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1 Einleitung / Ziel der Dissertation

1.1 Einleitung

Bosartige Tumore sind fur einen immer groRer werdenden Anteil der
krankheitsbedingten Todesfalle verantwortlich (1). Jahrlich erkranken weltweit rund 18
Millionen Menschen neu an Krebs. 9,5 Millionen sterben auf Grund eines Tumors (2).
Laut den aktuellen Daten des World Cancer Reports 2020 sind Krebserkrankungen in
den Industrienationen die haufigste Ursache fir vorzeitige Todesfalle (3).

Tumore des Kopf-Hals-Bereichs nehmen 3,6% weltweit (1) und in Deutschland ca. 2,7%
der Krebserkrankungen ein (4). Von diesen sind Uber 90% Plattenepithelkarzinome
(PECA) (5). Die kann man in orale (OSCC) und oropharyngeale
Plattenepithelkarzinome (OPSCC) unterteilen.

Ein Grolteil dieser Tumore sind mit den ,klassischen® Risikofaktoren, wie Rauchen und
ubermaRigem Alkoholkonsum, assoziiert (6). In diesem Zusammenhang konnten in den
letzten Jahren diskret sinkende Fallzahlen beobachtet werden. Die Ursache hierfur ist
der signifikante Rickgang der Personen, die taglich Tabak rauchen (7). Dementgegen
steigt die Zahl der mit Humanen Papillomaviren (HPV) assoziierten Tumore,
vornehmlich bei OPSCC (8).

Die Diagnose eines PECA im Kopf-Hals-Bereich stellt fur einen GrofRteil der Patienten
eine fatale Prognose dar. Die 5-Jahres-Uberlebensrate (JUR) fir behandelte
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC) liegt in Abhangigkeit der
TumorgréRe und -ausbreitung zwischen 35-50% (9, 10). Fir viele Betroffene kann mit
den zur Verfugung stehenden Behandlungsmdglichkeiten bisher keine signifikante
Verlangerung der Uberlebenszeit erzielt werden. Aktuell stellt die chirurgische
Intervention die am haufigsten angewandte Therapieoption und den Goldstandard dar
(11). Vor allem in fortgeschrittenen Tumorstadien wird eine adjuvante Therapie mittels
Bestrahlung und/oder Chemotherapie notwendig (12, 13). In der Vergangenheit wurden
weitere Interventionen wie die laserbasierte Mikrochirurgie oder intensitatsmodulierte
Bestrahlungskonzepte etabliert. Diese neuartigen Optionen erbrachten in der
Zusammenschau jedoch keinen zufriedenstellenden Anstieg der 5-JUR (14, 15).

In den letzten Jahren sind vermehrt Medikamente der zielgerichteten
Antikdrpertherapie auf den Markt gekommen. Diese greifen spezifisch Signalkaskaden
an, die das Tumorwachstum beeinflussen oder die Immunreaktion des Korpers
regulieren. Sie er6ffnen neue Behandlungsperspektiven fir solide Tumore wie OSCC
und OPSCC.
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Einen dieser Signalwege stellt der programmed death rezeptor 1 (PD-1) mit seinem
entsprechenden Liganden, dem programmed death ligand 1 (PD-L1), dar. Er hat eine
regulierende Funktion auf die Immunantwort im menschlichen Organismus (16).

In vielen Tumorentitaten ist PD-L1 bereits nachgewiesen worden (17). Dies flhrte zur
Entwicklung spezifischer Antikérper mit diesem Angriffspunkt (18). In manchen
Entitdten wurden durch den Einsatz dieser zielgerichteten Therapie bereits
vielversprechende Erfolge erzielt. Beim NSCLC (non small cell lung cancer) konnte
durch den Einsatz eines programmed death rezeptor 1-(PD-1) Antikdrpers die 1-JUR
von 24%, bei herkdbmmlicher Chemotherapie, auf 41%, gebessert werden (19). Dies

deutet an, welches Potential die zielgerichtete Therapie mit PD-L1 haben kann.

1.2 Ziel der Dissertation

In der Studienlandschaft wird haufig nicht konkret zwischen oralen und
oropharyngealen @ PECA unterschieden. Jedoch zeigt beispielsweise der
Zusammenhang mit HPV, dass es deutliche Unterschiede in der Genese und der
Prognose zwischen den Entitaten gibt. Daher ist es auch auf dem Gebiet der
zielgerichteten Antikdrpertherapie wichtig OSCC und OPSCC getrennt zu beleuchten,
um Differenzen feststellen zu kénnen.

Ziel dieser Vergleichsstudie ist es, die Rolle der PD-L1-Expression bei oralen und
oropharyngealen Tumoren zu analysieren und mogliche Unterschiede der PD-L1-
Expression bei den entsprechenden Entitaten herauszuarbeiten. Es wird analysiert, ob
quantitative und qualitative Unterschiede zwischen OSCC und OPSCC bezuglich der
Expression von PD-L1 bestehen. Es wird zudem untersucht, ob es einen
Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und einer Infektion mit HPV gibt.
Des Weiteren wird untersucht, ob eine Korrelation zwischen PD-L1-Expression und
Malignitat des Tumors besteht. Das Hauptaugenmerk liegt hierbei auf der TNM-
Klassifikation, dem Gesamtiberleben (OS) und dem erkrankungsfreien Uberleben
(DFS).

In Hinblick auf eine zielgerichtete Antikdrpertherapie soll evaluiert werden, ob PD-L1-
Positivitat der jeweiligen Entitdt als Anzeichen flir eine bessere oder schlechtere
Prognose gewertet werden kann. Bereits entwickelte Medikamente, wie Nivolumab oder
Atezolizumab, die an dieser Achse angreifen koénnten in der Therapie des
fortgeschrittenen und nicht mehr chirurgisch kurativ therapierbaren OSCC und OPSCC

verstarkt eingesetzt werden.
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2 Literaturdiskussion

21 Tumor und Immunsystem
2.1.1 Atiologie

Tumorerkrankungen sind fir einen jahrlich wachsenden Anteil der Todesfalle weltweit
die Ursache (1). Besonders in den weit entwickelten Industrienationen ist in den
kommenden Jahren eine wachsende Zahl an behandlungswirdigen Tumoren zu
erwarten (20). Folglich ist es von entscheidender Bedeutung die Genese und das
Verhalten von Tumoren umfassend zu verstehen.

Die Entstehung eines Tumors stellt ein komplexes Geschehen dar, an dem mehrere
Faktoren beteiligt sind. Das Zusammenspiel einer Schadigung des Zellgenoms und
unzureichender Reparaturmechanismen ist die Grundlage fiur die Entstehung einer
Tumorzelle (21). Diese Schadigung kann durch Noxen wie UV-Licht, Alkohol und
Tabakrauch oder durch Mutationen im Genom einer Zelle entstehen (22). Eine Infektion
kann ebenfalls ursachlich fur eine Mutation einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle
sein. Fir die Entstehung von OSCC und OPSCC stellt eine Infektion mit HPV einen der
Hauptrisikofaktoren dar (s. 2.2.2). Hervorzuheben sind dabei besonders die high-risk
Virustypen HPV 16 und HPV 18 (23). Fir den Ursprung der Tumorgenese im
Zusammenhang mit einer HPV-Infektion wird die verstarkte Expression der
Onkoproteine E6 und E7 angenommen (24). Im Rahmen einer viralen Infektion kann es
zu einer induzierten Freisetzung von E6 und E7 kommen. Diese inaktivieren die
Proteine Protein p53 (p53) und das Retinoblastom-Protein (Rb).

P53 ist an der Kontrolle von Wachstum, Zyklus und Uberleben von Zellen beteiligt. Liegt
eine Mutation oder eine Inaktivierung von p53 vor, kann eine ungeregelte
Zellproliferation moglich werden und ein Tumor entstehen (24, 25). Die Beteilung von
p53 an unkontrolliertem Tumorwachstum wurde in Studien bereits flr diverse
Tumorentitdten nachgewiesen (26, 27). In rund der Halfte aller Tumore liegt ein
mutiertes p53 vor. Die Art der Mutation variiert dabei (28). In Studien wurde beobachtet,
dass bei HPV-positiven HNSCC seltener eine Mutation von p53 vorliegt (29). Die virale
Infektion, als auch die Mutation kénnen unabhangig voneinander zu einer Inaktivierung
der Proteinfunktion fihren (30). Bereits im Jahr 1995 beschrieb Hanahan, dass Rb
einen wichtigen Einfluss auf die Zelltransduktion ausibt. Bei Funktionsverlust,
beispielsweise durch Mutation oder Inaktivierung, fehlt in der Zellvermehrung ein
bedeutender, hemmender Faktor. Dadurch kann es zur unkontrollierten, tumortypischen

Zellvermehrung kommen (31).
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2.1.2 Immunescape

Neben der Entstehung einer Krebszelle ist der Erhalt und die Proliferation fir den Tumor
von entscheidender Bedeutung. Damit Tumorzellen wachsen und sich vermehren
kénnen, miussen sie sich dem Immunsystem erwehren. Dazu sind Tumorzellen in der
Lage auf unterschiedlichen Wegen der kérpereigenen Abwehr zu entgehen. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Immunescape (32). In ihrer grundlegenden Arbeit aus dem
Jahre 2000 postulierten Hanahan und Weinberg sechs Faktoren, die eine Krebszelle
von einer normalen Zelle unterscheiden (33). Diese Kennzeichen einer Tumorzelle sind
Vermeidung der Apoptose, Eigenversorgung mit Wachstumsfaktoren,
Unempfindlichkeit  gegenuber  wachstumshemmenden  Signalen, dauerhafte
Angiogenese, Infiltration von Gewebe mit Streuung von Tumorzellen, sowie
unendliches Potential zur Replikation. All diese Faktoren beglnstigen einen
Uberlebensvorteil fir die Krebszellen. In ihrer ergdnzenden Arbeit von 2011 werden vier
weitere Eigenschaften von Tumorzellen formuliert. Sie nennen das Ausweichen vor der
kérpereigenen Immunantwort, eine Veranderung der Stoffwechselprozesse durch den
Tumor, sowie die Entwicklung von willkirlichen Mutationen durch Instabilitat des

Genoms und eine dauerhafte, tumorférdernde Entziindungsreaktion als Kennzeichen.

Vermeidung von

";‘:tatb:_ltat;nd Apoptose Beeinflussung des
dtation des Zellstoffwechsels
Genoms
'4 N\ ' N
Infiltration und Wachstumssignale
Metastasierung aufrechterhalten
\ J Tumorgenese - J
@ 3 + IrSup[::ressoren von )
Angiogenese Tumorerhalt Zellwachstum
anregen entkommen
L S - S
Entziindungsreakti Immunantwort
on aufrecht des Kérpers
erhalten umgehen
Unendliche
Replikation

Abbildung 1: Das Diagramm zeigt die Einflussfaktoren, durch die Entstehung und das
Wachstum eines Tumors erméglicht werden. Weil3 hinterlegt sind die 6 Faktoren, die

bereits im Jahr 2000 genannt wurden. Blau hinterlegt sind die im Jahr 2011 ergénzten
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Faktoren. Grafik modifiziert nach Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the
next generation. Cell. 2011;144(5):646-74 (34)

Zur Entstehung eines Tumors sind nicht alle Faktoren notwendig. Auch eine zeitliche
Abhangigkeit untereinander besteht, laut Hanahan und Weinberg, nicht (34). Einen
Weg, den manche Tumorzellen zum Immunescape nutzen, ist die Achse von PD-1 und
PD-L1 (35).

2.1.3 Programmed death Ligand-1

Ein neuer Fokus in der Tumortherapie liegt auf dem Einsatz von so genannten
Checkpoint-Inhibitoren.  Checkpoints sind  Schaltstellen der korpereigenen
Immunantwort. Uber ausgeschittete Botenstoffe oder Zell-Zell-Kontakte kann eine
Modulation von Immunzellen gesteuert werden. Die Achsen regulieren die Aktivitat der
T-Zellen und schitzen den Kérper vor tberschieRender Immunantwort. Dieser Weg hilft
den Tumoren eine chronische Entzundungsreaktion aufrecht zu erhalten (16).

Die PD-1/PD-L1 Achse stellt einen solchen Checkpoint dar. 1992 entdeckten Ishida et
al. das membranstandige Rezeptorprotein PD-1 an murinen T-Zellen im
Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod (36). PD-1 wird auf B-, T- und
Myeloidzellen exprimiert (37).

Das Glykoprotein PD-L1 (auch B7-H1, cluster of differentiation (CD)274 genannt) wurde
1999 von Dong et al. entdeckt (35, 38). PD-L1 besteht aus 290 Aminosauren und hat
eine interzellulare und transmembranare Domane. Es wird auf dem Chromosom 9 des
Menschen codiert (37). PD-L1 ist ein Mitglied der sogenannten “B7-Familie”. Eine
Gruppe von Membranproteinen, die sich auf Antigenprasentierenden Zellen (APC)
befinden und mit T-Zellen interagieren. PD-L1 wurde auf Zellen der Hamatopoese, B-
Zellen, T-Zellen, Dendritischen Zellen und Makrophagen gefunden (39). PD-L1 kommt
ebenfalls auf Endothelzellen der GefalRe, Myokardzellen und in den Inseln des
Pankreas vor (40). Eine hohe Expression zeigte sich in den Tonsillen, der Lunge und
im Synzytiotrophoblast der Plazenta. Auch in Tumorzellen konnte PD-L1 nachgewiesen
werden. Die entarteten Zellen exprimierten PD-L1 sowohl auf der Plasmamembran als
auch im Zytosol (18). Tumorentitdten, die bisher mit einer verstarkten PD-L1-
Expression in Verbindung gebracht werden konnten, sind unter anderem NSCLC,
HNSCC, Nierenzellkarzinome, Hodgkin-Lymphome, Urothelkarzinome und Melanome
(17, 41).
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Im Jahr 2001 zeigten Latchmann et al., dass mit PD-L2 (auch: B7-DC; CD273) ein
zweiter Ligand fur PD-1 existiert. Ahnlich zu PD-L1 wurde PD-L2 ebenfalls auf vielen

verschiedenen Zellen des Immunsystem nachgewiesen (42).

2.1.3.1 Wirkungsweise von PD-L1 und Rolle in der Tumorgenese

Der Checkpoint PD-1/PD-L1 hat eine regulierende Funktion in der Immunantwort des
Korpers inne. Bei einer Bindung von PD-1 und PD-L1 tritt eine Abfolge biochemischer
Signaltransduktionen in Kraft. Die Signalkaskade nimmt in B- und T-Zellen einen
unterschiedlichen Verlauf.

Zu Beginn fuhrt die Bindung von PD-1 in der B- und T-Zell-Reihe zu einer
Phosphorylierung des Tyrosinrestes der ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch
motif). Dieser phosphorylierte Rest aktiviert SHP-1 (Src homology region 2 domain-
containing phosphatase-1) und SHP-2 (Src homology region 2 domain-containing
phosphatase-2), wobei die Wirkung von SHP-1 als vernachlassigbar angesehen wird.
In der B-Zell-Reihe dephosphoryliert SHP-2 das dem B-Zell-Rezeptor nachgeschaltete
Signalmolekul Syk. Dadurch wird die Signalkaskade der B-Zelle gestoppt. Als Folge
dessen kommt es zu einer verminderten Ausschuttung von Entzindungsmediatoren. In
T-Zellen dephosphoryliert SHP-2 die Moleklile PI3K und/oder ZAP (zeta-chain-
associated protein kinase)-70. Dadurch wird die nachfolgende Signalkaskade in der T-
Zelle gestoppt. Die Hemmung von PI3K bewirkt zudem eine gedrosselte Produktion des
Peptidhormons Interleukin (IL)-2 (43, 44). Durch die Bindung von PD-L1 und dem co-
stimulierenden Ligand CD80 wird die T-Zell-Wirkung weiter eingeschrankt (45).

