in der Kaplan Meier Analyse einen signifikanten Unterschied
in der progressionsfreien Uberlebenszeit, nicht jedoch nach Adjustierung (11).

Hinsichtlich der Uberlebenszeitanalysen zeigen sich die Studien meist uneinheitlich,
indem sie verschiedene Uberlebenszeiten untersuchen. Hier wurde bspw. zugunsten
der StichprobengréBe darauf verzichtet, das krankheitsfreie und auch das
krankheitsspezifische Uberleben zu untersuchen. Dieses ist auch dem Umstand
geschuldet, dass die Todesursache in vielen Fallen nicht zu ermitteln war. Aus diesem
Grund wurde auch kein kombinierter Endpunkt im Sinne des progressionsfreien
Uberlebens untersucht, sondern lediglich die Zeit bis zum Progress unter Zensierung
der Ausgeschiedenen sowie der Verstorbenen. Wére ein kombinierter Endpunkt
gewahlt worden, dann ware die Analyse hinsichtlich des Informationsgehaltes der
Analyse des Gesamtlberlebens sehr ahnlich gewesen. Zusammenfassend kann also
ein protektiver Effekt einer p16NK4a-Uberexpression auf die Progressrate festgestellt

werden.
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5.6 Assoziationen zwischen den Expressionsmustern der
Zellzyklusproteine und der Uberlebenszeit nach dem ersten
Progress

Bezlglich des Gesamtliberlebens nach dem ersten Progress zeigte in der
vorliegenden Studie keines der Zellzyklusproteine Unterschiede in der Kaplan Meier
Analyse oder Effekte in den Cox-Regressionen.

Eine Studie, die den Zusammenhang zwischen der p16'NK4 -Expression und der
Uberlebenszeit nach dem ersten Progress untersucht hat, ist die Studie von Fakhry et
al. (76). Sie konnten ein signifikant besseres 2-Jahres-Uberleben fiir die Gruppe mit
p16'NK4a_(Jberexpression feststellen (54,6%, 95%-K| 44,9-64,4 vs. 27,6%, 95%-KI
17,3-37,9). Auch die multivariate Analyse zeigte bei Fakhry et al. einen protektiven
Einfluss einer p16'NK4a_Uberexpression auf das Uberleben nach dem ersten Progress
(HR 0,48, p<0,001, (76), S. 6 ff.). Aufgrund der sehr viel geringeren Fallzahlen kann

die vorliegende Studie keine Vergleichsdaten zu diesen Befunden anbringen.

Fir die weiteren Zellzyklusproteine ergab die Literaturrecherche keine Treffer flir den
Einfluss auf das Uberleben nach dem ersten Progress, so dass in diesem Punkt die
hier ermittelten Daten diese Frage erstmals, wenn auch auf Grundlage einer geringen
StichprobengrdBe, versucht haben zu beantworten.

5.7 Effekt eines hohen Alkoholkonsums in den Uberlebenszeit-
Analysen

Ein  Nebenbefund ist, dass ein hoher Alkoholkonsum in allen drei
Uberlebenszeitanalysen sowohl in der Kaplan Meier Analyse als auch in den
univariaten Cox-Regressionen mit einem schlechteren Outcome assoziiert war. Die
Analyse des Gesamtiiberlebens zeigte einen starken Zusammenhang zwischen einem
hohen Alkoholkonsum und der Mortalitétsrate in der univariaten Cox-Regression (HR
4,055, p=0,003, 95%-KI 1,622—-10,125). Hinsichtlich der Zeit bis zum Auftreten des
ersten Progresses zeigte sich ein hoher Alkoholkonsum in der Anamnese als Faktor
mit einer statistisch auffallig kirzeren krankheitsfreien oder krankheitsstabilen Zeit
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(p=0,014) und einer 2,5-fach erhéhten Progressrate (95%-KI 1,170-5,668). Einen
statistisch auffalligen Unterschied zeigte ein hoher Alkoholkonsum (p=0,028) auch
beim Uberleben nach dem ersten Progress. In der univariaten Cox-Regression war ein
hoher Alkoholkonsum mit einer erhéhten Mortalitatsrate nach erfolgtem Progress
assoziiert (HR 3,251, p=0,040, 95%-KI 1,056-10,006). Der Alkoholkonsum wurde
lediglich nach den Zellzyklusproteinen im Rahmen bivariater Cox-Regressionen
adjustiert, nicht jedoch flr alle anderen Confounder. Eine wichtige Einschréankung
hierbei ist, dass ein hoher Alkoholkonsum nicht definiert ist in bspw. alkoholische
Getranke pro Woche, Art der alkoholischen Getranke oder anderen Parametern der
Dauer und Intensitdt des Konsums. Die Daten stammen aus den
Anasthesieprotokollen der Patienten und sind retrospektiv erhoben worden, so dass
keine einheitliche Definition vorlag. Es handelt sich um subjektive Bewertungen durch
die Patienten selbst oder durch die Anasthesisten. Eine weitere Einschrankung ist,
dass Selbstaussagen lUber den Konsum von Suchtmitteln schambesetzt sein kénnen
und somit nicht unbedingt wahrheitsgemas sind.

Daraus ergibt sich die Empfehlung, einen hohen Alkoholkonsum in einer zukinftigen
Studie zu definieren und anschlieBend als unabhangigen Pradiktor in Bezug auf die

jeweiligen Uberlebenszeiten zu untersuchen.

5.8 Kritische Wertung

Eine wichtige Limitation bestand darin, dass aus der initialen Stichprobe sehr viele
Patienten unter Berilicksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien ausgeschlossen
wurden. Einige Patienten mit Oropharynx-Karzinomen hatten tatséachlich bereits einen
Tumor insbesondere im Kopf-Hals-Bereich. Darlber hinaus stand der Biobank nicht
flr jeden Patienten ausreichend Gewebe zur Herausgabe zur Verfligung, so dass sich
die StichprobengréBBe unerwartet sehr reduziert hat. Ein weiteres Problem in diesem
Zusammenhang bestand darin, dass fir manche Patienten nur Tumormaterial aus den
Progressen zu bekommen war, so dass fir die Proteine RB1, p53 und Cyclin-D1 die
StichprobengréBe nochmals kleiner wurde, weil ihre Expressionsmuster sich in den
Progressen von denen im Primarius unterschieden. Allerdings ist dieser Vorversuch

auch als eine Starke der vorliegenden Studie hervorzuheben, da die
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Literaturrecherche nur zwei Studien ergeben hat, die sich mit dieser Frage bei
Oropharynx-Karzinomen beschéftigten und dieses auch nur in Bezug auf p16'N<4a (16,
73).

Die geringe StichprobengréBe fihrt auch dazu, dass die Daten in Bezug auf den
Krankheitsverlauf und auf die Verteilung der einzelnen hier untersuchten
Progressformen nur von geringer Validitat sind. Fiir p16'™4a gab es insgesamt nur 36
Patienten mit Progressen (fir RB1 insgesamt 18 Patienten, fir p53 insgesamt 20
Patienten, fir Cyclin-D1 insgesamt 23 Patienten). Diese Daten lassen daher kaum

Schlussfolgerungen zu und haben nur explorativen Wert.

Betrachtet man die Anzahl der Patienten mit RB1-Expressionsverlust in Holzingers
Arbeit (11), so stellt man fest, dass von 186 Tumoren 29% einen RB1-
Expressionsverlust aufwiesen (11). Der Grof3teil der Tumoren zeigte also eine normale
RB1-Expressionsdichte. In anderen Studien war der Anteil an Tumoren mit RB1-
Expressionsverlust 7,5% (117) und 48,6% (63). In der vorliegenden Dissertation zeigt
der Grof3teil der Tumoren (38/49, d. h. 76%) einen RB1-Expressionsverlust. Wenn die
vorliegende Stichprobe auch sehr viel kleiner ist, handelt es sich mutmaflich um einen
systematischen Fehler. Die zur Mittelwertbildung verwendeten TMAs zeigen zwar
jeweils eine spezifische Farbung, jedoch ist die Farbung von unterschiedlicher
Intensitat. Der Mittelwert wurde also aus starker und weniger intensiv gefarbten TMAs
gebildet. Diese Unterschiede kénnten aufgrund von Abweichungen in den
Inkubationszeiten der verschiedenen Reagenzien zustande gekommen sein, oder
aber durch die Verwendung nicht gleich angesetzter Antikdrperlésungen. RB1 war das
einzige Protein, das manuell an einer Farbebank gefarbt wurde, so dass nicht wie bei
der automatischen Farbung jeder TMA genau gleich, das heit standardisiert,
behandelt worden ist. Um solche Abweichungen zu vermeiden, ware es ratsam, eine
Messreihe aus bspw. finf bis zehn TMAs pro Block anzufertigen, die jeweils in eigenen
Farbesitzungen verarbeitet werden, und den Mittelwert daraus zu berechnen. So ware
die Standardisierung aufgrund der Verwendung des gleichen Protokolls und der
gleichen Materialien gewahrleistet und das Handling ware jeweils auf wenige TMAs
pro Sitzung beschrankt, so dass sich die Inkubationszeiten nicht aufgrund der
Handhabung unterscheiden. Ein anderer Grund, mehrere TMAs als nur jeweils zwei
zur Mittelwertbildung zu verwenden, besteht darin, dass die Expressionsdichte nicht
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an jeder Stelle des Tumors gleich sein muss. AuBerdem kann man an der Farbung
von normaler Mundschleimhaut in Abbildung A2 A des Anhangs sehen, dass die
Expression von RB1 insbesondere in basalen und suprabasalen Epithelschichten stark
ist. Je nach Anschnitt kénnten daher mdglicherweise Abweichungen bestehen. Die
Kritik an der hier verwendeten Methode liegt also in der zu geringen Anzahl der zur
Mittelwertbildung verwendeten Tumorproben pro Patient. Da fir die anderen Proteine
allerdings ebenfalls nur je zwei Proben verwendet wurden, wurde fir RB1 genauso
verfahren. Wenn bei der automatischen Farbung zwar weniger Varianz aufgrund des
Prozesses besteht, so gilt hier ebenso die Einschrankung, dass die Proteinexpression
nicht an jeder Stelle des Tumors gleich sein muss.

Auch der Trennwert sollte an mehreren Proben im Sinne einer Messreihe ermittelt
werden, weil nur so die Varianz berlcksichtigt werden kann, die bei
Mehrfachmessungen zustande kommt. Das betrifft auch die Ermittlung des
Trennwertes fir die anderen Proteine, wobei hier Proben aus normaler
Mundschleimhaut von jeweils zwei Patienten vorlagen. Eine Messreihe mit mehreren
unabhangigen Proben ware ratsam, ist aber mdglicherweise nur schwer zu

bekommen.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte in dieser Arbeit mittels
der Software HALO® (IndicaLab, USA). Auch dieses folgt dem Ziel Standardisierung
zu steigern. Die Software wird trainiert, in der Tumorregion, die man zuvor klassifiziert
hat, immunreaktive Kerne zu detektieren und letztlich zu zahlen. Der Vorteil ist, dass
man nicht schatzen muss, wie viele Zellkerne immunreaktiv sind, sondern dass die
Auswertung objektiv und vor allem quantitativ erfolgt. Den Cut-offWert auf diese
Weise zu ermitteln, setzt jedoch die Vergleichbarkeit zu Studien herab, in denen die
Bewertung des Expressionsmusters nicht aufgrund eines bestimmten quantitativ
ermittelten Trennwertes beruht, sondern aufgrund einer subjektiven Schatzung.
Letztere flhrt zu viel breiteren Rangen von starker Farbung, die nicht scharf
voneinander getrennt sind. Wenn der Trennwert bei 75% immunreaktiver Kerne liegt,
dann gilt bspw. 73% bereits als Expressionsverlust, zumindest wenn man wie in der
vorliegenden Arbeit keine Varianz bei der Ermittlung des Trennwertes beriicksichtigt.
Bei der subjektiven Einschatzung wirde man das als gleiche Expression wahrnehmen,
weil der Mensch nicht so genau schatzen kann. Die softwaregestitzte Auswertung

114



erfolgt daher sehr viel sensitiver als die qualitative und auBerdem geman eines
scharfen Trennwertes. Dieses kann die hbéhere Zahl an Tumoren mit RB1-

Expressionsverlust zusatzlich erklaren.

Zusammenfassend ergeben sich daraus wichtige Empfehlungen fir zuklnftige
Arbeiten: der Trennwert fir einen Expressionsverlust von RB1 sollte besser Software-
gestitzt nach Auswertung mehrerer Referenzschnitte im Sinne einer Messreihe an
normaler Oropharynxschleimhaut auf Grundlage des sich daraus ergebenden
Mittelwertes und der Standardabweichung erfolgen, damit diese sehr sensitive
Methode zur Ermittlung des Expressionsverlusts nicht zu einer Falschklassifikationen
fihrt. Dieses gilt selbstverstandlich nicht nur fir RB1, sondern auch fir die anderen
hier untersuchten Proteine. AuBerdem sollten die Tumorproben im Rahmen von
Mehrfachmessungen unter Mittelwertbildung mit Berlcksichtigung einer Streuung

bewertet werden.