Durch diese hemmende Wirkung auf B- und T-Zellen wirkt der PD-1/PD-L1-Signalweg
regulierend auf Immunreaktionen in Gewebe und Organen (46). So wird der Kdrper
auch von Uberschielenden (Auto-)Immunreaktionen geschitzt. Im Synzytiotrophoblast
der Plazenta wird PD-L1 in erhéhtem MaRR exprimiert. Dadurch wird eine
AbstoRungsreaktion des maternalen Kérpers auf fetale Zellen verhindert (47). Ahnliche
Einflisse wurden auch bei Organtransplantationen beschrieben (48).

Eine Aktivierung von B-Zellen und Makrophagen bewirkt eine erhéhte Exprimierung von
PD-L1 an der Zelloberflache (49). In Zellkulturen wurde beobachtet, dass
proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y und IL-10 die PD-L1-Expression auf der
Oberflache von Tumorzellen steigern (50). Auch der bei Zellstress freigesetzte Mediator
HIF-1a (Hypoxie induzierter Faktor 1 a) scheint das Vorkommen von PD-L1 zu steigern

(51). Diese erhohte Expression bewirkt eine Steigerung der Apoptose von T-Zell-Klonen
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(18). In manchen Studien stellt Interferon-y den einflussreichsten Faktor fir die

gesteigerte PD-L1-Expression dar (52).

Abbildung 2: Vereinfachte schematische Darstellung der Funktionsweise der PD-1/PD-
L1-Achse an B- und T-Zellen. Durch Bindung von PD-L1 an den Rezeptor PD-1 wird
eine Signalkaskade angestoflen. ITSM wird phosphoryliert und aktiviert SHP-1 und
SHP-2. SHP-2 bewirkt in B-Zellen eine Dephosphorylierung von Syk. Als Folge dessen
kommt es zu einer Hemmung der Freisetzung von Entzindungsmediatoren. SHP-2
hemmt die Wirkung von ZAP-70 und PI3K durch Dephosphorylierung. Dies fiihrt zu
einer verminderten Immunreaktion und geringeren Ausschittung von IL-2. Modifiziert
nach Lenouvel et al. 2020 (53).

Tumorzellen  manipulieren die PD-1/PD-L1-Achse. Durch  Tumorinduktion
uberexprimierte PD-L1 treiben tumorspezifische T-Zellen in die Apoptose. So wird die
Tumorzelle resistent gegen die kérpereigenen Immunstrategien. Dieser Weg beschreibt
den Immunescape einer Tumorzelle iber PD-1 und PD-L1 (18). Der PD-L1-Signalweg
hemmt zudem am T-Zell-Rezeptor (TCR) eine durch CD3/CD28 ausgeldste
Immunantwort (37).

Die Wirkweise von PD-L1 und PD-L2 gleicht sich zu groflen Teilen. Als ein
entscheidender Unterschied wird die Tatsache angesehen, dass PD-L1 auch an das
Oberflachenprotein CD80 binden kann, welches als Co-Stimulator der T-Zellen dient
(54).
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2.2 Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich
2.2.1 Epidemiologie

Tumorerkrankungen der Mundhéhle sind weltweit flr Gber 300.000 Neuerkrankungen
und rund 150.000 Todesfalle jahrlich verantwortlich (1). Rund 90% dieser
Krebserkrankungen der Mundhéhle sind Plattenepithelkarzinome (55). In Sidostasien,
Zentral- und Osteuropa treten die meisten Tumore dieser Entitat auf (1, 56). Die
Tendenz der letzten Jahrzehnte ist regional unterschiedlich. Die Zahlen bei Mannern in
West- und Sildeuropa, sowie bei Mannern und Frauen in Asien, Australien und
Nordamerika sind deutlich ricklaufig. Dem gegeniber gab es einen Anstieg in Ost- und
Nordeuropa sowie bei Frauen in Stid- und Westeuropa. Ein Faktor fir diese Entwicklung
sind die sich wandelnden Rauchgewohnheiten der Gesellschaften (57).

In der hier vorliegenden Studie wurde anhand der OP-Berichte und histopathologischen
Auswertungen eine anatomische Einteilung in oral und oropharyngeal vorgenommen.
Zu oralen Tumoren wurden folgende Lokalisationen gezahlt: Zunge und die
Schleimhaut von Oberkiefer, Unterkiefer, Wange und des Mundbodens. Fir die
oropharyngealen Tumore wurde in Zugengrund, weicher Gaumen und Uvula, Tonsilla
palatina und distaler Oropharynx (mit Rachenhinterwand) unterschieden. In den
veroOffentlichten Studien, die aus der Literatur extrahiert wurden, konnten die Begriffe
HNSCC, OSCC, OPSCC, oral cavity, pharynx, hypopharynx nicht eindeutig differenziert
gefunden werden, sodass eine scharfe Abgrenzung schwierig war. Im World Cancer
Report werden die oralen Tumore in Lippe, vordere zwei Drittel der Zunge, harter
Gaumen, Wangenschleimhaut, Zahnfleisch und Mundboden unterteilt. Fir den
Oropharynx werden weicher Gaumen, Uvula, Zungengrund, Rachenwand, Tonsillen
unterschieden. Der Hypopharynx stellt innerhalb des Berichtes eine eigene Lokalisation
dar (58).

Die dominanten Lokalisationen der oralen PECA sind der Mundboden und die Zunge.
Besonders vordere und seitliche Bereiche der Zunge sind haufig betroffen (59). Die
weiteren Lokalisationen, wie Schleimhaut von Oberkiefer, Unterkiefer und Wange, sind
deutlich seltener vom Tumor befallen. Die PECA des Mundbodens und der Zunge
stellen in der westlichen Gesellschaft 50-70% der gesamten Falle von OSCC dar (60).
Jahrlich werden weltweit iber 300.000 Karzinome des Pharynx neu diagnostiziert. Uber
43% davon machen Tumore des Nasopharynx aus, 31% des Oropharynx, 26% betreffen
den Hypopharynx. Fast 160.000 Todesfalle pro Jahr werden durch diese Entitaten
verursacht (1). Die Lander mit der groRten Inzidenz sind Malaysia, Singapur und
Indonesien. Dies wird durch die regionalen Speisegewohnheiten, wie scharfe Gewirze,

nitrosaminhaltige Kost und Konservierungsmittel begriindet (57). Fiur das OPSCC sind
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die Gaumenmandeln (Tonsilla palatina) und der Zungengrund die pradominanten
Lasionsorte (61). Rund 90% der Tumore des Oropharynx sind dort lokalisiert. Die
weiteren anatomischen Regionen weicher Gaumen, Uvula und distaler Oropharynx sind
seltener von Tumoren betroffen (62). HPV-assoziierte OPSCC entstehen bevorzugt auf
lymphatischem Gewebe. Daher sind sie haufig an den Gaumenmandeln und den tiefen
Krypten der Zunge lokalisiert (8, 63). Ca. 85% der Tonsillen und Zungengrund PECA
sind HPV-positiv (64).

2.2.2 Risikofaktoren

Die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen und deren Vorlauferlasionen werden zu
grofien Teilen durch den Lebensstil der Menschen begiinstigt.

Das Rauchen von Tabak und Trinken von Alkohol stellen die einflussreichsten
Risikofaktoren fur HNSCC dar (6, 65). Lediglich 28% der OPSCC und 36% der OSCC
Falle sind nicht mit dem Rauchen von Tabak oder Trinken von Alkohol assoziiert (66).
Das Risiko fur ein HNSCC ist daher bei Rauchern rund 3,5-fach erhéht gegenlber
Nichtrauchern (67). Das Einstellen des Rauchens senkt bereits nach vier Jahren die
Wahrscheinlichkeit fur einen Kopf-Hals-Tumor um ein Drittel. Nach zwanzig Jahren
Rauchfreiheit liegt das Risiko wieder auf dem Level der nichtrauchenden Bevdlkerung
(68). Patienten, die sowohl Rauchen als auch Alkohol konsumieren, haben ein 5,7-fach
erhodhtes Risiko an einem Krebs des Rachens oder der Mundhdhle zu erkranken (66).
Die steigenden Zahlen an oropharyngealen Tumorféallen, trotz der sinkenden Zahlen
von Rauchern und Alkoholkonsumenten, werden den vermehrten Fallen von HPV-
induzierten Tumoren zugeschrieben (8, 69). Seit den 1980er Jahren wurde in mehreren
Studien die Assoziation von HPV mit PECA des Kopf-Hals-Bereichs, besonders
oropharyngealer Tumoren, nachgewiesen (70). Weltweit sind jahrlich rund 38.000 Falle
der Kopf-Hals-Tumore auf eine Infektion mit HPV zurluckzufuhren. Fir 30% aller
oropharyngealen Karzinome wird die virale Infektion als ursachlich angenommen (71).
Es sind bisher ca. 180 Typen von Papillomaviren identifiziert worden (72). Von diesen
sind die Typen 16 und 18 als Hochrisikotypen eingestuft (23, 69, 73). Eine Infektion mit
HPV Typ 16 bedeutet ein 6,2-fach erhdhtes Tumorrisiko (74). Auch die Infektion mit
anderen HPV-Typen steigert das Krebsrisiko im Vergleich zur Normalbevdlkerung. So
zeigt eine Studie von Maden et al., dass mit HPV 6 infizierte Personen ein 2,9-fach
erhohtes Risiko fur orale Tumore haben (74).

Als urséachlich fir die starke Verbreitung der Virusinfektion wird eine Anderung der
Sexualpraktiken angesehen. Besonders oro-genitale und oro-anale Ubertragungswege

beschreibt die aktuelle Literatur als Risikofaktoren (71).
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Generell sind diese Arten der Sexualpraktiken vermehrt in der jingeren Bevoélkerung
verbreitet, sodass das HPV-assoziierte HNSCC Kollektiv im Altersschnitt 12 Jahre
junger (52 vs. 64) als das HPV-negative Kollektiv ist (75). Das Risiko einer Infektion mit
einem Hochrisiko-Virustyp steigt deutlich mit der Zahl der Sexualpartner. Auf die
Lebenszeit betrachtet, steigert eine Zahl von mehr als finf verschiedenen Partnern
beim Oralverkehr das Krebsrisiko um das 3,4-fache im Vergleich zur restlichen
Bevolkerung (76). Die Studienergebnisse zeigen, dass hier der groRere Teil der
Tumorfalle mannliche Patienten betrifft. Dies wird durch die héhere Zahl an
Sexualpartnern sowie der haufigeren Beteiligung an oralem Geschlechtsverkehr
begrindet (75).

Im Vergleich zu den zwei groften Risikofaktoren, Rauchen und Alkoholkonsum, haben
OSCC und OPSCC in Assoziation zu einer HPV-Infektion ein besseres
Gesamtlberleben (OS) (77). Fur fortgeschrittene Tumore (Stadium Il1/IV) liegt die 5-
JUR bei HPV-positiven Karzinomen bei rund 80%, lediglich bei 40% fir HPV-negative
Karzinome (24). Eine verstarkte Immunantwort des Kérpers wird als ursachlich
angenommen (78).

Ein weiterer bedeutender Risikofaktor fir OSCC und HNSCC ist das Kauen der
Betelnuss (57). Sie gilt nach Zigaretten, Alkohol und Koffein als die am vierthaufigsten
konsumierte Droge weltweit (79). Es erhdht das Risiko fur Mundhdéhlenkrebs um das
12-fache, fur Hypopharynxtumore um das 6-fache (80). Betroffen ist vor allem der
asiatische Kontinent, speziell Indien und Taiwan (81). Unter der mannlichen
Bevdlkerung Taiwans ist das OSCC die vierthaufigste Tumorentitat (82). In Kombination
mit Alkohol und Tabakrauchen potenziert sich das Krebsrisiko. Menschen, die
Betelnusse kauen und Rauchen, haben ein 39% hoheres Risiko eine Tumorerkrankung
zu erleiden (80). Als urséachlich fur die Karzinogenese werden Bestandteile der Nusse
angesehen, die die Entstehung von Sauerstoffradikalen und Nitrosaminen férdern. Ein
Anstieg von tumorbegunstigenden Entzindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor-

alpha, Interleukin-6 und Cytokine wurde in Studien beschrieben (83).

2.2.3 Prakanzerosen

Die Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle und des Kopf-Hals-Bereichs entstehen
groltenteils aus vorangegangenen Schadigungen des Gewebes, so genannten
Vorlauferlasionen. Nur in wenigen Fallen entsteht der Tumor de novo (84). Zu den
Vorlauferlasionen zahlt man Leukoplakie, Erythroplakie, Lichen planus und orale
submukése Fibrose (OSF) (85).

10
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Eine Leukoplakie definiert die WHO als weil’en Plaque, der keiner anderen Erkrankung
zugeordnet werden kann (86). Rund 4% dieser Vorlauferlasionen gehen in einen Tumor
Uber (87, 88). Sie werden in homogene und inhomogene Leukoplakien eingeteilt. Die
Unterscheidung wird nach Wachstumsmuster, Form und Farbung getroffen.
Unregelmaliges Wachstum und diffuse Farbung gehen mit einem hdéherem
Entartungsrisiko einher (85). So gehen 20% der inhomogenen Leukoplakien in einen
Tumor Gber und nur 3% der homogenen Leukoplakien (65). Eine Leukoplakie mit
gesteigerter Entartungstendenz ist die proliferative verrucése Leukoplakie (89).
Erythroplakie ist definiert als roétlicher Fleck, der klinisch oder pathologisch keiner
anderen Erkrankung zugeordnet werden kann (90). Die Entartungstendenz ist hoch.
Die Halfte der pathologisch untersuchten Erythroplakien gehen mit einem invasiven
Karzinom einher, 40% mit einem Carcinoma in situ (91).

Lichen planus oder andere lichenoide Lasionen der Schleimhaute im Kopf-Hals-Bereich
haben ein deutlich geringeres Malignitatspotential. Es gehen rund 1% der Falle in einen
Tumor Uber (92).

OSF betrifft groBtenteils Patienten in Stidostasien. Dies steht im Zusammenhang mit
dem Kauen von Betel- und Arecanissen (93). OSF verursacht beim Patienten ein
schmerzhaftes Brennen und Zusammenziehen der Mundschleimhaut. Der Ubergang in

einen Tumor findet in rund 5% der Falle statt (94).

Abbildung 3: Klinische Manifestation eines oralen Plattenepithelkarzinoms des linken
Zungenrandes. Foto aus der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, Universitdtsmedizin

Mainz
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2.3 Diagnose und Therapie
2.3.1 Diagnostische Verfahren

Die Diagnostik von Tumoren spielt eine entscheidende Rolle fiir das Uberleben des
Patienten und die Behandlungsoptionen. Eine frihe Erkennung von pathologischen
Befunden wird angestrebt. Die meisten Tumore befinden sich jedoch bei der
Erstdiagnose in fortgeschrittenen Stadien. Rund zwei Drittel der Tumore sind bereits in
Stadium Il oder IV (95, 96). In vielen Fallen ist dies durch spat durchgefihrte
Diagnostik, fehlende Krankheitseinsicht oder eine lokalisationsabhangige langere
Beschwerdefreiheit der Patienten zu begrinden (96).

Weder fir das OSCC noch OPSCC existiert zum aktuellen Zeitpunkt ein
standardisiertes Screening. Ko et al. zeigten, dass in Hochrisikogruppen eine visuelle
Inspektion des Mund-Rachen-Raums eine relevante Zahl an Fallen aufdecken kann und
dadurch tumorassoziierte Todesfalle vermeidbar sind (97). Die Studie weist fur die
visuelle Kontrolle eine Sensitivitat von ca. 60% und eine Spezifitat von ca. 98% auf
(98). Bei auffalligen Befunden wird eine erweiterte Untersuchung der Mundhoéhle, des
Pharynx und Larynx empfohlen, um multilokulares Tumorwachstum oder synchrone
Zweittumore zu entdecken. Durch dieses Verfahren lassen sich besonders Patienten
erkennen, bei denen der Tumor noch keine Symptome verursacht hat (97).

Fur die definitive Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals-Bereich erfolgt
obligat eine Probenentnahme zur pathologischen Sicherung (99).