Um zu ermitteln, welche der beiden hier ermittelten Farbeergebnisse fir RB1 die
Falschmessung darstellt, hatten weitere TMAs immunhistochemisch gefarbt werden
missen, was im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mdglich war. Damit die
explorative Frage nach potentiellen Assoziationen mit Parametern des
Krankheitsverlaufes flir eine verminderte RB1-Expression auf Grundlage der flir diese
Arbeit erhobenen klinischen Daten nicht aufgegeben werden muss, wird
vorgeschlagen, im Rahmen einer weiteren Doktorarbeit weitere TMAs geman des
vorliegenden Protokolls und mithilfe des hier verwendeten Antikérpers (s. Kap. 3.1)
immunhistochemisch zu farben. Auf diese Weise wird die mutmaBlich aufgetretene
Falschmessung erkennbar und die Mittelwertbildung findet aufgrund validerer Daten

statt.

Eine weitere Limitation besteht in der Unvollstadndigkeit der Daten. Diese beruht meist
darauf, dass Patienten nicht konsistent in der Nachsorge sind. Diese findet oftmals in
verschiedenen Krankenhdusern statt und nicht immer zentral in der HNO-Ambulanz
der Unimedizin Mainz. Das betrifft auch die nachbeobachtende Bildgebung. Es wurde
darauf verzichtet, diese Patienten zu zensieren, wenn sie nochmals in irgendeiner
Abteilung der Uniklinik Mainz als lebend oder als dort verstorben registriert wurden.
Nichtsdestotrotz kénnten bspw. Krankheitsprogresse auf diese Weise nicht registriert
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worden sein, insbesondere wenn keine weitere Bildgebung an der Uniklinik Mainz
erfolgt ist und auch kein Arztbrief des nachbeobachtenden Krankenhauses vorlag. Die
Entscheidung so zu verfahren, lag in der ohnehin schon sehr reduzierten Patientenzahl
begriindet. Darin besteht eine wesentliche Schwéche von retrospektiven Studien im
Vergleich zu prospektiven Studien: die erforderlichen Daten sind nicht im Vorfeld
definiert und dem Versuchsprotokoll folgend gezielt und an derselben Stelle erhoben.
Dies hat ein héheres Maf3 an Unvollstédndigkeit und Informationsverlust zur Folge.

In Bezug auf die Erfassung des Krankheitsverlaufes bestand die Schwierigkeit
retrospektiv nur schwer zwischen Lokalrezidiven und Zweittumoren am Ort des
Primarius unterscheiden zu kénnen, wenn der Zeitraum bis zum Auftreten weniger als
5 Jahre betrug. Es wurden zwar zur Ermittlung der genauen Lokalisation jeweils die
OP-Berichte der Patienten gesichtet, ob aber ein Abstand von zwei Zentimetern zum
Primarius bestand, lasst sich retrospektiv. meist nicht sicher sagen.
Falschklassifikationen in der Auswertung des Krankheitsverlaufes sind daher nicht

auszuschlieBBen.

Die Eintragungen in die Datentabelle, auf deren Grundlage die statistische Auswertung
stattfand, erfolgte in Bezug auf einige Variablen handisch. Das betrifft auch die
Translation der Farbeergebnisse in binominale Variablen. Trotz héchster Sorgfalt und
Selbstkontrolle kénnen Ubertragungsfehler nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Bezlglich einiger Variablen bestand keine einheitliche Definition dessen, was sie
beinhalten. Ein hoher Alkoholkonsum bspw. ist nicht in Dauer und Intensitat
spezifiziert, sondern entspricht subjektiven Angaben von Patienten, Anasthesisten und
teilweise auch den Datenerfassenden, weil an der Erhebung der Daten mehrere
Doktoranden Dbeteiligt waren. Darlber hinaus besteht ein hohes MaBB an
Informationsverlust, weil fir die vorliegende Studie aufgrund der geringen Fallzahl
einige Kategorien von Variablen zusammengefasst worden sind. Ansonsten wéren
Kategorien zu schwach besetzt gewesen, um Tests durchzuflhren. In Bezug auf den
Raucherstatus bspw. werden lediglich Raucher und Nicht-Raucher unterschieden,
wobei jedoch die Gruppe der Raucher alle Pack-Year Kategorien enthalt. Es ist
offensichtlich, dass Patienten mit weniger als 10 Pack Years nicht ohne Weiteres
vergleichbar sind mit Patienten, die bspw. 50 Pack Years oder mehr haben. Das T-
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sowie auch das N-Stadium sind weitere Beispiele daflr, dass Kategorien
zusammengefasst wurden, um statistische Tests durchfiihren zu kdnnen. Dies mag
ein Grund dafir sein, dass keine Assoziationen gemessen an Cramers V mit positivem
p16'NK4a-Status und fortgeschrittenem N-Stadium ermittelt worden sind. Dies ist zudem
ein weiterer Aspekt, der die Vergleichbarkeit zu den Referenzstudien herabsetzt: in der
vorliegenden Arbeit wurden EffekistarkemalBe zur Beschreibung von Assoziationen
verwendet, weil diese unabhangig von der StichprobengrdBe sind. In anderen Studien
hingegen wurden aufgrund gréBerer Stichproben die Ergebnisse von Signifikanztests

zum Vergleich verwendet.

Eine weitere Limitation besteht darin, dass die Effekte der Therapien, die die Patienten
erhalten haben, nicht berlcksichtigt worden sind, insbesondere in den
Uberlebenszeitanalysen. Demnach haben diese auch keinen Eingang in die
multivariaten Analysen gefunden, so dass die gemessenen Hazard Ratios nicht durch
die Effekte der Therapien bereinigt sind.

AbschlieBend sei nochmals darauf hingewiesen, dass der HPV-Status in der
vorliegenden Studie allein mittels p16™%4a-Immunhistochemie ermittelt wurde. Wie
bereits in Kap. 2.4 dargestellt, besteht fir dieses Verfahren die Gefahr der
Falschklassifikation von Tumoren insbesondere fiir den Fall, dass p16'N%4a nicht HPV-
assoziiert Uberexprimiert ist. Der bereits zitierte systematische Review von Jouhi et al.
ermittelte eine mediane Sensitivitat von 95,4% und eine mediane Spezifitdt von 87,3%
far einen positiven p16NK4a-Expressionsstatus als Surrogatmarker fiir eine HPV-
Beteiligung (9). Ein zuséatzlicher molekularpathologischer Nachweis bspw. der viralen
DNA, RNA oder der Virusproteine E6 und E7 ist fir Studiendesigns dieser Art

wilnschenswert.