Typische Folge der pathologischen Veranderungen in Mund- und Rachenraum sind
Schmerzen, Foetor, offene, ulzerierte Schleimhaute mit Blutungen, Heiserkeit, Husten
sowie Schluck- und Sprachprobleme. Darlber hinaus sind beim OSCC Lockerungen
der Zahne und veranderte Okklusion als Symptome mdglich (100).

Die fruhzeitige Erkennung eines Tumors hat bedeutenden Einfluss auf das Outcome
der Patienten (101). Neben der bereits erwahnten visuellen Inspektion kommen auch
bildgebende Verfahren in der Diagnostik zum Einsatz, vorrangig Computertomographie
(CT) und Magnetresonanztomographie (MRT). Beide Untersuchungsverfahren zeigen
Vor- und Nachteile, sodass in vielen Fallen der Einsatz mehrerer bildgebender
Verfahren angewandt wird (102). Die MRT bietet eine bessere Weichteilauflosung, ist
weniger anfallig fur Artefakte und hat keine Strahlenbelastung. Die CT ist schneller
durchflhrbar, ist weniger anfallig fir Stérungen durch Kehlkopfbewegungen und bietet
eine genauere Aufldsung bei knécherner Beteiligung des Tumors (103, 104)

Die  Positronenemissionstomographie-Computertomographie  (PET-CT) kommt
ebenfalls zum Einsatz und wird besonders fur die Suche von Lymphknoten- und

Fernmetastasen genutzt (105).
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Fir die Prognose und Therapieplanung bei einem OSCC oder OPSCC ist der HPV-
Status von grofRer Bedeutung, da HPV-positive Tumore mit einer deutlich besseren
Prognose einhergehen und anders klassifiziert werden als HPV-negative PECA (106)
(s.2.2.2; s. 5.7). Es gibt unterschiedliche Wege eine HPV-Infektion nachzuweisen.
Mittels in situ Hybridisierung (ISH) von Gewebeproben ist ein direkter, verlasslicher
Nachweis von HPV mdglich (107). Durch den hohen technischen und finanziellen
Aufwand ist dieses Verfahren nicht standardisiert im Einsatz. Eine valide,
kostengunstigere  Alternative  stellt der indirekte Nachweis durch die
immunhistochemische Farbung (IHC) des Tumorsupressorproteins cyclin dependent
kinase inhibitor 2A/Protein 16 (p16) dar (108). Der Nachweis des Biomarkers p16 ist
ein Anzeichen fir HPV-vermittelte Tumorentstehung (109). Neuartige Schnelltests zur
p16-Detektion werden aktuell in Studien getestet (110). Zur Entdeckung von
Lymphknotenmetastasen und auch zur Beurteilung der Tumore steht mit dem
Ultraschall ebenfalls eine weitere Untersuchungsart zur VerfiUgung, die sowohl

kostenglinstig als auch strahlungsfrei anwendbar ist (111)

2.3.2 TNM-Klassifikation

Seit vielen Jahren werden solide Tumore im klinischen Alltag mit Hilfe der TNM-
Klassifikation bewertet (112). Das TNM-System ist eine in den 1940er/50er Jahren von
Pierre Denoix entwickelte Einteilung fir solide Tumorerkrankungen (113). Die
Klassifikation hilft in mehreren Aspekten. Sie soll die Behandelnden bei der Planung
unterstutzen, eine Prognose ermoglichen, die Erfolge einer Behandlung evaluieren, den
Informationsaustausch zwischen Behandelnden vereinfachen und Tumorerforschung
sowie Tumorkontrolle weiter voranbringen (113). Die Klassifikation wird durch die
»International Union for Cancer Control“(UICC) und das ,American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) regelmallig an den neuesten wissenschaftlichen Stand angepasst
(114). Die Entwicklung geht zu immer detaillierteren, auf konkrete Krankheitsfalle
zugeschnittenen Klassifikationen. Diese ermdglichen eine prazisere Aussage zum OS
und DFS (115). Jede TNM-Klassifikation beinhaltet eine Aussage zur Tumorausbreitung
“T”, ob Lymphknotenmetastasen vorliegen “N” und ob der Tumor bereits
Fernmetastasen “M” gebildet hat (116). Diese drei Faktoren werden durch klinische
Untersuchung, Bildgebung oder pathologische Analyse abgeklart.

Der T-Status (T0-4) beinhaltet in erster Linie die GroRe des Tumorgewebes. Des
Weiteren flie3t eine mogliche Infiltration von umliegendem Gewebe mit in die

Klassifikation ein. Der Lymphknotenstatus (NO-3) gibt die GréRe und Lokalisation
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maoglicher Metastasen an. Der M-Status ist bei vorliegender Fernmetastase positiv
(M1). Je hoher der einzelne Status, desto negativer ist der Einfluss des einzelnen
Faktors auf das Gesamtiiberleben des betroffenen Patienten. Die Faktoren T, N, M
werden in einer Stadieneinteilung (0-1V) des Tumors zusammengefasst und nach
Malignitat gewichtet. Dennoch stellt die TNM-Klassifikation eine beobachtende
Einteilung dar, die keine Aussage bezlglich der Beschaffenheit und zum
Wachstumsverhalten eines Tumors beinhaltet (112).

Im Jahr 2017 ist zuletzt eine aktualisierte 8. Ausgabe der TNM Klassifikation fir Kopf-
Hals-Tumore verdffentlicht worden (106). Diese aktuell glltige Ausgabe beachtet
erstmalig die HPV-assoziierten Tumore, flr die bisher die Aussagekraft bezlglich der
Prognose in der vorherigen Klassifikation zu gering ausfiel (116). Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit fir HPV-assoziierte Tumore wurde mit der alten
Klassifikation haufig zu negativ bewertet (117). Auf Basis der ICON-S Studie von
O’Sullivan et al. wurde die modifizierte, neue TNM-Klassifikation an die Unterschiede
zwischen HPV-positiven und HPV-negativen Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs
angepasst (118). Da die in dieser Studie ermittelten Daten nach der alten Klassifikation
erhoben worden sind, ist diese hier aufgeflihrt. Dartber hinaus wird in der aktualisierten
TNM-Klassifikation ein verstarktes Augenmerk auf extranodales Wachstum (ENE) der

Lymphknotenmetastasen gelegt (119).

TNM Klassifikation fiir OSCC

Primartumor

8. Auflage TNM-
7. Auflage TNM-Klassifikation

Klassifikation
Tx nicht beurteilbar nicht beurteilbar
TO kein Tumornachweis kein Tumornachweis
Tis Carcinoma in situ Carcinoma in situ
Tumor <2 cm @,
T1 Tumor<2cm @
Invasionstiefe <56 mm
Tumor <2 cm @ bei
Invasionstiefe 5 - 10 mm
T2 Tumor2 —-4cm d
oder Tumor 2 — 4 cm @ bei
Invasionstiefe <10 mm
Tumor >4 cm @ oder >10
T3 Tumor >4 cm

mm Invasionstiefe
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Tumor infiltriert

Zungenmuskulatur,

T4a
Kieferknochen, Kieferhohle oder
Gesichtshaut
Tumor infiltriert
Tumor infiltriert Schadelbasis,
Nachbarstrukturen
Spatium masticatorium,
T4b Processus pterygoideus oder
umfasst die Arteria carotis
interna
Lymphknoten (regional)
8. Auflage TNM-
7. Auflage TNM-Klassifikation
Klassifikation
solitére
solitare Lymphknotenmetastase
N1 o Lymphknotenmetastase
ipsilateral, <3 cm @ o
ipsilateral, <3 cm @, ENE-
solitére
Lymphknotenmetastase
o ipsilateral, 3 — 6 cm @ ENE-
solitare Lymphknotenmetastase ]
N2a o oder solitére
ipsilateral, 3—-6cm @
Lymphknotenmetastase
ipsilateral <3 cm ENE+
multiple
N2b multiple Lymphknotenmetastasen | Lymphknotenmetastasen
ipsilateral, <6 cm & ipsilateral, <6 cm @
ENE-
_ bilaterale oder
bilaterale oder kontralaterale
kontralaterale
N2c Lymphknotenmetastasen, <6 cm
. Lymphknotenmetastasen,
<6 cm @ ENE-
Lymphknotenmetastase(n)
>6 cm @ ENE-
Lymphknotenmetastase(n) >6 cm | solitdre
N3 (a,b)
] Lymphknotenmetastase

ipsilateral, >3 cm @ ENE+

oder multiple
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Lymphknotenmetastasen
mind. 1x ENE+ oder solitére
kontralaterale
Lymphknotenmetastase <3
cm ENE+

Fernmetastasen

8. Auflage TNM-
7. Auflage TNM-Klassifikation

Klassifikation
Mx nicht beurteilbar nicht beurteilbar
MO keine Fernmetastase keine Fernmetastase
M1 jede Fernmetastase jede Fernmetastase

Tabelle 1: Vereinfachte Darstellung der TNM Klassifikation (7. Auflage) fiir OSCC
modifiziert nach Bradish et al. 2020 (120) und der TNM Klassifikation (8. Auflage) fiir
OSCC modifiziert nach der aktualisierten S3-Leitlinie Mundhdhlenkarzinom 2021 (13).

Tumorstadien nach UICC fiir OSCC

Stadium 7. Auflage TNM- 8. Auflage TNM-
Klassifikation Klassifikation

Stadium | T T1

Stadium Il T2 T2

Stadium Il T1, T2+ N1/T3+NO,N1 | T1, T2 + N1/ T3 + NO,

N1

Stadium IVa T1, T2, T3+ N2/T4a+NO, | T1, T2, T3 + N2/ T4a +
N1, N2 NO, N1, N2

Stadium Vb T4b + jedes N / jedes T + | T4b + jedes N/jedes T +
N3 N3

Stadium IVc jeder M1 jeder M1

Tabelle 2: Tumorstadien nach UICC beim OSCC modifiziert nach der S3-Leitlinie
Mundhéhlenkarzinom Version 2.0, 2012 (121) und der aktualisierten S3-Leitlinie
Mundhéhlenkarzinom Version 3.0, 2021 (13).

TNM Klassifikation fiir OPSCC

Primartumor

8. Auflage TNM-
7. Auflage TNM-Klassifikation Klassifikation (HPV-
positive OPSCC)

16



Literaturdiskussion

Tx nicht beurteilbar nicht beurteilbar

TO kein Tumornachweis kein Tumornachweis

Tis Carcinoma in situ Carcinoma in situ

T1 Tumor <2 cm @ Tumor <2 cm @

T2 Tumor2-4cm @ Tumor2—-4cm @

T3 Tumor >4 cm @ Tumor >4 cm @

Tumor infiltriert
Tumor infiltriert

Zungenmuskulatur, Larynx,
Zungenmuskulatur, Larynx,

Lamina medialis des

T4a Lamina medialis des Processus _

. Processus pterygoideus,
pterygoideus, harten Gaumen
harten Gaumen oder
oder Unterkiefer
Unterkiefer
Tumor infiltriert
Tumor infiltriert Schadelbasis, _ ]
Schédelbasis, Lamina
Lamina lateralis des Processus

T4b _ _ lateralis des Processus

pterygoideus oder umfasst die ]
_ o pterygoideus oder umfasst
Arteria carotis interna
die Arteria carotis interna
Lymphknoten (regional)
8. Auflage TNM-
7. Auflage TNM-Klassifikation Klassifikation (HPV-
positive OPSCC)

N solitdre Lymphknotenmetastase Lymphknotenmetastase(n)
ipsilateral, <3 cm g ipsilateral, <6 cm @

N2 solitdre Lymphknotenmetastase

a
ipsilateral, 3—6cm @

N2b multiple Lymphknotenmetastasen | Lymphknotenmetastase(n)
ipsilateral, <6 cm @ kontra- oder bilateral, <6 cm
bilaterale oder kontralaterale %)

N2c Lymphknotenmetastasen, <6 cm
%]

N3 Lymphknotenmetastase(n) >6 cm | Lymphknotenmetastase(n)

]

>6cm @

Fernmetastasen

7. Auflage TNM-Klassifikation

8. Auflage TNM-
Klassifikation (HPV-
positive OPSCC)
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Mx nicht beurteilbar nicht beurteilbar
MO keine Fernmetastase keine Fernmetastase
M1 jede Fernmetastase Jjede Fernmetastase

Tabelle 3: Vereinfachte Darstellung der TNM-Klassifikation fiir HPV-negative und HPV-
positive OPSCC. Modifiziert nach Lydiatt et al. 2017 (109)

Tumorstadien nach UICC fiir OPSCC

Stadium 8. Auflage TNM-
7. Auflage TNM-
Klassifikation (HPV-
Klassifikation
positive OPSCC)
Stadium | T1, NO T1, T2 + NO, N1
Stadium |1 T2, NO/T1, N1 T1, T2 + N2/ T3, T4, +
NO, N1
Stadium Il T3, NO-2/T1-2, N2 T3, T4 + N2
Stadium IVa T4, N2 Jjedes M1
Stadium Vb jedes T, N3
Stadium IVc jeder M1

Tabelle 4: Auflistung der Tumorstadien flir OPSCC nach TNM (7. Aufl.) modifiziert nach
Pan et al. 2016 (122) und fiir p16 positive OPSCC nach TNM (8. Aufl.) modifiziert nach
Lydiatt et al. 2017 (109).

2.3.3 Therapie des Plattenepithelkarzinoms

Fur die Therapie des OSCC und HNSCC kommen diverse Optionen in Frage. Es wird
chirurgisch entfernt, bestrahlt, chemotherapeutisch oder antikérperbasiert behandelt.

In fortgeschrittenen Stadien findet eine kombinierte Therapie Anwendung (96).

2.3.3.1 Chirurgie

Die chirurgische Tumorentfernung stellt die haufigste Therapie dar (11). Die
vollstandige Exzision des entarteten Gewebes ist besonders in frihen Stadien (Stadium
I/11) des Karzinoms der Goldstandard. Dadurch kann der Krebs bei 80% (Stadium 1)
bzw. 65% (Stadium Il) der Betroffenen geheilt werden (123). Diese frihen Tumorstadien
kénnen auch durch alleinige oder erganzende Radiotherapie mit vergleichbar
erfolgreichen Ergebnissen behandelt werden (124). In den Tumorstadien Ill und IV
greifen kombinierte = Therapiekonzepte. Die aktuelle S3-Leitlinie  zum
Mundhoéhlenkarzinom sieht beim OSCC keine kurative Therapieoption als eindeutig
Uberlegen an (13). Als negativer prognostischer Faktor gilt fir beide Entitdten das

Vorhandensein von Fernmetastasen (11).
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2.3.3.2 Radiatio

Die Bestrahlung des Tumors ist eine haufig angewandte Therapieoption. Sowohl
alleinige Bestrahlung als auch Radiochemotherapie kommen zum Einsatz (125).
Dennoch erzielt die Bestrahlung nur bei rund der Halfte der Behandelten ein
dauerhaftes Ansprechen der Therapie (126). Als Nebenwirkung flihrt die Bestrahlung
zu einer vermehrten Fibrosierung des Gewebes (127). Durch die Strahlentherapie
kénnen funktionelle Probleme wie Sprach- und Schluckstérungen oder asthetische
Veranderungen auftreten (128). Die intensitadtsangepasste Bestrahlung hat durch
Schonung von umliegendem Gewebe die Lebensqualitat der Betroffenen deutlich
verbessert und Nebenwirkungen reduziert (129). Dennoch bestehen langfristige, bei
Anwendung nicht voraussehbare, Risiken durch Strahlenfolgen, die bei chirurgischer

Exzision der Tumore nicht gegeben sind.

2.3.3.3 Chemotherapie

Eine alleinige Chemotherapie wird fur Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom in
palliativer Situation angeboten. Der Einsatz von Chemotherapeutika findet in einer
kombinierten Radiochemotherapie neoadjuvant und adjuvant statt. Durch eine
kombinierte Radiochemotherapie kann sowohl eine Sensibilisierung fur die Bestrahlung
als auch eine Verminderung der Strahlendosis erreicht werden (125). Als
Chemotherapeutika werden beim oralen Plattenepithelkarzinomen Cisplatin und
Kombinationen eines Antimetaboliten oder Taxans (z.B. 5-Fluoruracil oder Docetaxel)
mit Cisplatin eingesetzt. Bei oropharyngealen Karzinomen kommt ebenfalls Cisplatin
oder auch Carboplatin zum Einsatz. Kombinationen mit 5-Fluoruracil und/oder

Mitomycin C sind méglich (130).