5.9 Schlussfolgerung

Der Vergleich von Studien, die Assoziationen der Zellzyklusproteine mit Parametern
des Krankheitsverlaufes untersuchen, wird durch eine fehlende Standardisierung,
insbesondere beziglich der Trennwerte, des Auswertungsverfahrens (quantitativ vs.
qualitativ) sowie der angewandten Antikérper und Protokolle erschwert. Nachdem die
Stichproben der vorliegenden Arbeit vergleichsweise sehr klein sind, kbnnen RB1, p53
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und Cyclin-D1 als zusatzliche Prognosemarker zu p16'NK4a nicht ausgeschlossen
werden. Die vorliegende Studie zeigt die Cyclin-D1-Uberexpression als zusatzlichen
maglichen unabhéngigen Pradiktor in Bezug auf das Gesamtiberleben. Die Analyse
des Krankheitsverlaufes zeigt, dass in p16'NX4a-negativen Tumoren insbesondere loko-
regiondre Rezidive dominieren und eine p53- sowie Cyclin-D1-Uberexpression
insbesondere mit einer héheren Inzidenz von Zweittumoren assoziiert ist. Aufgrund der
unter 5.8 beschriebenen Limitationen der vorliegenden Studie kdnnen diese
Ergebnisse nicht unmitteloar flir Empfehlungen beziglich Nachsorgeprotokolle
genutzt werden. Hierfir ware die Auswertung gréBerer Stichproben erforderlich.

Die Verwendung von pi16NK4a zyr Differenzierung von Fernmetastasen und
Zweittumoren zeigte sich auch in dieser Studie geeignet, da p16Nk4a in allen
Progressen den gleichen Expressionsstatus wie im Primarius zeigte. Da jedoch in der
Studie von Laborde et al. in zwei von 17 Féllen der p16'N¥4a-Status in den Metastasen
von dem des Primarius abwich (73), wird dennoch ein zusatzlicher
molekularpathologischer Nachweis des HPV-Status empfohlen.
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6 Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des Oropharynx zeigen bei Uberexpression von p16'N<4agine
vergleichsweise glnstige Prognose (2). Diese Arbeit versucht aufgrund einer
Charakterisierung des Krankheitsverlaufes die glnstige Prognose genauer zu
beschreiben im Vergleich zu p16NX4a-negativen Oropharynx-Karzinomen. Weitere
Zellzyklusproteine, die in der Forschung im Zusammenhang mit Oropharynx-
Karzinomen untersucht und flr die bestimmte Expressionsmuster in HPV- positiven
vs. Noxen-assoziierten Tumoren beschrieben wurden, sind u. a. RB1, p53 und Cyclin-
D1. Die Beschreibung des Krankheitsverlaufes schlieBt demnach ihre
Expressionsmuster mit ein. Hierzu wurden in primaren Plattenepithelkarzinomen des
Oropharynx die Proteine p16Nk4a RB1, p53 und Cyclin-D1 immunhistochemisch
geférbt und mit den klinischen Daten zum Krankheitsverlauf in Beziehung gebracht.

In Bezug auf die Tumorcharakteristika stratifiziert nach dem Expressionsstatus der
Proteine p16'Nk4a RB1, p53 und Cyclin-D1 zeigte sich eine starke Assoziation
zwischen Cyclin-D1-Uberexpression und einem negativen p16/N<4a-Status (V=0,525,
p<0,001). Auch in der Tumorlokalisation lieBen sich Unterschiede nachweisen. In der
p16'NK4a_positiven Gruppe waren die Tumoren haufiger in den Gaumentonsillen und in
der p16'NK4a-negativen Gruppe haufiger am Weichgaumen / an der Uvula oder in der
Zungengrundregion lokalisiert (p=0,002, V=0,444).

Daraufhin wurde der Krankheitsverlauf stratifiziert nach der Expression der Proteine
p16NK4a RB1, p53 und Cyclin-D1 betrachtet. Eine starke Assoziation (V=0,565)
besteht zwischen einem p16'NK4a-negativen Expressionsstatus und loko-regionaren
Rezidiven, die haufig den ersten Progress in dieser Gruppe darstellen. Eine p-53-
Uberexpression ist stark mit Zweittumoren als ersten Progress assoziiert (V=0,641).
Diese Assoziationen bestehen nur in Bezug auf den ersten Progress. Bei der Testung
potenzieller Korrelationen aller im Verlauf der jeweiligen Erkrankung entstandenen
Progresse mit den Expressionsmustern der Proteine ergaben sich keine

Assoziationen.

AbschlieBend wurde eine Uberlebenszeitanalyse stratifiziert nach der Expression der
Proteine p16™K4a  RB1, p53 und Cyclin-D1 durchgeflihrt. Statistisch auffallige
Unterschiede im Gesamtlberleben sind fiir p16NK42 (p=0,022) und Cyclin-D1
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(p=0,025) zu berichten. In den multivariaten Cox-Regressionen zeigte sich ein
protektiver Effekt eines positiven p16/Nk4a-Status (HR 0,387, p=0,042, 95%-KI 0,156—
0,965 bis 0,328, p=0,026, 95%-KI 0,123— 0,876) und eine erhéhte Mortalitatsrate far
eine Uberexpression von Cyclin-D1 (HR 2,374, p=0,071, 95%-K| 0,929-6,063 bis
3,453, p=0,063, 95%-KI 0,935-12,745). P53 und RB1 zeigten keinen Unterschied oder

Effekt auf das Gesamtiberleben.

Bei Patienten mit p16/NX4a-positiven Tumoren traten die Progresse statistisch aufféllig
spater auf (> Beobachtungszeitraum vs. 23 Monate, 95%-KI 9,174-36,826, p = 0,008).
In der p16NK4a-positiven Gruppe hatten lediglich sieben von 26 Patienten einen
Progress, wahrend in der p16NK4a-negativen Gruppe 30 von 51 Patienten einen
Progress hatten. In den bivariaten Cox-Regressionen zeigte sich ein protektiver Effekt
eines positiven p16/Nk4a-Status auf die Progressrate (HR 0,188, p=0,011, 95%-Cl
0,052-0,685, bis HR 0,383, p=0,029, 95%-KI 0,162—-0,905).