2.3.3.4 Targeted therapy

Innerhalb der letzten Jahre lasst sich eine wachsende Bedeutung der gezielten
Tumortherapie beobachten. Im Vergleich zur herkdbmmlichen Chemotherapie nutzt die
targeted therapy spezifische Eigenschaften der jeweiligen Tumorentitat. Die jeweiligen
Agenzien greifen beispielsweise an Stoffwechselprozessen, Membranproteinen oder
der Angiogenese gezielt an (131).

Im Rahmen einer Radiochemotherapie kommt beim OSCC und OPSCC seit mehreren
Jahren der EGFR (epidermal growth factor receptor) -Antikérper Cetuximab zum
Einsatz. Anwendung findet Cetuximab bei fortgeschrittenen und metastasierten

Karzinomen. Der Antikoérper ist aktuell Bestandteil der third line Therapie. Er wird mit
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einer platinhaltigen Chemotherapie kombiniert und zeigt bei ausgepragter EGF-
Expression des Tumors positive Ergebnisse (132). Das EXTREME-Schema beinhaltet
eine Kombination von Cis- oder Carboplatin, 5-Fluoruracil und Cetuximab. Dieses
Therapieschema zeigte ein deutlich verbessertes OS der Patienten gegenlber einer

Therapie ohne Cetuximab (133).

2.3.3.5 Immuntherapie

Der zweite therapeutische Arm, der sich neben der targeted therapy entwickelt hat, ist
die Immuntherapie. Diese zielt im Speziellen auf die Immunreaktion des Kdrpers im
Zusammenhang mit einer Krebserkrankung ab (131). Es werden beispielsweise die T-
Zellen in ihrer Funktion gebremst, Signaltransduktion wird geblockt oder die
Freisetzung von Zytokinen wird unterdrickt (134). In die Gruppe der Immuntherapeutika
fallen auch die PD-1- Antikérper Nivolumab und Pembrolizumab, sowie die PD-L1-
Antikérper Atezolizumab, Avelumab und Durvalumab. Diese monoklonalen Antikérper
gegen den PD-1/PD-L1-Checkpoint wirken ebenfalls modulatorisch auf das
Immunsystem (s. 2.3.2).Durch diese Agenzien, wie beispielsweise Nivolumab kann die
T-Zell-Reaktion und koérpereigene Tumorabwehr gesteigert werden (135). Nach
positivem Ausfall der CheckMate 141 Studie von Ferris et al. wurde Nivolumab 2017
zur Therapie bei fortgeschrittenen HNSCC und erfolgloser Platintherapie zugelassen
(136). Ebenfalls wurde Pembrolizumab 2019 fir den Einsatz von fortgeschrittenen
HNSCC zugelassen. Grundlegend hierfir war die Keynote 048 Studie von Burtness et
al (137).
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Gerate
Gewebeentwasserungsautomat Sakura  Finetek Germany GmbH,
Staufen, Deutschland
CoverStainer Dako/Agilent, Santa Clara, USA
TMArrayer Pathology Devices, San Diego, USA
Rotationsmikrotom Zeiss Hyrax M55, Jena, Deutschland

3.1.2 Reagenzien, Chemikalien

Histo-Clear || REF:HS-202 National diagnostics, Atlanta, USA

Ethanol 96% SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn,
Deutschland

Ethanol 70% SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn,
Deutschland

Ethanol 99% SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn,
Deutschland

Dako Hamatoxylin REF:CS700 Agilent Dako, Santa Clara, USA

Dako Bluinpuffer REF:CS702 Agilent Dako, Santa Clara, USA

Dako Eosin REF:CS701 Agilent Dako, Santa Clara, USA

Real Dako Hamatoxylin REF: 2020 Agilent Dako, Santa Clara, USA

Envision Flex+Rabbit (Linker) Agilent Dako, Santa Clara, USA

Dako EnVision Flex Target Retrieval Agilent Dako, Santa Clara, USA
Solution low pH

Dako EnVision Flex Peroxidase-Blocking Agilent Dako, Santa Clara, USA

Reagent

Dako EnVision Flex HRP Agilent Dako, Santa Clara, USA
Dako EnVision Flex Substrate Buffer Agilent Dako, Santa Clara, USA
Dako EnVision Flex DAB+ Chromogen Agilent Dako, Santa Clara, USA
Dako EnVision Flex Wash uffer Agilent Dako, Santa Clara, USA
Dako EnVision Flex+Mouse Agilent Dako, Santa Clara, USA
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3.1.3 Antikorper

CINtech ® Histology Kit Anti-PD-L1 antibody [EPR19759]
Mouse monoclonal Rabbit monoclonal [EPR19759] to PD-L1
Ventana, Oro Valley, USA Abcam, Berlin, Deutschland

3.1.4 Software

EndNote X8 Alfasoft GmbH, Frankfurt am

Main, Deutschland

Microsoft Office Word 2016 Microsoft, Redmond, USA
Microsoft Office Excel 2016 Microsoft, Redmond, USA
NDP.view 2 Hamamatsu Photonics,

Shizuoka, Japan

SPSS 23 IBM Deutschland GmbH,

Ehningen, Deutschland

HALO™ Image Analysis Software Indica Lab, Albuquerque, USA

3.2 Methoden
3.2.1 Patientenkollektiv

In die Studie eingeschlossen wurden ausschlie3lich Patienten mit einem histologisch
bestatigten oralen oder oropharyngealen Plattenepithelkarzinom.

Das Kollektiv wurde aus den Abteilungen der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie und Plastische Operationen der Universitatsmedizin Mainz und Klinik
fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde und Kopf-Hals-Chirurgie der Universitatsmedizin
Mainz generiert.

Insgesamt wurden im Rahmen der Studie 441 Schnitte der Pathologie gesichtet. 67
Gewebeproben konnten auf Grund von mangelhaftem Material, Artefakten bei
Erstellung des tissue microarray (TMA) oder der Farbung nicht in die Auswertung
einbezogen werden. Fur viele Patienten lagen mehrere pathologische Schnitte vor. Von
diesen erfassten einige nicht den Tumor, beinhalteten zu wenig Tumorgewebe oder
stellten nicht den Primarius dar. AbschlieRend konnten 161 Falle eingeschlossen

werden.
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3.2.2 Gewinnung von Patientenmaterial

Die Gewebeproben wurden den Patienten im Rahmen einer chirurgischen
Tumorentfernung enthnommen. Bereits im Operationssaal wurden die Tumorproben in
Formalin gebettet, um den Gewebezerfall aufzuhalten. Das verwendete Gewebe wurde
von der Gewebe-Biobank der Universitatsmedizin Mainz zur Verfligung gestellt und in
Ubereinstimmung mit den Regularien der Gewebe-Biobank (#GB000218) und dem
Votum der Ethikkommission der Universitatsmedizin Mainz (Arztekammer Rheinland-
Pfalz, Nr.: 2018-13844) verwendet.

3.2.3 Konservierung von Patientenmaterial

Das Patientenmaterial wurde in dem Institut der Pathologie nach den etablierten
Standardverfahren aufgearbeitet. Mittels Formalinfixierung wurden die Proteine

vernetzt. Dadurch standen sie zur spateren Darstellung zur Verfigung.

3.2.4 Erstellung von Paraffinschnitten

In einer makroskopischen Analyse des Patientengewebes wurde das eingegangene
Material prapariert und markiert. Das verbliebene Resektat wurde anschlieflend in
einem Gewebeentwasserungsautomat (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen,
Deutschland) konserviert.

Um die Zersetzung des Gewebes aufzuhalten, wurde das Praparat in 4%igen
gepuffertem Formalin eingelegt. Danach durchlief es eine aufsteigende Alkoholreihe.
Diese entzog dem Resektat das verbliebene Wasser. Durch den Einsatz von Xylol lieR3
sich das Gewebe in einen Paraffinblock einbinden.

Der entstandene Block wurde durch ein Rotationsmikrotom (Zeiss Hyrax M55, Jena,
Deutschland) in 2um dicke Schnitte geschnitten. Dieser Paraffinschnitt wurde daraufhin

auf einen Objekttrager aufgezogen, getrocknet und schlie3lich gefarbt.

3.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die routinemafRige Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde im CoverStainer (Dako/Agilent,
Santa Clara, USA) durchgefuhrt. Zu Beginn wurden die zu farbenden Objekttrager 360
Sekunden (s) in Xylol zum Entparaffinieren inkubiert. Um das Xylol aus dem Schnitt zu
|I6sen, wurde eine absteigende (von 100% zu 70%) Ethanolreihe (Rehydrierung) mit
jeweils 120 s Inkubationszeit bis zum Abschluss mittels Aqua dest durchgefihrt. Als

ersten Schritt der Farbung wurde fur 90 s Hamatoxylin zugegeben. Anschlief3end folgte
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wieder eine Blauung mit Leitungswasser fiir 60 s. Es folgte fur 90 s ein Puffer, der fur
die bendtigte Alkalitat bei der primaren Farbung sorgte.

Nach 60 s Alkoholbad in 70% Ethanol, wurde fir weitere 60 s die Eosin Farbung
vollzogen. Dieser folgte eine Alkoholreihe fir 60 s bei 96% Ethanol und 180 s bei 99%
Ethanol. Abgeschlossen wurde der HE-Farbeprozess durch das Xylol als Intermedium

zum Entellan, fir das Eindecken des gefarbten Schnitts mit einem Deckglas.

3.2.6 Erstellung des TMA

Unter Kontrolle im Mikroskop wurden auf dem Objekttrager die Tumorareale
eingezeichnet. Dieser eingezeichnete Bereich wurde anschlieBend mit dem
kongruenten Paraffinblock (Spenderblock) fir das TMA genutzt. Unter Zuhilfenahme
des TMArrayer (Pathology Devices, San Diego, USA) wurde aus dem Patientenmaterial
im Paraffinblock ein 1mm groRes Gewebestlck innerhalb des eingezeichneten Bereichs
ausgestanzt. Dieses enthommene Material wurde anschlielend in einen neuen,

unbestuckten Paraffinblock (Empfangerblock) eingebracht.

0,36x

Abbildung 4: Darstellung eines gesamten TMAs mittels NDP.view2 (Hamamatsu

Photonics, Shizuoka, Japan)

So wurde mit den weiteren Paraffinblécken ebenfalls verfahren. Sie wurden strukturiert
nebeneinander eingefigt. AnschlieRend wurde von dem Empfangerblock mit dem
Rotationsmikrotom (Zeiss Hyrax M55, Jena, Deutschland) ein Paraffinschnitt

angefertigt und auf einem Objekttrager fixiert (s. 3.2.4) (138).
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3.2.7 Immunhistochemie

Fur die immunhistochemische Farbung von PD-L1 mussten die angefertigten TMAs 30
Minuten lang bei 60 Grad Celsius entparaffiniert werden. Daraufhin erfolgte eine
Rehydrierung mit absteigender Alkoholreihe und ein Bad in destilliertem Wasser. Im
Dampfgarer wurden bei einem sauren pH-Wert 6 der Objekttrager mit dem Antigen-
Retrieval Citrat Puffer flr die immunhistochemische Farbung vorbereitet. Dieser brach
die in der Formalinfixierung hergestellten Proteinvernetzungen wieder auf. Nach einer
funfminttigen Waschung in Pufferlésung wurden die TMAs in den Autostainer
eingesetzt. Dort fand nach Vorgaben des Herstellers die Farbung mit den 1:250
verdinnten PD-L1-Antikérper statt. AnschlieRend wurde eine Waschung in destilliertem
Wasser und eine Dehydrierung mit aufsteigender Alkoholreihe und Xylol durchgefihrt.
Durch Eindeckeln mittels Entellan wurde die antikérperspezifische Farbung
abgeschlossen.

Die IHC zum Nachweis von p16 erfolgte gréftenteils analog zur der IHC von PD-L1.
Erst wurden die Objekttrager entparaffiniert, anschlielend folgte eine absteigende
Alkoholreihe. Ebenfalls wurde fir die p16-Farbung der vorbereitende Schritt im
Dampfgarer, sowie das Bad in der Pufferlésung durchgeflhrt. Der unterscheidende
Schritt erfolgte mit Anwendung des CINtech ® Histology Kit. Dieser p16 spezifische
Antikérper wurde gemaf der Herstellerangaben im Autostainer angewandt. Die IHC von
p16 endet wie die Farbung von PD-L1 mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und einer
Eindeckelung durch Entellan. Die Methodik orientierte sich an Standards, wie sie in

vielen aktuellen Studien verwendet werden (139).

3.2.8 Auswertung mit der Halo Software

3.2.8.1 Differenzierung des Gewebes

Mit Hilfe der Halo Software (Indica Lab, Albuquerque, USA) wurde das Gewebe, wie
bereits in der Literatur beschrieben, computergesteuert ausgewertet (140). Dazu
wurden drei Gruppen, sogenannte Classifier, (Tumorgewebe, Stroma, Deckglas)
erstellt. Fir die Classifier wurden manuell mehrere Referenzbereiche auf
unterschiedlichen TMAs markiert. Anhand der definierten Areale hat das Programm alle
TMAs ausgewertet. Unscharfe oder Uberlagerte Bereiche wurden manuell markiert und
aus der Analyse ausgeschlossen. Die Auswertung des Halo Programms beinhaltet die
absolute Flache, Flache aufgeteilt in die drei Classifier, gesamte Zellzahl, Anzahl an

Tumorzellen, Anzahl an Stromazellen.
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Abbildung 5: Die Abbildung zeigt die Arbeitsschritte des Halo Programms (Indica Lab,
Albuquerque, USA). Obere Reihe: Darstellung des kompletten Cores. Untere Reihe:
Ausschnitt aus dem Core. Links: PD-L1-Farbung. Mitte: mittels Classifier werden
Stromazellen (griin) und Tumorzellen (rot), sowie der Objekttrager (gelb) angeférbt.
Rechts: Die computergestiitzte Analyse zahlt die beteiligten Zellen anhand der
Zellkerne (dunkelblau) und unterscheidet die gefdrbten Zellen anhand der

Féarbeintensitét (gelb, orange, rot).

3.2.8.2 Auswertung der IHC

Das Halo Programm bestimmte von jeder Zellmembran auf dem zu untersuchenden
Core, ob sie Farbe der Immunhistochemie angenommen hat oder nicht. Daraus erfolgte
eine Einteilung in positive und negative Zellen. Sowohl absolute Zahlen als auch der
prozentuale Anteil wurden errechnet. Daraus ergab sich der TPS (Tumor Proportion
Score). Dieser wird in Prozent angegeben. Er bezieht sich auf den Anteil aller
Tumorzellen, die in ihrer Zellmembran Farbstoff des Antikdrpers angereichert haben.
Fur die weitere Auswertung der PD-L1-Expression wurde der TPS in den Cologne Score
umgerechnet. Dieser wurde von Scheel et al. zur Kategorisierung von PD-L1 beim
NSCLC entwickelt (141). Er ergibt eine semiquantitative Darstellung der prozentualen
Expression. Der Cologne Score unterteilt den TPS in 6 Stufen (0-5). TPS unter 1%
gelten als negativ.
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Negativ

positiv

0

2

3

4

Bereich

0-1

1-5

5-10

10-25

25-50

50-75

in %

Tabelle 6: Cologne Score. Modifiziert nach: Scheel et al. (2016)

Die Software ermdéglichte eine semiquantitative Einschatzung der Farbeintensitat. Es
gab drei Stufen der Positivitat: weak (schwach, 1), medium (mittel, 2) und strong (stark,
3). Die Gruppierung wurde anhand der Voreinstellungen des Halo-Programms
getroffen. Diese Einstellung wurde auf alle vorhandenen Cores angewendet. Die
Auswertung beinhaltete die prozentuale Verteilung der gefarbten Zellen von Stroma und
Tumorgewebe. Aus dieser semiquantitativen Farbung errechnete der Computer den
Histoscore (H-score). Dieser diente als Bewertungsalgorithmus fir IHC-Farbungen. Der
Histoscore berechnet sich anhand der drei ausgegebenen Farbeintensitaten.
Histoscore = 1x % schwach gefarbter Zellen + 2x % mittel gefarbte Zellen + 3x % stark
gefarbter Zellen. Daraus ergeben sich Werte von 0 bis maximal 300 (142). Dieser
Histoscore kann in vier Gruppen unterteilt werden. Bei erreichten Punkten von 0 wird
er als negativ gewertet. 1-100 Punkte stellen einen schwachen, 101-200 eine mittleren

und 201-300 einen hohen Histoscore dar (143).

3.2.9 Auswertung der HPV-Expression

Die Auswertung der HPV-Expression (p16) erfolgte nach der S1-Leitlinie zur
pathologisch-anatomischen Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches (Stand 2017). Nach dieser wurden nur Tumore mit einer Anfarbung von >70%
der Tumorzellen als HPV-positiv gewertet (108). Tumore mit einer ausschlief3lich
schwachen Farbung wurden ebenfalls ausgeschlossen. Dieser Auswertung erfolgte
analog zur der IHC fir PD-L1 mit der Halo Software (s. 3.2.8).

3.2.10 Statistische Methodik

Fur die Verwaltung der Patientendaten wurde die Microsoft Office Word 2016
(Microsoft, Redmond, USA), Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft, Redmond, USA)
IBM SPSS Statistics 23 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Deutschland) verwendet. Die Erstellung der Grafiken erfolgte mit Microsoft Office Word
2016, Microsoft Office PowerPoint 2016 und Software IBM SPSS Statistics 23.

und Software
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Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software IBM SPSS
Statistics 23. Die Interpretation und Einordnung der Daten wurde unterstitzt durch
Herrn MSc Gerrit Toenges, Mitarbeiter am Institut fir Medizinische Biometrie,

Epidemiologie und Informatik (IMBEI), Universitatsmedizin Mainz.

Die Altersstruktur und die PD-L1-Expression wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test
auf Normalverteilung gepruft. Die PD-L1-Expression wurde bei Bedarf fur eine bessere
Vergleichbarkeit anhand von cut-offs und des Medians geteilt. Somit konnte die PD-L1-
Expression als bindres Merkmal in die Auswertung eingebracht werden. Fir die
Auswertung des OS und des rezidivfreien Uberlebens wurden Kaplan-Meier-Analysen
und Cox-Regressionen durchgefiihrt. Fiir die Erfassung der Daten der Uberlebenszeit
wurde der Todesfall als Endpunkt definiert. Fir das DFS wurde das Datum der Diagnose
eines Rezidivs als Ereignis festgelegt. Die gesamte Datenanalyse war rein explorativ
und erfolgte somit ohne Kontrolle des globalen Fehlers erster Art. Dies ist bei der
Interpretation von p-Werten zu beachten. Ein p-Wert von < 0.05 wurde daher nur als

statistisch auffallig/relevant, jedoch nicht als statistisch signifikant bezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

In dieser Studie wurden reprasentative TMAs von 161 Patienten ausgewertet. Das
Geschlechterverhaltnis zeigte mit 99 mannlichen Patienten und 62 weiblichen
Patientinnen ein deutliches Ubergewicht auf Seiten der Manner. Bei der Diagnose war
das Gesamtkollektiv im Mittelwert 64,4 Jahre (Standardabweichung (SD): +10,6) alt.
Das jungste Diagnosealter lag bei 38 Jahren, das héchste war 91. Der Altersschnitt
zwischen Frauen und Mannern unterschied sich nur geringfugig. Die Frauen waren im
Mittel 1,4 Jahre alter (65,3 zu 63,9).

In den Tests nach Kolmogorov-Smirnov (p=0,2) und Shapiro-Wilk (p=0,574) zeigte sich

eine Normalverteilung.
20

Haufigkeit

35 45 95 65 15 85 95

Alter bei Diagnose

Abbildung 6: Dargestellt ist die Altersverteilung bei Diagnosestellung im
Gesamtkollektiv. Die schwarze Kurve stellt die Normalverteilung dar.
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4.2 Tumorentitat

Von den 161 Patienten wurde bei 78 Patienten ein OSCC und 83 ein OPSCC
diagnostiziert.

Die Patienten mit einem OSCC waren bei der Erstdiagnose durchschnittlich 5,2 Jahre
alter als die OPSCC-Patienten. Bei Patienten mit OSCC lag das durchschnittliche
Diagnosealter bei 67,3 (x11,8) Jahren, beim OPSCC war es 61,7 (+8,6) Jahre.

Die Lokalisationen des OSCC wurden in 5 Gruppen unterteilt. Diese waren die
Schleimhaut von Oberkiefer, Unterkiefer, Wange, sowie Zunge und Mundboden. Die
Zunge war mit 22 Fallen (28,2%) am haufigsten betroffen, gefolgt von Mundboden (20
Falle; 25,6%) und Schleimhaut des Unterkiefers (17 Falle; 21,8%) und Oberkiefers (9;
11,5%).

Mit Tonsilla palatina, Zungengrund, weicher Gaumen mit Uvula und distalem
Oropharynx wurden 4 Gruppen fur das OPSCC definiert. Am haufigsten war der
Tumor in der Tonsilla palatina lokalisiert. 33,7% (28 Falle) der OPSCC dieser Studie
waren dort zu finden. Die weiteren Lokalisationen waren weicher Gaumen und Uvula
mit 24 Fallen (28,9%), Zungengrund (19; 22,9%) und distaler Oropharynx (12; 14,5%).

OSCC

OPSCC
Mundboden distaler
M Oberkiefer Oropharynx
M Unterkiefer Weicher
BMwWange M Gaumen &
M Zunge Uvula
Tonsilla

Abbildung 7: Die Lokalisationsverteilung der Tumore innerhalb der beiden
untersuchten Entitdten OSCC und OPSCC.

4.3 Risikoverhalten

Das Risikoverhalten der Patienten wurde bezuglich Alkohol- und Nikotinkonsum
bewertet. Eine genauere Einschatzung des Konsums der Noxen war retrospektiv nicht
moglich. Daher wurde das Verhalten binar mit positiv oder negativ eingeteilt. Im
gesamten Kollektiv waren Risikofaktoren stark vertreten. Es waren 87,0% des
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Kollektivs mit mindestens einem Risikofaktor behaftet. 12,4% (n=20) gaben an, weder
Alkohol zu trinken noch zu Rauchen. In einem Fall lieBen sich keine Informationen
ermitteln. 72,0% der Patienten waren Raucher, 70,8% gaben an, Alkohol zu trinken.
Das mannliche Kollektiv zeigte eine héhere Auspragung der Risikofaktoren. Es fand
sich bei 89,9% der Manner und 82,3% der Frauen mindestens ein Risikofaktor.

Im OPSCC-Kollektiv war das Risikoverhalten starker ausgepragt als im OSCC-Kollektiv
(Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,002). 95,2% der Tumorfalle wiesen eine positive
Risikoanamnese auf. Im OSCC-Kollektiv waren es 78,2%. Der gréfite Unterschied der
Kollektive fand sich im Risikofaktor Rauchen. 83,1% der OPSCC hatten eine positive
Anamnese, bei OSCC waren es 60,3% (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,002).

4.4 TNM-Klassifikation, pathologische Eigenschaften

Fir eine Einschatzung der Malignitdt der Tumore wurde die TNM-Klassifikation
(7.Auflage) angewandt (s. 2.3.2). Die Bewertung von T (TumorgroRRe), N
(Lymphknotenbefall) und M (Fernmetastasen) ergab sich aus den standardisierten
Befunden des Pathologischen Instituts der Universitatsmedizin Mainz. 67,1% der
analysierten Tumore fielen auf die T-Stadien 1 und 2. Der T-Status 2 war mit 37,3% am
haufigsten vertreten. Bei 14,3% der Patienten wurde beim Primartumor das Stadium T4
festgestellt.

oscc OPSCC
T-Status T-Status
BT
g
T3 T3
W14 N4

Abbildung 8: Die beiden Tortendiagramme zeigen die Verteilung der T-Stadien innerhalb
der jeweiligen Entitét.

Insgesamt hatte Uber die Halfte des Kollektivs zum Diagnosezeitpunkt einen
unauffalligen Lymphknotenstatus. 86 der 161 Patienten wurden von der Pathologie als
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NO eingestuft (53,4%). Bei positiven Lymphknotenbefall (N+) war der N Status 2b mit
insgesamt 40,0% der Haufigste.
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Abbildung 9: Die Balkendiagramme zeigen die Verteilung der N-Stadien.

Ein erhohter T-Status ging mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit flr
Lymphknotenmetastasierung einher. Im Stadium T1 waren zwei Drittel der Falle frei von
Lymphknotenmetastasen, im Stadium 2 noch 58,3%, im Stadium 3 43,3% und im T4-
Stadium hatten nur noch 26,1% tumorfreie Lymphknoten. Es zeigte sich ein relevanter
Zusammenhang zwischen N+ -Stadium und T3/T4-Status (Chi-Quadrat nach Pearson:
p=0,001).

Im Vergleich der Tumorentitdten waren bei 60,3% der OSCC die Lymphknoten bei
Diagnose tumorfrei. Beim OPSCC lag diese Quote niedriger, bei 47,0%. Aus
statistischer Sicht betrachtet war der Unterschied zwischen den Entitaten nicht auffallig
(Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,063).

In der Analyse zeigte sich, dass ein positiver Lymphknotenstatus nicht haufiger mit

einem Rezidiv einherging (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,190).
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Der Tumordifferenzierungsgrad G1-4 konnte in 20 Fallen nicht ermittelt werden. Der
Status G2 wurde am haufigsten durch die Pathologie definiert. Er war bei der Halfte der
Patienten (50,3%) vorhanden. Bei insgesamt 7 Patienten lag ein high-grade G4 Tumor

Vvor.
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Abbildung 10: Das Balkendiagramm zeigt die Verteilung des Gradings (G1-4) aufgeteilt
nach den Entitdten anhand der Anzahl der Félle. Die 20 fehlenden Werte fiir das

Grading wurden in der Grafik nicht beriicksichtigt.

4.5 Resektionsstatus

Nach den Angaben der Pathologie wurde in knapp zwei Drittel der Falle (65,8%) eine
RO-Resektion erreicht. 44 Falle wurden als R1 definiert (27,3%). Bei 11 Fallen wurde
keine konkrete Aussage zum Resektionsstatus in der Patientenakte hinterlegt.

Es zeigte sich in der statistischen Analyse kein vermehrtes Auftreten von R1-Status bei
fortgeschrittenem Tumorwachstum. Weder ein hoher T-Status noch eine bestehende
Lymphknotenmetastasierung zeigten einen Zusammenhang mit einer inkompletten
Tumorresektion (Chi-Quadrat nach Pearson: T-Status: p=0,545; N-Status: p=0,832).
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Eine Haufung von Rezidiven bei R1-Patienten wurde nicht festgestellt. 15,8% der R1-
Patienten und 20,5% der RO-Patienten erlitten im Beobachtungszeitraum eine
Wiederkehr des Tumors (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,405).

Innerhalb des Kollektivs der OPSCC Patienten fanden die Pathologen deutlich haufiger
einen R1-Status als bei den Fallen von OSCC. Mit 38,9% lag diese Quote 18,4% uber
der Quote der oralen Tumore (20,5% mit R1-Status). Dieser Unterschied stellte sich in

der statistischen Analyse als relevant dar (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,011).

4.6 HPV

Von den 161 Fallen waren 37 (23%) HPV-positiv. 24,2% der Manner waren HPV-positiv
und 21% der Frauen (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,390). Ein Zusammenhang von
HPV-Infektion und Lebensalter wurde nicht festgestellt (Chi-Quadrat nach Pearson:
p=0,381).

Es waren mehr oropharyngeale Karzinome p16-positiv. Insgesamt waren 28,9% der
OPSCC HPV-positiv gegentber 16,7% der OSCC. Diese Beobachtung war statistisch
relevant (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,048).

Innerhalb der OPSCC erwies sich die Tonsilla palatina als haufigste Lokalisation von
HPV-positiven Tumoren. In 50% (14 von 28) der dort befindlichen Tumore wurde p16
nachgewiesen. Damit zeigte sich eine deutliche Abgrenzung gegenuber den anderen
Lokalisationen des OPSCC (Chi-Quadrat nach Pearson: p=0,012). Bei den OSCC war
mit 33,3% der Falle der prozentuale Anteil an p16-positiven Tumoren bei der
Schleimhaut des Oberkiefers am hochsten. Die Auspragung innerhalb der oralen
Tumore zeigte keine statistisch relevanten Unterschiede (Chi-Quadrat nach Pearson:
p=0,269).

4.7 PD-L1-Expression

Fir die quantitative und qualitative Auswertung der PD-L1-Expression der Tumore
wurden TPS, CPS und Histoscore erhoben.

Bei der Analyse mittels TPS zeigte von allen oralen Plattenepithelkarzinomen kein
Tumor gar keine PD-L1-Expression. Der niedrigste Prozentwert flir den Anteil an
gefarbten Tumorzellen beim OSCC betrug 0,31%. Im Schnitt betrug der TPS 43,6%,
der Median lag bei 41,9%. Ein Fall des OPSCC zeigte keine angefarbten Tumorzellen.
Der hoéchste Wert lag bei 98,88%. Die statistischen Tests nach Kolmogorov-Smirnov
(p= 0,0) und Shapiro-Wilk (p=0,00) belegten, dass die PD-L1-Expression im Kollektiv

nicht normalverteilt war.
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Abbildung 11: Das Balkendiagramm zeigt die PD-L1-Expression bei Betrachtung des

gesamten Kollektivs. Aufgetragen ist die Anzahl der Félle (y-Achse) fiir den jeweiligen
Bereich des TPS (x-Achse).

Der CPS hatte eine Bandbreite von 0,5 als niedrigsten Wert bis zum definierten oberen
Wert von maximal 100. Der Mittelwert fur das Gesamtkollektiv lag bei 63,35. Anhand
der Tests nach Kolmogorov-Smirnov (p= 0,0) und Shapiro-Wilk (p=0,00) konnte gezeigt
werden, dass fur den CPS keine Normalverteilung vorlag.

Der mittels Software errechnete Histoscore hatte eine Spannweite von minimal 0,2 und
249,76 in maximaler Auspragung. Der Mittelwert flir den Histoscore lag bei 52,9, der
Median bei 43,4. Der Histoscore zeigte innerhalb des Kollektivs keine Normalverteilung

(Kolmogorov-Smirnov-Test p:0,000).

Es zeigte sich keine Assoziation zwischen Geschlechterverteilung und PD-L1-
Expression. Der TPS lag im Mittel bei 39,2% fir Frauen und bei 46,3% bei Mannern.
Der CPS ergab fur die Manner (83,91) einen héheren Wert als fir die Frauen (76,35).
Der Histoscore war durchschnittlich beim weiblichen Kollektiv um 1,6 héher (52,3 vs.
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53,9). Die Unterschiede waren statistisch nicht relevant (Mann-Whitney-U-Test: TPS:
p=0,119; CPS: p=0,317; Histoscore: p=0,607). Zur Analyse des Alters wurde die Grenze
von 65 Jahren verwendet und das Kollektiv in zwei Gruppen unterteilt. Der Mittelwert
fur den TPS fir Patienten, die bei Diagnosestellung jinger als 65 Jahre waren bei
43,6%, fur das altere Kollektiv bei 43,5% (p=0,995). Auch fir den CPS waren die
Unterschiede marginal (<65 Jahre: 81,68, >65 Jahre: 80,14, p=0,835). Der Histoscore
war bei den Jiingeren im Mittel 47,8 und bei den Alteren 59,3. Der Mann-Whitney-U-
Test zeigte auch hier keinen statistisch relevanten Zusammenhang von PD-L1 und der
Altersstruktur (p=0,233).