Als Nebenbefund ergab sich, dass allein fiir p16'Nk42 in allen Fallen, in denen sowohl
Biopsien aus dem Primarius als auch aus Progressen (Lokalrezidive,
Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen) vorlagen, eine Ubereinstimmung im
p16'NK4a-Status zwischen Primarius und Progressen festgestellt werden (27/27, 100%)
konnte. Fir die anderen Zellzyklusproteine war das nicht der Fall.

Somit kann diese Studie die protektiven Effekte eines positiven p16'Nk4a-Status auf das
Gesamtlberleben bestatigen sowie ein spateres Auftreten und eine geringere Rate
von Krankheitsprogressen im Sinne von Fernmetastasen, loko-regionaren Rezidiven
und Zweittumoren aufzeigen im Vergleich zu p16/Nk4a-negativen OPSCC. Die Anzahl
der p16'NK4a-positiven Faélle, in denen Progresse auftraten, sind in dieser Studie zu
gering, als dass ein spezifisches Progress-Muster beschrieben werden kénnte. Im
Hinblick auf die Uberlebenszeit nach dem ersten Progress war kein protektiver Effekt
eines positiven p16'Nk4a-Status mehr nachweisbar. Darliber hinaus stellte sich in den
multivariaten Analysen eine erhdhte Mortalitatsrate flr Patienten mit Tumoren, in
denen Cyclin-D1 GOberexprimiert war, heraus. Damit kdnnte eine Cyclin-D1-

Uberexpression mit einem schlechteren Outcome assoziiert sein.
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7 Anhang

7.1 Abbildungen

Abb. A2 A und B: p16™k“2-Immunhistochemie - p16™*3-Expression in gesunder
Mundschleimhaut in 5- und 20-facher VergréBerung.
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Abb. A2 C und D: p16™K*2-Immunhistochemie — p16"™VK*3-negatives Plattenepithelkarzinom des
Oropharynx (OPSCC) in 5- und 20-facher VergréBerung

Abb. A2 E und F: p16™k“2-Immunhistochemie — nukledr und zytoplasmatisch stark p16™Vk*a.
immunreaktiver Tumor in 5- und 20-facher VergréBerung
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Abb. A3 A und B: RB1-Immunhistochemie — normale Mundschleimhaut in 5- und 20-facher
VergréBerung

Abb. A3 C und D: RB1-Immunhistochemie — Tumor mit RB1-Expressionsverlust in 5- und 20-
facher VergréBerung
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Abb. A3 E und F: RB1-Inmunhistochemie — Plattenepithelkarzinom des Oropharynx (OPSCC)
mit normaler RB1-Expression in 5- und 20-facher VergréBerung

Abb. A4 A und B: p53-Immunhistochemie — Ausschnitte von gesunder Mundschleimhaut in 5-
facher und 20-facher VergréBerung
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Abb. A4 C und D: p53-Immunhistochemie — Plattenepithelkarzinom des Oropharynx (OPSCC)
OPSCC mit normaler p53-Expression in 5- und 20-facher VergréBerung

Abb. A4 E und F: p53-Immunhistochemie — Plattenepithelkarzinom des Oropharynx (OPSCC) mit
p53-Uberexpression in 5-facher und 20-facher VergréBerung
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Abb. A5 A und B: Cyclin-D1-Immunhistochemie — suprabasale Cyclin-D1-Expression in 5- und
20-facher VergréBerung in gesunder Mundschleimhaut

Abb. A5 C und D: Cyclin-D1-Immunhistochemie — Plattenepithelkarzinom des Oropharynx
(OPSCC) mit normaler Cyclin-D1-Expression in 5- und 20-facher VergréBerung
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Abb. A5 E und F: Cyclin-D1-Immunhistochemie — Plattenepithelkarzinom des Oropharynx

(OPSCC) mit Cyclin-D1-Uberexpression in 5- und 20-facher VergréBerung

7.2 Datentabellen

Tabelle 41: Patienten- und Tumoreigenschaften (Teil 1)

Geschlecht: 1 = weiblich, 2 = mdnnlich; verstorben: 1 = ja, 2 = nein; Altersgruppe: 1 < 58 Jahre, 2= 59

Jahre; initialer Body-Mass-Index (BMI): 1 < 24,88 kg/m?, 2 = 24,9 kg/m?

Fall
1

o O o N o o A~ W N

Geschlecht
1

NN

i) B \C N \C R \v ]

[NSIE \C R V)

verstorben
2
1

letzter
Kontakt

09.08.2018
27.12.2010
14.04.2016
03.01.2013
13.07.2010
21.03.2013
30.07.2013
17.06.2019
05.07.2019
09.07.2018
13.06.2012
24.09.2018
06.08.2018
15.03.2010
13.05.2019
08.04.2019
23.05.2012
20.03.2017

Alter
ED

bei

77
64
66
62
57
52
61
61
46
54
59
57
48
56
44
55
49
59

initialer

Altersgruppe BMI
2

2
2
2

N N =

35,16
20,86
24,92
24,91
27,45

20,2
25,17
23,01
25,35
30,47
27,04
28,08
26,83
27,46
29,38
23,31
23,53
17,31

BMI-
Gruppe

2

[ASHEN \C IR \b)

N
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

NN LA R L\ " \ B \C B \C T \V)

_

NN DD NN NN

[ACHENN \C R \C R R\ ]

21.03.2016
31.03.2019
13.02.2017
24.07.2016
09.05.2013
23.08.2010
19.03.2013
29.09.2014
23.05.2008
16.08.2010
05.02.2018
28.06.2009
20.11.2010
16.04.2019
20.02.2013

16.04.2018
22.09.2011
16.07.2018
20.11.2012
26.08.2010
21.11.2011
05.06.2019
09.01.2009
29.07.2011
21.08.2013
23.12.2018
06.05.2012
27.05.2019
03.10.2016
22.05.2012
07.12.2012
13.08.2018
22.07.2013
22.10.2012
02.12.2011
14.05.2018
26.10.2010
15.05.2019
08.07.2011
08.01.2013
10.03.2011
22.06.2011
25.02.2011
29.08.2012
26.02.2013
12.04.2012

54
54
54
62
54
56
69
48
47
52
65
63
58
68
60
47
62
64
53
66
67
56
50
50
54
57
58
78
75
56
69
66
69
65
58
61
63
68
70
49
56
61
59
70
64
71
47

LS R L\ \C B \C I \V)