Es konnte kein Einfluss des Risikoverhaltens auf die PD-L1-Expression nachgewiesen
werden. Sowohl unter Betrachtung beider Risikofaktoren (Mann-Whitney-U-Test: TPS:
p=0,543; CPS: p=0,726; Histoscore: p=0,377) als auch einzeln zeigte sich weder fir
Rauchen (Mann-Whitney-U-Test: TPS: p=0,660; CPS: p=0,538; Histoscore: p=0,314)
noch far Alkoholkonsum ein Zusammenhang mit PD-L1 (Mann-Whitney-U-Test: TPS:
p=0,723; CPS=0,512; Histoscore: p=0,729).

Im Vergleich der Entitaten wies das OSCC eine héhere PD-L1-Expression auf. Der
Mittelwert lag bei 47,8% positiven Tumorzellen und damit 8,2% hdher als beim
OPSCC (39,6%). In der Analyse durch den Mann-Whitney-U-Test zeigte sich kein

statistisch relevanter Unterschied fur den TPS zwischen den Entitaten (p=0,159).
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Abbildung 13: Die Boxplots zeigen die Verteilung des TPS im Vergleich der Entitdten
OSCC und OPSCC.

Bei Teilung der Kollektive anhand des Medians der PD-L1-Expression (41,9%) lagen
55,6% des OSCC-Kollektivs und 44,4% des OPSCC-Kollektivs oberhalb des Medians.
Die Statistik ergab einen relevanten Unterschied zwischen den beiden Entitaten (Chi-
Quadrat nach Pearson: p=0,048). Ein ahnliches Bild ergab sich, wenn man das Kollektiv
in zwei Gruppen anhand eines 50% cut-offs der PD-L1-Expression einteilt. Die Halfte
der OSCC Falle lagen uber der 50%-Grenze, 37,3% der OPSCC Falle. Dieser sichtbare
Unterschied zeigte keine statistische Auffalligkeit (Chi-Quadrat nach Pearson:
p=0,072).

Bei Betrachtung des CPS zeigte sich ein um rund 8 Punkte héherer Wert bei den
Patienten mit OSCC (70,75) gegenliber denen mit einem OPSCC (62,39). Dieser
Unterschied wies keine statistische Relevanz auf (Mann-Whitney-U-Test: p=0,078).

Bei der qualitativen Auswertung der PD-L1-Expression zeigte sich eine intensivere

Farbung des OSCC gegeniuber dem OPSCC. Der Mittelwert fur starke Farbung lag bei
5,5% bei OSCC und 1,1% beim OPSCC, was sich ahnlich fir die mittelstarke Farbung
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zeigte (14,9% vs. 5,0%). Beide Unterschiede erwiesen sich als statistisch relevant
(Mann-Whitney-U-Test: starke Farbung: p=0,000; mittelstarke Farbung p=0,000).

Dieser Unterschied der Farbeintensitat zeigte sich im Histoscore. Der Mittelwert des
OSCC lag bei 65,4. Das OPSCC-Kollektiv wies einen Mittelwert von 41,2 vor. Im
Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test lag ein statistisch relevanter Unterschied

zwischen den Entitaten (p=0,003) vor.
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Abbildung 14: Die Boxplots zeigen die Verteilung des Histoscores im Vergleich der
Entitaten OSCC und OPSCC.

Fur die genaue Lokalisation der Tumore konnte beim OSCC kein eindeutiger
Zusammenhang mit der PD-L1-Expression beobachtet werden.

Beim OPSCC zeigte sich, dass an der Tonsilla palatina eine vermehrte Expression von
PD-L1 vorkommt. Im Vergleich von Tonsilla palatina mit den Ubrigen OPSCC-
Lokalisationen zeigte sich eine vermehrte PD-L1-Expression in den Tonsillen. 57,1%
der OPSCC an der Tonsilla palatina lagen oberhalb des PD-L1-Expressionsmedians
von 41,9%. Fur die anderen Lokalisationen waren es 36,4% oberhalb des Medians. In

der statistischen Analyse war dies nicht als relevanter Unterschied nachweisbar (Chi-
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Quadrat nach Pearson: p=0,060). Die gleiche Beobachtung konnte fur den CPS getatigt
werden. 57,1% der PECA in den Tonsillen lagen Oberhalb des Medians (82,07) fur den
CPS. Damit war der Anteil innerhalb der OPSCC ebenfalls am hdéchsten. Dieser
Unterschied zeigte in der statistischen Analyse keine eindeutige Relevanz (Chi-Quadrat

nach Pearson: p=0,084).

Sowohl der Mittelwert fir den TPS als auch der Histoscore lag in der Gruppe mit dem
T-Status T1 und T2 leicht héher (TPS: 44,5%; CPS: 83,36; Histoscore: 54,4) als bei den
fortgeschritteneren Tumorstadien T3 und T4 (TPS: 41,7%; CPS: 76,19; Histoscore:
49,9). Im Mann-Whitney-U-Test waren die Differenzen statistisch nicht relevant (TPS:
p=0,483; CPS: p=0,359; Histoscore: p=0,429). Bei Betrachtung der PD-L1-Expression
unter Aufteilung nach Medianen fir TPS und CPS, sowie Aufteilung des Kollektivs nach
T-Status (1/2 vs. 3/4), zeigte sich kein Zusammenhang zwischen Tumorstatus und PD-
L1-Expression (Chi-Quadrat nach Pearson: TPS: p=0,348; CPS: p=0,348). Bei der
Einteilung des Kollektivs in PD-L1-Expression mittels cut-off fur den TPS von 50%
konnten die statistischen Tests keinen Zusammenhang nachweisen (Chi-Quadrat nach
Pearson: p=0,562).

Die PD-L1-Expression lag bei Patienten ohne Lymphknotenbefall im Mittel gut 5
Prozentpunkte (46,2% vs. 40,5%) hoher als bei Patienten mit einem N+-Status. Der
CPS war bei den Tumorfallen ohne Lymphknotenbefall ebenfalls etwas héher als bei
Fallen mit Tumornachweis in den Lymphknoten (82,80 vs. 78,93). Demgegenuber stand
ein hdherer Mittelwert beim Histoscore fir Patienten mit infiltrierten Lymphknoten
gegenuber den gesunden Lymphknoten (N+: 54,3; NO: 51,7). Weder fur den Mittelwert
des TPS noch fur den Histoscore konnten die Unterschiede statistisch belegt werden
(Mann-Whitney-U-Test, TPS: p=0,382; CPS: p=0,599; Histoscore: p=0,635).

Bei Betrachtung von PD-L1 und dem Resektionsstatus konnten keine Zusammenhange
ausfindig gemacht werden. Bei der statistischen Analyse der PD-L1-Expression der
Tumorzellen in Relation zum R-Status wurde keine Abhangigkeit beobachtet, ebenso
bei Betrachtung des Expressionsmedians (Mann-Whitney-U, TPS: p=0,440; CPS:
p=0,243; Histoscore: p=0,283).

Bei der Analyse der PD-L1-Expression im Zusammenhang mit einer HPV-Infektion
wurde der TPS zwischen p16+ und p16- Patienten verglichen. Die Mittelwerte fur den
TPS lagen fur p16-negative Patienten bei 43,9% und bei 42,3% fir p16-positive
Patienten (Mann-Whitney-U, p=0,844). In der Analyse des CPS ergaben sich héhere
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Werte flr Patienten mit einem positiven p16-Status. Fir p16-negative Falle lag der CPS
rund 9 Punkte niedriger (p16-: 78,94; p16+: 87,89). Dieser Unterschied zeigte keine
statistische Relevanz (Mann-Whitney-U, p=0,306). Der Histoscore (p16+: 61,4; p16-:
50,4) wies ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang von p16-Positivitdt und PD-
L1 vor (Mann-Whitney-U, p=0,319).

4.8 Uberleben

Von den 161 Patienten dieser Studie waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung 87
Patienten verstorben. Das OS lag bei 54,0%. Bis zum Zeitpunkt der Datenauswertung
hatten 27 der 161 (16,8%) einbezogenen Patienten ein Rezidiv.

Das DFS des Kollektivs betrug 38,5%. Der mittlere Beobachtungszeitraum war 45,6

Monate.

In der Analyse zeigte sich, dass das Alter einen statistisch relevanten Einfluss auf das
OS hatte (Log-Rank: p=0,006). Patienten, die zum Zeitpunkt der Diagnose alter als 65
Jahre waren, hatten ein rund 75% hoheres Risiko zu versterben (Hazard ratio = 1,755).
Bei der Analyse des DFS zeigte sich kein statistisch relevanter Einfluss durch das Alter.
Wahrend die juingere Halfte des Kollektivs durchschnittlich ein DFS von 67,8 Monaten

vorwies, galt fur den alteren Teil ein Mittel von 49,2 Monaten (Log-Rank: p=0,104).
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Abbildung 15: Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt das Uberleben der zwei Altersgruppen mit

Patienten (iber/unter 65 Jahren bei Diagnosestellung.

Im Vergleich zwischen Patientinnen und Patienten zeigte sich, dass die Manner im
Schnitt friher verstarben. Das OS fir sie lag bei durchschnittlich bei 64 Monaten. Fir
Frauen lag der Mittelwert des OS bei 99,2 Monaten. Der Unterschied war statistisch
nicht relevant (Log Rank: p=0,091). Fir das DFS lag der Durchschnitt bei 56,2 Monaten
fur die Manner und 70,8 Monaten fur die Frauen. Dieser Unterschied zeigte keine

statistische Relevanz (Log Rank: p=0,149).

Die Uberlebensrate lag fir das OSCC hoéher als fiir das OPSCC (OPSCC: 48,7%;
OSCC: 59,0%). Dieser Unterschied war statistisch nicht relevant (Log-Rank-Test:
p=0,448). In der multivariaten Analyse zeigte sich die Entitat nicht als Einfluss auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit (p=0,458).
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurve des Kollektivs aufgeteilt nach Entitat in OSCC (blau)
und OPSCC (rot). X-Achse: Follow-up in Monaten, Y-Achse: Survival in %.
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Zwei Drittel (66,3%) der OPSCC Patienten zeigten ein Ereignis (Rezidiv und/oder Tod)
im beobachteten Zeitraum. Das gleiche galt fir 56,4% der OSCC Patienten. Ein
relevanter Unterschied zwischen den Entitaten konnte nicht detektiert werden (Log-
Rank p=0,131).

Im Rahmen der OSCC hatten die Tumore der Zunge im Mittel das langste OS (66,5
Monate). Patienten, bei denen das PECA in der Wange lokalisiert war, starben im
Schnitt am frihsten (OS: 27,9 Monate). Die genaue Lokalisation hatte keinen statistisch
relevanten Einfluss auf das (0K (Log-Rank: p=0,836).
Bei den oropharyngealen PECA hatten Patienten mit einem Tonsillenkarzinom das
durchschnittlich langste OS (105,7 Monate), gefolgt von Tumoren des weichen
Gaumens und der Uvula (74,1 Monate). Tumore im distalen Oropharynx hatten den
geringsten Mittelwert fir das OS (48 Monate). Diese sichtbaren Unterschiede wiesen

keine statistische Relevanz vor (Log-Rank p=0,217).

Im Vergleich von OSCC und OPSCC zeigten sich unterschiedliche Einflussfaktoren fir
das Uberleben der Patienten. In der nach Entitaten getrennten multivariaten Analyse
wurde deutlich, dass Alter und T-Status ausschlieRRlich im Kollektiv der oralen Tumoren
einen statistisch relevanten Einfluss auf das OS austben. Patienten mit einem OSCC,
die bei Diagnose Uber 65 Jahre alt waren, hatten ein deutlich héheres Risiko zu
versterben (HR=3,200, p=0,002). OSCC mit einem T-Status von |Il oder IV hatten ein
rund 2,1-fach erhdhtes Risiko (HR=2,054, p=0,043). Fir OPSCC trafen diese beiden
Aspekte nicht zu. Das hdhere Alter erhdhte fir die oropharyngealen PECA das Risiko
um ca. 20% (HR=1,197, p=0,344). Der T-Status zeigte fir OPSCC keinen statistisch
relevanten Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Patienten mit einem T-Status
[l oder IV hatten ein ca. 8,3% hoheres Risiko zu versterben (HR=1,083, p=0,810).

In der multivariaten Analyse stellten sich Risikofaktoren nicht als statistisch relevanter
Einfluss auf das OS und DFS dar (Cox-Regression: OS: p=0,666; DFS: p=0,335). Im
Log-Rank-Test mit Kaplan-Meier konnte fur das OS weder fur den Faktor ,Rauchen®
(p=0,873) noch fir den Faktor ,Alkohol* (p=0,334) ein relevanter Einfluss detektiert
werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich beim DFS (Log-Rank: Rauchen p=0,614;
Alkohol p=0,792).

Fur die Entitaten einzeln betrachtet konnte kein Einfluss des Risikoverhaltens auf das
OS (Log-Rank: OSCC+Risikofaktor p=0,286; OPSCC+Risikofaktor p=0,323) und DFS
(Log-Rank: OSCC+Risikofaktor p=0,279; OPSCC+Risikofaktor p=0,690) detektiert

werden.
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In der Analyse mittels Cox-Regression =zeigte der T-Status keinen statistisch
eindeutigen Einfluss auf das OS (p=0,086).

Das durchschnittliche Uberleben lag laut Kaplan-Meier-Analyse bei Patienten aus
Gruppe 1 (T-Status | und Il) im Mittel bei 93,9 Monaten, aus Tumorgruppe 2 (T-Status
1l und IV) im Mittel bei 54,7 Monaten. Dieser Unterschied durch den T-Status zeigte
einen statistisch eindeutigen Einfluss auf das OS (Log Rank: p=0,018) und DFS (Log
Rank: p=0,047).
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Abbildung 17: Die Grafik zeigt vergleichend die Uberlebenskurve fiir den T-Status,
zusammengefasst in zwei Gruppen: Gruppe 1 (T1/T2: violett) und Gruppe 2 (T3/T4:

grin).
Bei Betrachtung des Lymphknotenstatus zeigte sich keine eindeutige statistische

Relevanz im Einfluss auf das OS (Log-Rank: p=0,294). In der multivariaten Analyse

bestatigte sich diese Beobachtung (p=0,579).
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Abbildung 18: Die Grafik zeigt vergleichend die Uberlebenskurve fiir den N-Status,

zusammengefasst in zwei Gruppen: NO und N+.

Der Kaplan-Meier-Schatzer fur das OS lag mit 74 Monaten fur ein gut differenziertes
Tumorgrading (G1,2) deutlich Uber den 29 Monaten fir Tumore mit schlechter
Differenzierung (G3,4). Die statistische Analyse zeigte, dass der Differenzierungsgrad
der Tumore keinen relevanten Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit hatte
(Log-Rank: OS: p=0,836; DFS: p=0,517).

Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte ein statistisch relevant besseres OS fur das RO
Kollektiv (Log-Rank: p=0,024). Das OS lag fur Patienten mit einer RO Resektion bei
55,7%, fur Patienten mit einer R1 Resektion bei 31,8%. Je langer das Follow-up, desto
deutlicher zeigte sich ein Unterschied im OS. Der Unterschied von RO und R1 bezogen

auf das DFS war statistisch nicht nachweisbar (Log-Rank: p=0,070).
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Abbildung 19: Die Grafik zeigt vergleichend die Uberlebenskurve fiir den

Resektionsstatus R.

Fur das OS zeigte sich, dass p16-positive Patienten im Schnitt langer leben als p16-
negative Patienten. 57,3% der negativ getesteten Patienten verstarben im
beobachteten Zeitraum, demgegenuber starben 43,2% der positiv getesteten. Dieser
sichtbare Unterschied war statistisch nicht nachweisbar (Log-Rank: p=0,055). In der
Cox-Regression war der Einfluss von HPV auf das Uberleben nicht statistisch
nachweisbar (p=0,081). Fir die OPSCC hatte die Infektion mit HPV einen statistisch
auffalligen Einfluss auf das Uberleben. Das Risiko am Tumor in der beobachteten Zeit
zu versterben war fast 60% geringer als bei Patienten ohne HPV-Infektion (HR=0,404,
p=0,024). Bei der multivariaten Analyse unter Betrachtung des DFS zeigten sich keine

statistisch eindeutigen Einflusse.
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Abbildung 20: Die Grafik zeigt die Uberlebenskurve fiir p16+ und p16- im Vergleich.