[ I R L N \C I \C B \C R \C I V)

-

CIEE G S I

32,49
21,91
28,07
34,94
27,17
14,86
28,72
19,14
22,04
24,21
20,28
22,72
31,92

29,3
23,04
18,07
31,83
24,21
26,81
25,83
41,04
17,03
27,47
20,02
20,01
25,56
24,21
22,66
31,02
30,42
25,93
19,33
22,84
39,79

21,8
24,78
26,17

28,6
24,86
23,05

20,2

26,3
37,04
23,39

32,6
25,86
19,62

I S R L\ \v]
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66 2 2 10.09.2018 55 1 26,93 2
67 2 12.12.2017 65 2 27,17 2
68 2 2 01.07.2019 57 1 25,83 2
69 1 2 24.09.2018 52 1 17,58 1
70 1 1 01.03.2012 64 2 16,87 1
71 2 2 02.01.2017 49 1 24,54 1
72 2 1 09.03.2011 63 2 26,42 2
73 2 31.12.2012 62 2 23,15 1
74 1 10.06.2009 55 1 17,92 1
75 2 20.10.2014 58 1 25,68 2
77 1 1 21.12.2011 88 2 21,63 1
78 1 1 01.04.2011 58 1 20,81 1
79 2 2 01.10.2018 52 1 23,67 1
80 2 1 18.11.2011 46 1 21,29 1
81 2 02.09.2010 48 1 18,31 1
82 1 2 06.02.2017 62 2 21,79 1
83 2 27.11.2017 67 2 26,24 2
84 1 2 23.05.2019 49 1 29,39 2
85 2 1 27.02.2015 58 1 24,34 1
86 1 1 18.02.2011 59 2 22,19 1
87 2 1 06.01.2015 61 2 32,89 2

Tabelle 42: Patienten- und Tumoreigenschaften (Teil 2)

Alkoholkonsum: 1 = médBig, 2 = hoch; Leberkrankung / Nierenerkrankung / Diabetes mellitus: 1 = ja, 2
= nein; T-Status: 1 = T1-2, 2 = T3-4,; N-Status: 1 = NO, 2 = N1-N2a, 3 = N2b—NZ2c; Raucherstatus: 1 =
positiv, 2 = negativ; Tumor bei Erstdiagnose: 1 = Primértumor, 2 = CUP; Lokalisation: 1 = Oropharynx,
2 = Lymphknotenmetastase; Sublokalisation: 1 = Weichgaumen/Uvula,
3 = Zungengrund/Vallecula/ling. — Epiglottisfliche, 4 = Tonsilla palatina, 5= andere (GTF =
Glossotonsillarfurche, RHW = Rachenhinterwand, CUP = Cancer of unknown Primarius), ED =
Erstdiagnose

Alkohol-  Leber- Nieren- T- N- Tumor Loka- Subloka-
Anam- erkran- erkran- Diabetes Status  Status Raucher- bei lisation lisation  bei
Fall nese kung kung mellitus  binar binar M status ED bei ED ED

1 1 1 2 2 1 10 1 1 1 1
2 2 2 2 2 10 1 1 1 3
3 1 2 2 2 1 3 0 2 1 1 3
4 1 2 2 2 2 1 2 1 1 3
5 2 2 2 2 1 3 1 1 1 3
6 1 2 2 2 1 3 0 1 1 1 3
7 2 2 2 1 2 1 1 1 4
8 2 2 2 2 1 3 1 1 1 1
9 2 2 2 1 1 0 2 1 1 4
10 2 2 2 1 1 0 1 1 1 1
11 2 1 1 2 3 1 1 1 4
12 2 2 2 1 2 0 1 1 1 4
13 1 2 2 2 2 1 0 1 1 1 4
14 2 2 2 1 2 1 1 1 1
15 1 2 2 1 3 0 2 1 1 3
16 1 1 2 2 2 3 0 1 1 1 3
17 2 1 2 1 1 0 1 1 1 4
18 2 2 2 2 2 3 0 1 1 1 4
19 1 2 2 2 2 3 0 1 1 1 4
20 2 2 2 2 3 0 1 1 1 4
21 2 2 2 1 10 1 1 1 5
22 2 2 2 2 1 10 1 1 1 4
23 2 2 2 2 2 3 1 1 1 1 3
24 2 2 2 3 1 1 1 1
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25

26

27
28

29

30

2

31

32

33
34

35

2

36

37

38

39

40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

2

50
51

52
53

54
55
56

2

57
58
59
60
61

62
63

64
65
66

67
68
69
70

71

72
73

74
75

77
78

79

2

81

82

2
2

84
85

86

2

87

Tabelle 43: Farbeergebnisse p16INK4a

Progress 1 bis

nein; Prog1—Prog5 =

positiv, 2 = negativ, bindre Variablen: 1 = ja, 2 =

p1 6'NK4a- 4

p’6INk4a — Status in regionalen Lymphknotenmetastasen bei initial positivem

Nodalstatus, 1 = positiv, 2 = negativ.

Progress 5; N-Stadium
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p16'N4a_- Status

SN =N =2 =DM NOMRON 22NN =22 2PN 2PN =22 =D NONOND =2 2NN 2D NODRONODPODNODPODNODNONN 2NN 2N =22 =2NDNODNOND =2 =N N

NN

Primarius
2

N = = N = = N

NN NN N NN = NN

N = =MNN NN = = =2 N

S NN =

(RPN | O

N =N = =N

NN

N-Stadium

N

DN =

N

Prog1

Prog2

Prog3

Prog4

Prog5
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77

78
79 2 2

80

81
82 2
83 2

84

85
86 2

87 2

Tabelle 44: Farbeergebnisse — RB1 (Teil 2)

RB1: 1 = Expressionsverlust, 2= normale Expression; bindre Variablen: 1 = ja, 2 = nein; Prog1—-Prog5
= Progress 1 bis Progress 5; N-Stadium = gemeint ist hier Expressionsverlust bei initial positivem
Nodalstatus, 1 = ja, 2 = nein.