Die Analyse der PD-L1-Expression zeigte keinen Einfluss auf das Uberleben.

Bei Teilung des Kollektivs anhand eines cut-offs von 250% PD-L1-Expression lag die
Gruppe mit der héheren PD-L1-Expression bei einem OS von 52,9%, die niedrigere
Gruppe bei 40,7%. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich beim DFS: 34,9% bei der
niedrigeren PD-L1-Expression, 39,8% bei der hoheren Expression. Die Unterschiede
waren statistisch nicht relevant (Log-Rank-Test: OS: p=0,191; DFS: p=0,193).
Ahnliche Ergebnisse gab es fiir andere cut-offs. Bei einer Grenze von 25% fiir PD-L1-
Positivitat lag fur die PD-L1-negativen Patienten das OS bei 50,0% und die PD-L1-
positiven bei 45,1% (Log-Rank-Test: p=0,511). Fir den cut-off 210% lag fir die PD-L1-
positiven Falle das OS bei 45,8%, fur die PD-L1-negativen Falle bei 46,5% (Log-Rank-
Test: OS: p=0,729).
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Abbildung 21: Die Grafik zeigt vergleichend die Uberlebenskurve fiir die PD-L1-

Expression. Die Gruppen sind aufgeteilt anhand der Expression unterhalb des Medians

(42,7% geféarbte Tumorzellen) und oberhalb des Medians.

Die multivariate Analyse zeigte ebenfalls, dass PD-L1 keinen unabhangigen
Einflussfaktor flir das OS darstellt (p=0,376). Auch fur das DFS stellte PD-L1 keinen
unabhangigen Einflussfaktor dar (Cox-Regression: p=0,368).

Diese Tendenz zeigte sich auch in der semiquantitativen Analyse des Histoscore. Teilte
man das Kollektiv beim Median des Histoscore (Wert = 43,44) zeigte sich kein Einfluss
auf das OS und DFS (Log-Rank: OS: p=0,357; DFS: p=0,180). Das gleiche zeigte sich
bei der Auswertung des CPS (Log-Rank: OS: p= 0,186; DFS: p= 0,189).
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5 Diskussion

Die medizinischen Fortschritte und verbesserten Lebensumstdnde haben zu einer
deutlichen Erhéhung der Lebenserwartung der Weltbevdlkerung gefiuhrt (144). Durch
Anpassung des Lebensstils, durch Impfungen und frihzeitige Diagnostik lassen sich
viele Erkrankungen vermeiden, die friher lebenslimitierend wirkten. Doch je alter die
Menschen werden, desto héher wird die Wahrscheinlichkeit eine Krebserkrankung zu
erleiden (145). Somit sieht sich die Medizin einer jahrlich wachsenden Zahl
behandlungsbedirftiger Tumore gegenuber (3). In den letzten Jahrzehnten wurde das
Verstandnis der Krebsentstehung immer klarer und detailreicher. Besonders auf
molekularer Ebene wurden Entdeckungen getatigt, die verstehen lassen, weshalb sich
Tumorzellen erfolgreich gegen das menschliche Immunsystem behaupten kénnen. Die
wegweisende Arbeit von Hanahan und Weinberg hat die Weichen fir die neuen Pfade
in der Tumortherapie gestellt (33). Deren Erkenntnisse ermdglichten den
Paradigmenwandel, der in letzter Zeit in der Tumortherapie zu beobachten ist (146).
Es wurden innerhalb kurzer Zeit diverse Therapeutika gegen Oberflachenmolekiile,
Check-Point-Proteine, Zytokine und viele andere Zielstrukturen entwickelt. Die
Behandlungsoptionen gehen weg von den gangigen Chemotherapeutika hin zu einem
individuelleren, auf einzelne Patienten zugeschnittenen Therapiekonzept (147). Es
konnten in Folge solcher Studien bereits einige antikérperbasierte Therapieschemata
etabliert werden. Durch die Erfolge in der Tumortherapie mit PD-1- und PD-L1-
Antikdrpern, in erster Linie beim NSCLC, rickte dieser Angriffspunkt in den Fokus. Fir
die Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches dauert diese Entwicklung noch
an. Man hofft, mit neuen Therapieansatzen die unbefriedigende 5-JUR von ca. 50%
steigern zu kénnen (148).

Die Rolle von PD-L1 fur das Outcome der Patienten mit OPSCC oder OSCC wird in
aktuellen Studien diskutiert. Um gezielt wissenschaftliche Fortschritte tatigen zu
kdnnen, muss eine einheitliche Sprache in der Forschung gefunden werden. Was ist
die Definition von PD-L1-Positivitat? Welchen Einfluss hat die Wahl des Antikérpers auf

das Ergebnis? Diese Fragen ihm Rahmen dieser Arbeit diskutiert.

5.1 Das Kollektiv

Die im Vorfeld der Studie durchgeflihrte Schatzung der Fallzahl ergab, dass eine
Kollektivgréofie von 150-200 zielfiihrend und praktikabel ist. Gleichzeitig wurde in dieser
Studie mit 78 OSCC Patienten und 83 OPSCC ein ausgewogenes Verhaltnis der beiden

Entitaten far eine hohe Vergleichbarkeit gewahrleistet. Da es sich um eine retrospektive
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Arbeit handelt, gab es keinen personlichen Patientenkontakt. Somit liel3 sich aus den
Patientenakten keine quantitative Aussage zum Risikoverhalten treffen. Deshalb
wurden Alkohol- und Tabakkonsum lediglich als bindre Merkmale ausgewertet. Es war
keine weitere Differenzierung maoglich.

Fir einen Grolteil der Patienten stellt die Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms im
Kopf-Hals-Bereich eine deutliche Verkirzung der Lebenszeit dar. Im Kollektiv dieser
Studie uberlebten im Schnitt 78,9% der Patienten das erste Jahr nach
Diagnosestellung. Nach zwei Jahren lebten noch 59,8% und nach § Jahren 50,6%.
Damit waren die Ergebnisse kongruent zu den durchschnittlichen Uberlebensdaten
diverser Studien (9, 108).

Die Daten des Deutschen Zentrums fur Krebsregisterdaten gaben fur Tumore der
Mundhéhle und des Rachens (C00-C14) detaillierte Uberlebensraten fir die Jahre
2015-2016 an. Die Frauen lagen bei einer 1-JUR von 81%, 2-JUR von 71%, 3-JUR von
65% und 5-JUR von 56%. Die Manner lagen bei allen Zahlen tiefer. Sie weisen eine 1-
JUR von 74%, 2-JUR von 60%, 3-JUR von 54% und 5-JUR von 42% vor. Die Zahlen
der vorliegenden Studie fir die Patientinnen lagen sehr nahe an den Daten aus dem
Krebsregister. Daraus lasst sich ableiten, dass diese Studie das Gesamtkollektiv der
Tumorpatienten gut reprasentiert.

Insgesamt lag das OS im untersuchten Kollektiv leicht GUber dem Durchschnitt des
Krebsregisters. 54,0% der Patienten dieser Studie lebten nach 5 Jahren noch, wahrend
es im Bundesschnitt lediglich 42% waren. Fur diesen Unterschied gilt es mehrere
Punkte in Betracht zu ziehen. Zum einen wurden im Rahmen dieser Studie Patienten
mit einem bereits metastasierten PECA ausgeschlossen. Patienten mit einer
nachgewiesenen Fernmetastasierung haben eine deutlich schlechtere Prognose und
ein stark vermindertes OS (11).

Ein weiterer Grund fir die besseren Uberlebenszeiten im Kollektiv dieser Studie kann
die Behandlung und Nachsorge in einem Zentrum fir Kopf-Hals-Tumore, wie es die
Universitatsmedizin Mainz darstellt, sein. Durch die Zertifizierung der Deutschen
Krebsgesellschaft wird ein hoher Standard in Diagnostik, Behandlung und Nachsorge
bestatigt. Bundesweit werden nicht séamtliche Patienten mit einem Kopf-Hals-Karzinom
in einem zertifizierten Zentrum behandelt und erfasst. Dadurch kann es zu verzdgerter
Diagnostik und Therapie kommen, welche einen negativen Einfluss auf die Lebenszeit

ausuben kann.
Die Verteilung der Geschlechter gestaltet sich in der gesamten Studienlandschaft

weitestgehend ahnlich. In den Studien sind mehr mannliche Patienten vom OSCC und
OPSCC betroffen. In dieser Studie lag mit 61,5% auf Seiten der Manner ebenfalls ein
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Ungleichgewicht vor. In der Studie von Zhang et al. mit 510 Patienten nahmen die
Manner 74% der Falle ein, bei der Keynote 012 Studie von Seiwert et al. machten
Manner 84% (149), bei Kim et al. 90% des Kollektivs aus (150). Nach Daten der IARC
(International Agency for research on cancer) liegt weltweit das Verhaltnis von Frau und
Mann auf Seiten der Manner. Im World Cancer Report 2020 wird ein Verhaltnis von 2:1
fur orale Tumore und 5:1 fur pharyngeale (ausgenommen Nasopharynx) Tumore
berichtet (3). In dieser Studie war der Anteil der Manner ebenfalls héher bei den
oropharyngealen Tumoren (57,7% beim OSCC vs. 65,1% beim OPSCC). Jedoch war
innerhalb dieser Studie der Unterschied nicht so deutlich, wie es sich im weltweiten
Vergleich darstellt. Erklarbar ist dies durch ein dhnlicheres Risikoverhalten von Mann
und Frau im analysierten Kollektivim Gegensatz zum weltweiten Vergleich (4, 58).
Insgesamt lag im Patientenkollektiv der Konsum von tumorférdernden Substanzen
deutlich Uber dem Bundesschnitt. In dieser Studie waren 72,0% positiv fur eine
Nikotinanamnese. Demgegenuber waren nach Mikrozensus 2017 in Rheinland-Pfalz
78,2% der Personen Nichtraucher (151). Dass Manner ein hdheres Risikoverhalten
haben, wurde auch in dieser Studie deutlich. Nur 10,1% der eingeschlossenen Manner
gaben an weder zu rauchen noch Alkohol zu trinken. Bei den Frauen waren es 17,7%.
Durch eine Kumulation tumorférdernder Noxen lasst sich das frihere und vermehrte
Auftreten der Tumore bei Mannern begrinden. Insgesamt erkranken Manner in
Deutschland 3 Jahre friher als Frauen an einem Tumor im Mund-Rachen-Bereich (4).
Laut Deutschem Krebsregister zeigt sich ein relevanter Anstieg an Kopf-Hals-Tumoren
bei Frauen erst ab dem 50. Lebensjahr. Bei den Mannern hingegen lasst sich bereits
ab dem 40. Lebensjahr ein deutlicher Anstieg der Inzidenz beobachten. Das Maximum
findet sich in der Gruppe der 60- bis 64-Jahrigen. Dort lag die Inzidenzrate bei 42,6
Falle pro 100.00 Einwohner (152).

Das mittlere Alter zum Diagnosezeitpunkt war in dieser Studie 64,4 Jahre. Dies ist
vergleichbar mit den Ergebnissen des Robert-Koch-Instituts, welches die hdchste

Inzidenz in der Altersgruppe 60-64 Jahre beobachtet (152).

Die Analyse des Kollektivs zeigte ein ungewdhnliches Ubergewicht von friihen
Tumorstadien. In vielen Fallen haben die Patienten in den frihen Phasen der
Krebserkrankung keine Beschwerden und die Tumore bleiben lange Zeit unentdeckt.
Regelhaft werden zwei Drittel der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs in
T-Stadium III/IV erstmalig entdeckt (96). In der vorliegenden Arbeit befanden sich zwei
Drittel (67,1%) der detektierten Metaplasien im T-Stadium | oder Il. Diese Beobachtung
kann durch den Ausschluss von Patienten mit vorliegenden Fernmetastasen

mitbegrindet werden. Studien haben gezeigt, dass besonders bei fortgeschrittenen
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Tumoren mit héherem T-Stadium Fernmetastasen zu finden sind (153). Dieser Faktor
kénnte ebenfalls dazu beitragen, dass innerhalb dieser Studie das OS im Vergleich zu
den Daten des Krebsregisters héher lag (101).

Im Rahmen dieser Studie konnte kein statistisch relevanter Einfluss von
tumorbefallenen Lymphknoten auf das OS nachgewiesen werden. Ursachlich fir diese
unterschiedlichen Ergebnisse kann der hohe Anteil an frih entdeckten Tumoren im
Rahmen dieser Studie sein. Daher ist moglicherweise in vielen Fallen kein
Lymphknotenbefall vorliegend oder nachweisbar (tumorfreie Lymphknoten in 53,4% der
Falle). Andere Studien zeigten deutlich haufiger bereits vorliegende
Lymphknotenmetastasen. So wiesen bei Muller et al. bereits 62,2% der Tumore einen
Lymphknotenbefall vor (154). Bei Balermpas et al. waren 77% im N-Status 2 oder 3
(155). Eine weitere Ursache konnte das gesamte Metastasierungsverhalten der Tumore
sein. Durch das Studiendesign war der Ausschluss von Patienten mit einem M1-Status
festgelegt und viele weit fortgeschrittene Tumore wurden ausgeschlossen, die
mutmalilich den Anteil der N+-Tumore erhdht hatten. In der Studie von Chen et al.
wurden ebenfalls nur MO-Patienten eingeschlossen. Mit 46,2% NO-Status im Kollektiv
liegen die Werte ahnlich zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie. Ebenfalls
wurde in der Studie kein unmittelbarer Einfluss von einem positiven Lymphknotenstatus
auf das OS gesehen. Allerdings ermittelten Chen et al. einen Quotienten aus positiven
Lymphknoten von allen entfernten Lymphknoten. Dieser Quotient ging bei hohen

Werten mit einer statistisch schlechteren Prognose fir das OS einher (149).

Der Einfluss des Tumorgradings auf OS und DFS ist Diskussionsgegenstand in der
Wissenschaft. Die S3-Leitlinie zum Mundhdhlenkarzinom formuliert einen schlechteren
Differenzierungsgrad als definitiv prognostisch negativen Faktor (13). Dem gegeniber
spricht die S3-Leitlinie zum Larynxkarzinom dem Tumorgrading eine geringe, nicht
sicher belegte, Einflussnahme auf das DFS und OS der Patienten zu (156). In der Arbeit
von Janecka-Widla et al. konnte fir das OPSCC ein statisch besseres DFS bei besser
differenzierten Karzinomen beobachtet werden. Fir das OS konnte dies nicht gezeigt
werden (157). Im Rahmen der vorliegenden Studie stellte das Tumorgrading keinen
signifikanten Faktor fir ein verringertes OS oder DFS dar. In der Studie von Oliveira-
Costa, die sich mit PD-L1-Expression bei OSCC befasst, konnte ebenfalls kein
statistisch relevanter Unterschied von schlecht differenziertem zu gut differenziertem
Tumorgewebe auf das Uberleben gefunden werden (158). Demgegeniiber existieren
mehrere Studien, die einen eindeutigen Einfluss des Gradings auf die Lebenserwartung
des Patienten nachweisen. Koo et al. konnten in ihrer Studie belegen, dass es bei

héherem Grading, also schlechterem Differenzierungsgrad, zu vermehrten
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kontralateralen Lymphknotenmetastasierungen kommt (159). Dieses
Metastasierungsmuster geht mit einer schlechteren Prognose einher und wird daher
auch in der Tumorklassifikation bericksichtigt (s. 2.3.2).

Es erscheint folgerichtig, dass schlechter differenzierte Karzinome mit einer
schlechteren Prognose einhergehen. Dennoch sind, wie es auch die zdgerliche
Formulierung in der Leitlinie zum Larynxkarzinom belegt, weitere Studien notwendig,

um Klarheit und Aussagekraft zu erbringen.