Fall Primarius N-Stadium Prog1 Prog2 Prog3 Prog4 Prog5

1

0N OhA WD =
—_

—_
w
PO R

w
N
4o oo
-

NN = =N
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48
49
50
51
52 1

53 1
54
55
56
57
58
59
60
61

_ g

N = = = =

-
_ = an
-

63 1
64
65
66
67
68
69
70 1 1 1
71 2 1

72

73 1

74 1

75 1

77

78

79 1

80 1
81

82

83 1

84

85

86

87 1

LS O \C
_

Tabelle 45: Farbeergebnisse —p53 (Teil 3)

p53: 1 = Uberexpression, 2 = normale Expression; bindre Variablen: 1 = ja, 2 = nein; Prog1-Prog5 =
Progress 1 bis Progress 5; N-Stadium = gemeint ist hier Uberexpression bei initial positivem
Nodalstatus, 1 = ja, 2 = nein.
Fall Primarius N-Stadium Prog1 Prog2 Prog3 Prog4 Prog5
1 1

1
2

_
N

_ s g
N

NN NN
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23 1 1
24 2 1

25 1

26 2
27 1

28 1

29 1

30 1

31 2 2
32 1

33 2

34 2

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47 1
48
49
50
51
52 1

53 2
54
55
56
57
58
59 2 2
60 1

61 1

62 1

63 2

64

65

66 2

67
68
69
70
71 2
72

73 2

74 1

75 1

77

78

79 1

80

81

82

83 1

84

85

IO OO N
_ AN = n

= NN =

- a N

_ AN =N

N = =N

87 1

Tabelle 46: Farbeergebnisse Cyclin-D1 (Teil 4)
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Cyclin-D1: 1 = Uberexpression, 2 = normale Expression; bindre Variablen: 1 = ja, 2 = nein; Prog1—-Prog5
= Progress 1 bis Progress 5; N-Stadium = gemeint ist hier Uberexpression bei initial positivem
Nodalstatus, 1 = ja, 2 = nein.
Fall Primarius N-Stadium Prog1 Prog2 Prog3 Prog4 Prog5
1 1

2
2

S~ DN =

n

o
D= NN

—_

[
S

= NN NN
YO I\

IS
~
DN ==

N

o

@
PN 2NN =N

o

[e23N¢)]
o ©
_

_ = a N
_

D
N
_

N MNDNN =
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70 1 1 1
71 2

72
73
74
75
77
78
79
80
81
82
83 1
84

85

86

87 1

N = = NN = —

Tabelle 47: Expressionskonsistenz in den Progressen (Teil 5)

1 = ja, 2 = nein, P/N-Konsistenz = Primarius zu Lymphknotenmetastase

P_N_ P_N_
P_N_ P_N_ Konsistenz_p16 Konsistenz_Cy-
Fall RB1 p53 p16/M¥4a  Cyclin-D1 Konsistenz_RB1 Konsistenz_p53 INK4a clin-D1

0o ~NOO O WN =

ADA A DDA DWOWWMWWWPWWWWRNNNNDNNNNNDRLD = = 2 = 2 a2
OBRONZTOOOIODTRDODN2TOODRINOTRONZITOOONDARWN = O ©
- - [N - SN - Ny - N
N = _ —_ =N —_ N = RPNy _ _ N
a o - aaa - a o a o - - -

o = - aaa - o N a o - o -

_ —_ —_ —_ —_ —_ N
N = - - N N RPNy - N
- - SN - SN - -

o = - aa o oo o -
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46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

—_

SN N N

—_

Tabelle 48: Farbeergebnisse nach Anteilen immunreaktiver Zellen (Teil 6)

LK = Lymphknoten, PT = Primértumor, PE = Material aus Probenentnahme (Biopsie)

Fall

NO OO O~ DS~ DMON—=

10

10
11
12
12
13

Tumor

PT
Lokalrezidiv
PT

PT
Lokalrezidiv
Lokalrezidiv
Lokalrezidiv
LK-Metastase
LK-Metastase
PT
LK-Metastase

PT
LK-Metastase
PT
PT

PT
PT
PT
LK-Metastase
PT

RB1 (%)

71
59

68

53
27
10
29
37

90

49
58
99
93

P53(%)

61
45

53
51
37
44

60

89
73
26

46

p1 6INK4a (%)

95
98

0

15

42

6

1

80 nur nuklear! Per Def. keine
UE

0

93

100

97
99
96

Cyclin-D1 (%)

72
50

75
99
94
85
70

74
49

76
32

49
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13
13
14
14
15
16
16
16
17
18
19
19
20
20
21
22
23
23
23
24
24
25
26
27
28
29
30
31
31
32
33
33
34
35
36
36
37
37
38
38

38
38
38
38
39
39
40
40
41
42
42
42
43
43
44
45
46
46
47
48
49
50
50
51
51
51
51
52
52
53
53
54
54

54

PT

PTa

PT
LK-Metastase
LK-Metastase
Lokalrezidiv
LK-Metastase
Zweittumor
LK-Rezidiv
PT

PT
LK-Metastase
LK-Metastase
PT
Priméartumor
PT

PT
LK-Metastase
Lokalrezidiv
LK-Metastase
PT
LK-Metastase
Lokalrezidiv
PT

PT
LK-Metastase
PT
Lokalrezidiv
LK-Metastase
PT
LK-Metastase
Lokalrezidiv
LK-Rezidiv
PT

PT
LK-Metastase
PT
LK-Metastase
LK-Metastase
PT
LK-Metastase zum
Lokalrezidiv
Fernmetastase
LK-Metastase
Lokalrezidiv
PT

PE zum PT
PT
LK-Metastase
LK-Rezidiv
PT PE

PT
LK-Metastase
PT Uvula

PT Sinus piriformis
PT

PT

PT
Rezidivmetastase Parotis
Residuum

PT

PT

PT
Lungenmetastase
LK-Metastase
PT
LK-Metastase
LK-Metastase
PT
LK-Metastase
PT
LK-Metastase
Priméartumor
Progress
Weichteilmetastase
cervikal

54
38
26
82
10
45
53
55
25
27
60

93
69

47
48
51
30
21
39

71
59
64

44
49

49
37
82

54

28

78

85
25
79
55
51

42
38
58

99
76
73

57
82
99
87
46
59
69
37
17
18
72

61

35
48
85

61

64
43
13
16
27
64
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17

14
41
99
99
66

60
71
92
56

34
61
41
30
78
54
56
44

63
40
27

48
25

50

138



54 Weichteilmetastase OS 1 1 100 41

55 PE des PT 38 73 98 48
55 PT 5 64

55 LK-Metastase 13 11 92 11
56 PT 69 14 1 80
57 PT 53 71 97 7
58 PT 89 28 97 30
58 LK-Metastase 89 13 98 13
59 LK-Metastase 22 13 1 63
59 LK-Metastase 61 11 85
60 PT 47 62 1 78
60 LK-Metastase 14 0 68
61 LK-Metastase 55 71 0 83
62 PT

62 PT 63 88 3 79
63 LK-Metastase 3 0 0 12
64 PT 18 90 0 86
65 PT 89 83 0 55
65 LK-Metastase

66 PT 78 96 29
66 LK-Metastase 25 13 99 5
67 PT 58 12 98 35
67 LK-Metastase 18 7 98 1
68 PT 79 84 0 21
69 PT 49 78 65
70 PT 64 8 0 89
70 LK-Metastase 66 1 82
70 Lokalrezidiv 44 5 1 81
71 PT 75

71 LK-Metastase 44 13 98 4
72 PT 93
73 PT 32 6 73 nur nuklear!! 77
74 PT 33 45 1 52
75 PT 44 77 0 45
77 PT 60
78 PT 90
79 Zweittumor 47 59 1 44
80 Lokalrezidiv 3

82 PT

83 PT 71 68 7 93
83 PT 84

84 PT

85 Lokalrezidiv
86 Lokalrezidiv
87 PT 73 46 4 96

Die Félle 8 und 73 zeigen nur nukledre Immunreaktivitidt in der Immunhistochemie. Nach der hier

geltenden Definition werden diese Félle daher nicht als p16Nk4a-postitiv bewertet.

Tabelle 49: : Krankheitsverlauf (Teil 1)

Progress 1: 1 = Primdrtumor (bei CUP-Syndrom); 3 = loko-regiondres Rezidiv; 4 = Zweittumor; 7 =
Zweittumor DD: Fernmetastase; 8 = Fernmetastase. Progress 2: 1 = loko-regiondres Rezidiv; 4 =
Fernmetastase; 5 = Zweittumor; 6 = Zweittumor DD: Fernmetastase. Progress 3: 1 = loko-regionéres
Rezidiv; 2 = Fernmetastase

Art_ Art_ Art_
Fall  Progress 1 Progress 2 Progress 3

1
2 3 1 1
3
4 3 1
5 3
6
7
8 4
9

10

11

12
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

Bei Fall 48 handelt es sich um ein Fehleintragung des Primiarius als Progress 1
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3
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5
6
1

1
1
1
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Tabelle 50: Krankheitsverlauf (Teil 2)

Progress 4: 1 = loko-regiondres Rezidiv; 3 = Fernmetastase. Progress 5: 1 = loko-regiondres Rezidiv;
2 = Fernmetastase; 3 = Zweittumor; fir Progress bindr und multiple Progresse stattgefunden: 1 = ja, 2
= nein

Multiple
Art_ Art_ Progress_ Progresse__
Fall  Progress 4 Progress 5 binar stattgefunden

1 2 2

2 1 1 1

3 2 2

4 1 1

5 1 2

6 2 2

7 2 2

8 1 2

9 2 2
10 2 2
11 2 2
12 2 2
13 2 2
14 1 2
15 2 2
16 1 1 1
17 1 2
18 2 2
19 2 2
20 2 2
21 1 1
22 2 2
23 1 1
24 2 2
25 1 1 1
26 1 1
27 2 2
28 2 2
29 2 2
30 2 2
31 1 1 1
32 1 1
33 1 1
34 1 1
35 1 2
36 2 2
37 2 2
38 1 1 1 1
39 1 2
40 1 1
4 1 2
42 1 1
43 1 2
44 2 2
45 2 2
46 1 2
47 1 1
48 1 2
49 2 2
50 1 2
51 2 2
52 1 1
53 3 2 1 1
54 3 2 2 1
55 2 2
56 2 2
57 2 2
58 2 2
59 1 1
60 2 2
61 1 2
62 2 2
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
77
78
79
80
81
82
83
84
85 1 3
86
87

_, A A D AN = A S A DO NON =N 2NN = =N
Eali el \CHE S \CI \CRE i \CR \CI \C RN \O R \CI \C I \O R \CI \C I \C I \C I \C I \O I \C I \C I O}

Tabelle 51: Krankheitsverlauf (Teil 3)

Loko-reg. Rezidiv = loko-regiondres Rezidiv; SPT DD: DM = Zweittumor differentialdiagnostisch

Fernmetastase
Fernmetastasen
Fall  loko-reg. Rezidiv (LRR) 21_LRR Zweittumor (SPT) >1 SPT (DM) SPT_DD: DM
1 2 2 2 2
2 1 1 2 2 2
3 2 2 2 2
4 1 1 2 2 2
5 1 2 2 2 2
6 2 2 2 2
7 2 2 2 2
8 2 1 2 2 2
9 2 2 2 2
10 2 2 2 2
11 2 2 2 2
12 2 2 2 2
13 2 2 2 2
14 2 1 2 2 2
15 2 2 2 2
16 1 1 2 2 2
17 2 2 1 2
18 2 2 2 2
19 2 2 2 2
20 2 2 2 2
21 1 1 2 2 2
22 2 2 2 2
23 1 2 2 1 2
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Tabelle 52: Krankheitsverlauf (Teil 4)

71
72
73
74
75
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

NP NN D NN

- -

[\CIE \CIE \V)

[ACHE \C R \C R O R\ " )

—_

[ASHE \C I \b)

DM = Fernmetastase, 1 = ja, 2 = nein; GI. = Glandula

Fall

0N UAWND =

DM_pulmonal

DM_Weichteil

DM_ossar

DM_thorakal

DM_hepatisch

NN N NN

NN NN NN

DM_GI_parotis/
Gl. thyreoidea
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38 1
39

41

42

43

44

45

46 1
47

48

49

50 1

51

52 1

53 1 1 1 1
54 1 1
55

56

57

58

59

60

61

62

63

64 1

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

77 1
78

79 1
80

82
83
84
85 1

87

Tabelle 53: Uberlebenszeit-Analyse

OS = Gesamtiiberleben; OS mo = Gesamitiberleben in Monaten; TTP = time to progression (Zeit bis
zum Progress); OSnProg = Gesamtiiberleben nach Progress; OSNProg = Uberleben nach Progress in
Monaten

Fall Zensur_OS OS_mo_ Zensur_TTP TTP_months ZensurOSnProg OSnProgm

1 0 88 0 88
2 1 34 1 13 1 21
3 0 58 0 58
4 1 18 1 9 1 9
5 1 27 1 19 1 7
6 0 18 0 18
7 1 100 0 100
8 0 135 1 128 0 6
9 0 99 0 99
10 0 83 0 83
11 1 7 0 7
12 0 89 0 89
13 0 84 0 84
14 1 99 1 92 1 7
15 0 100 0 100
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