5.2 Material und Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumore von 161 Patienten untersucht. Zur Analyse
der PD-L1-Expression wurde das Verfahren der Immunhistochemie durchgefihrt. Die
Erstellung der Tumorschnitte, der Farbungen, der TMAs und der Antikdrperweis erfolgte
nach definierten Standards des Instituts fir Pathologie der Universitdtsmedizin der
Johannes Gutenberg-Universitat Mainz.

In dieser Studie wurde der Antikérper anti-PD-L1 rabbit antibody EPR19759 (Abcam,
Berlin, Deutschland) verwendet. Er ist im Institut fir Pathologie etabliert und wird
standardisiert fur die PD-L1-Farbungen genutzt.

Welche Rolle die Wahl der Antikérper fir das Ergebnis der PD-L1-Expression spielt, ist
nicht ganz klar. Der in mehreren Studien genutzte Antikdrper PD-L1 (E1L3N®) XP®
zeigte bei Leduc et al. lediglich 9,5% PD-L1-positive HNSCC bei einem cut-off 25%
(160). Hanna et al. definierten mit dem gleichen Antikdrper rund 69% der HNSCC als
positiv bei einem cut-off 25% und 36% als positiv bei einem cut-off 250% (161).

In der Blueprint Studie von Hirsch et al. wurden vier verschiedene PD-L1 Assays (22C3,
28-8, SP142, and SP26) an NSCLC-Gewebe getestet. Es zeigte sich, dass SP142
weniger Zellen farbte als die anderen Antikérper (162). Eine Beobachtung, die durch
die Arbeit von llie et al. ebenfalls getatigt wurde (163). Zwischen den anderen
Antikdrpern konnten keine signifikanten Unterschiede ausgemacht werden. Der
Antikérper, der in dieser Studie verwendet wurde, ist bisher nicht in Vergleichsstudien
untersucht worden. Dass es Unterschiede der Farbung und somit auch des Ergebnisses
gibt, wurde durch die genannten Studien belegt. Dies ist ein Punkt, der beachtet werden
sollte, wenn die ermittelten Zahlen interpretiert werden. Aktuell ist in den USA von der
FDA das 22C3 Assay zugelassen, um die PD-L1-Expression zu ermitteln. Durch diese
Methode wird der Einsatz von Pembrolizumab zur Therapie des NSCLC entschieden
(164). Solche Standards sind von hoher Wichtigkeit flir das Erschaffen von

vergleichbaren Ergebnissen.
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Es gibt unterschiedliche Arten fiir die Auswertung der Antikérperfarbungen. Meist wird
die Analyse durch zwei oder mehrere Pathologen durchgeflihrt (154, 165). In dieser
Studie wurde die Analyse computerunterstiitzt mit dem Halo Programm ausgefihrt.
Diese Methode der Auswertung beinhaltet, analog zu der mikroskopischen Auswertung
durch Pathologen, eine subjektive Komponente, da das Programm manuell durch die
Auswertende Person angepasst wird.

Nur wenige andere veroffentlichte Studien setzten ebenfalls computergestutzte
Verfahren ein (166). Lee et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass es eine hohe
Ubereinstimmung von computerbasierten Analyseverfahren und der manuellen Zdhlung
durch erfahrene Pathologen gibt (167). Diese computerbasierte Methode stellt fir die
Zukunft eine interessante Option dar. Durch die technische Entwicklung werden die
Programme immer genauer. Komplexere Scores, wie beispielsweise der Histoscore,
kdnnen in kurzer Zeit erhoben werden. Es kdnnen im Klinikalltag mit Hilfe des
Computers viel Zeit und menschliche Ressourcen gespart werden. Der Computer
ermdglicht eine automatisierte, teils objektive Analyse und ist somit in den Gutekriterien
Validitat, Objektivitat und Reliabilitat dem Menschen lUberlegen (168). Es wird wichtig
sein zu beobachten, ob innerhalb der eingesetzten Gerate und Softwares
unterschiedliche Ergebnisse errechnet werden. Dazu sind Studien ndétig, die dies
vergleichen.

Der HPV-Status wurde in dieser Studie durch IHC ermittelt. Die membranare Farbung
wurde durch das Halo-Programm ausgewertet. Somit liegt hier, wie fur die Auswertung
der PD-L1-Expression, eine Abhangigkeit vom Untersucher vor (s.o.). Als Goldstandard
fur den Nachweis einer HPV-Infektion gilt die PCR mit dem Nachweis von mRNA. Bei
dieser Methode ist die Objektivitat im Vergleich zur IHC héher. Dennoch gilt die IHC
laut Studienlage als sehr sensitive, kostenglinstige Methode, um eine Infektion mit dem
Hochrisikotyp p16 zu belegen (169). In aktuellen Studien werden unkomplizierte
Schnelltests, die den HPV-Status Uber vendses Blut bestimmen kdnnen, getestet (110).

Dieses Verfahren stellt eine hoffnungsvolle, gering invasive Option fir die Zukunft dar.

5.3 Scoringsysteme und Grenzwerte

Derzeit wird die Frage, ob ein Tumor PD-L1 positiv oder negativ ist, sehr unterschiedlich
beantwortet. Es gibt viele Grenzwerte, die genutzt werden. Diese cut-offs beziehen sich
in der Regel auf den TPS. Dieser gibt den prozentualen Anteil der PD-L1 positiven
Tumorzellen an.

Einige Arbeiten bezeichnen einen Tumor als PD-L1 positiv sobald mehr als 0% der

Zellen eine Farbung durch PD-L1-Antikdrper aufweisen (170, 171). Wahlt man diesen
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cut-off >0% in der vorliegenden Studie, hatte lediglich ein PD-L1 negativer Tumor
vorgelegen. Diese Abgrenzung (>0%) erscheint fur eine Trennung von Positivitat und
Negativitat nicht sinnvoll.

Andere Studien nutzen als Grenzwerte einen TPS >1% (149), >5%(172), >10% (173)
oder >20% (150). Bei der Studie von Garon et al., die sich mit dem NSCLC
auseinandersetzt, werden Tumore als PD-L1-positiv eingestuft, wenn der TPS einen
Wert 2 50% ergibt (165). Die gleiche Grenze wird auch von Cohen et al. bei PECA des
Kopf-Hals-Bereiches verwendet (174). Durch diese unterschiedlichen Grenzwerte
ergeben sich extreme Schwankungen der PD-L1-Expression zwischen den Studien fir
HNSCC. Wahrend manche Studien 9,5% der OPSCC und OSCC als positiv detektieren
(160), zeigen andere Arbeiten mit bis zu 94% eine massive Auspragung von PD-L1
(175).

Um einen idealen Grenzwert zu ermitteln, wird im Rahmen der medizinischen Testung
haufig die Receiver operating characteristics (ROC) Kurve zusammen mit dem Youden-
Index genutzt. Diese stellen statistische Mittel dar, mit welchen man eine sinnvolle
Entscheidung uber Grenzwerte fur medizinische Testungen treffen kann. Es wird eine
Abwagung von Sensitivitat und Spezifitat getroffen und ein Grenzwert festgelegt mit
dem zwei Gruppen unterschieden werden koénnen (176, 177). Mit Hilfe dieser
Berechnungen haben Garon et al. in ihrer Studie zum Einsatz von Pembrolizumab beim
NSCLC einen Youden-Index von 45-50 errechnet und in Folge dessen einen cut-off von
50% fur die PD-L1-Expression festgelegt. Entscheidend fur die Berechnung dieses
Grenzwertes war der Endpunkt der Studie, das Ansprechen auf die Therapie mit
Pembrolizumab (165).

Fur die hier vorliegende Studie konnten ROC und Youden-Index nicht angewendet
werden, da kein eindeutiger Einfluss durch die PD-L1-Expression belegt werden
konnte. Fir diese mathematischen Analysen ist eine klare Trennung in schlechte
Prognose gegen gute Prognose oder krank gegen gesund notwendig, um anhand dieser
binaren Trennung einen Grenzwert mit dem Youden-Index zu ermitteln. Dieser kdnnte
anschlielRend die Gruppen sinnvoll in PD-L1-positiv und -negativ unterscheiden. Da der
prognostische Wert von PD-L1 jedoch nicht eindeutig belegt ist (s. 5.4) kann kein

Grenzwert auf dieser wissenschaftlichen Basis errechnet werden.

Viele Studien geben die PD-L1-Expression als ein binares Merkmal pos./neg. (0/1) an
(160). Die anderen Arbeiten stellen die Positivitat semiquantitativ ordinal 0-3 dar. Diese
Methodik wurde im Cologne Score von Scheel et al. im Zusammenhang mit PD-L1 und
NSCLC weitergefuhrt (s. 3.2.8) (141).
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Der Cologne Score erweist sich in dieser Studie als unbrauchbar. Der héchste Wert ist
auf eine Expression von 75% begrenzt. Somit liegen innerhalb dieser Studie 29,2%
aller Falle auBerhalb des vorgegebenen Wertebereichs.

Ein weiteres Scoringsystem stellt der Immune Cell Score (IC) dar. Der IC gibt den
prozentualen Anteil der mittels Antikérper gefarbten Immunzellen im Tumorgewebe an
(178). Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die Immunzellen nicht ausgewertet
und folglich kein IC ermittelt.

Eine Kombination aus TPS und IC ist der Combined Positive Score (CPS). Dieser
addiert den Teil der PD-L1-positiven Tumorzellen plus positiven Immunzellen. Er wird
in Prozent, anteilig an allen Tumorzellen, angegeben. Dazu wurde der Quotient aus
positiven Zellen (Tumor- und Immunzellen) durch alle Tumorzellen geteilt und mit 100
multipliziert. Bei Lilja-Fischer et al. wird dieser CPS genutzt. Sie definieren PD-L1-
Positivitat mit einem CPS 21 (179). In der Studie von Kulangara et al. zeigt der CPS
eine genauere Vorhersagekraft gegenlber dem TPS in Bezug auf das Ansprechen der
Therapie mit Pembrolizumab (164).

In der Keynote-040-Studie von Cohen et al. wird die Wirksamkeit von Pembrolizumab
bei PD-L1-positiven HNSCC beobachtet. Die Studie kommt zu dem Ergebnis, dass eine
héhere Effektivitat des PD-1-Inhibitors bei einem TPS 250% und einem CPS =1 vorliegt
(180). Im Zuge dessen hat man sich im Konsensuspapier der Society for
Immunotherapy of Cancer bei Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches auf einen cut-off
fur den CPS 21 geeinigt. Als am besten geeignetes Scoringsystem wird im
Konsensuspapier der CPS angesehen (174).

Im Gegensatz zu TPS und CPS steht der Histoscore. Dieser bezieht die Intensitat der
immunhistochemischen Anfarbung mit ein. Eine starkere Farbung ergibt einen héheren
Score (181). Er enthélt im Gegensatz zu TPS und CPS sowohl qualitative als auch
quantitative Informationen (s.3.2.8).

In dieser Studie war die schwache Farbeintensitat dominierend. Nur auf einem geringen
Teil der Tumorzellen wurde eine starke Membranfarbung detektiert. Diese Ergebnisse
decken sich mit der Studie von Kim et al. (150). In beiden Arbeiten ist die schwache
Farbeintensitdt dominierend, die starke Intensitat ist auf wenigen Tumorzellen
exprimiert. Eine der wenigen weiteren existierenden Studien, die den Histoscore nutzt,
ist die Studie von Chovanec et al. zu Hodentumoren. In dieser wurde das Kollektiv bei
einem cut-off von 150 fir den Histoscore in zwei Gruppen geteilt (182). Diese Grenze
erscheint nachvollziehbar, da der Wertebereich von 0-300 in der Mitte geteilt wird.
Anhand dieser Einteilung lagen im hier analysierten Kollektiv 6 Falle oberhalb von 150

und 155 unterhalb der durch Chovanec et al. definierten Grenze. Dieser Grenzwert
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bringt somit keine Trennscharfe. Ein sinnvoller Grenzwert fir Histoscore im
Zusammenhang mit HNSCC muss durch weitere Studien ermittelt werden.

Mit Hilfe des Histoscores konnte im Rahmen der hier vorliegenden Studie der in der
PD-L1-Expression bestehende Unterschied der Entitadten OSCC und OPSCC deutlicher
herausgearbeitet und statistisch belegt werden (p=0,003). In dieser Studie zeigte sich
im Vergleich der Mittelwerte flr den Histoscore eine relevant héhere PD-L1-Expression
bei OSCC gegeniber OPSCC (65,4 vs. 41,2). Dies macht deutlich, dass durch die
Beachtung der Farbeintensitdt sich existierende Unterschiede, die vorher nicht
beachtet wurden, herausgearbeitet werden kénnen.

Auf Grund der immunmodulatorischen Wirkung (s. 2.1.3) erscheint es logisch, dass eine
hdéhere Auspragung von PD-L1 auf Tumorzellen einen Einfluss auf die Immunreaktion
hat. Somit erscheint es auch nachvollziehbar, dass nicht nur der Anteil der PD-L1-
positiven Tumorzellen von Bedeutung ist, sondern auch die Auspragung auf einer Zelle.
Diese spiegelt sich in der Intensitat der immunhistochemischen Farbung wider. Die
Bewertung dieser Intensitat findet bei der Auswertung mittels Histoscore Beachtung.
Zum heutigen Zeitpunkt findet sich in der Studienlandschaft keine eindeutige Aussage,
ob die Farbeintensitat eine Bedeutung fir den Einfluss von PD-L1 hat. Auch die
vorliegende Studie kann in dieser Richtung keine weitergehenden Hinweise geben. Bei
Mduller et al. wird die Farbeintensitat subjektiv, durch zwei unabhangige Pathologen, in
schwach und stark unterteilt. Sie sehen in ihrer Studie einen Zusammenhang von
starker PD-L1-Expression und aggressiver wachsenden Tumoren (154). Dieser Aspekt
sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Auf Grund der unklaren Bedeutung der Farbeintensitat kann man aktuell keine Aussage
treffen, dass der Histoscore aussagekraftiger ist als der TPS. Fur die Zukunft ist davon
auszugehen, dass durch den verstarkten Einsatz computerbasierter IHC Auswertung

vermehrt Studien veroffentlich werden, die den Histoscore errechnen.

Es gibt in der Literatur Studien, die individuelle Scores festlegen, um ihre jeweiligen
Kollektive nach PD-L1-Expression aufzuteilen. De Meulenaere et al. kategorisierten
ihre Ergebnisse der IHC von 0-3 (183). Diese Einteilung ist von 0-2 analog zum Cologne
Score. Unter dem IHC score von 3 summieren sich alle Tumore mit einem TPS von
>10%. Bei Yearly et al. wird die Expression in einer Intensitat von 0-5 durch die
analysierenden Pathologen bestimmt (184). Diese eigens erstellten Einteilungen sind
spezifisch auf die Studie zugeschnitten, in der sie veroffentlicht werden. Daher passen
sie gut, um die eigenen Ergebnisse zu klassifizieren, haben jedoch wenig Vorteile in

Hinblick auf die Vergleichbarkeit der aktuellen Studienlage.
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5.4 PD-L1 als prognostischer Marker

Das Zusammenspiel von PD-1 und PD-L1 hat eine immunregulierende Wirkung auf den
menschlichen Organismus. Welche Bedeutung der Nachweis von PD-L1 auf
Tumorzellen hat, ist noch nicht abschlieRend geklart. Unterschiedliche Beobachtungen
konnten in Studien getatigt werden. Auf Grund des Wirkmechanismus der PD-1/PD-L1-
Achse (siehe 2.3.2) erwartet man per se ein schlechteres OS bei erhéhter PD-L1-
Expression. Die Analysen von OS und DFS ergaben, dass die PD-L1-Expression in
dieser Studie keinen statistisch relevanten Einfluss hatte. Weder eine sehr hohe noch
eine sehr niedrige Auspragung von PD-L1 kdénnen als prognostischer Faktor
herangezogen werden. Es zeigte sich in dieser Studie die Tendenz, dass Patienten mit
einer héheren PD-L1-Expression etwas langer leben. Der Unterschied war statistisch
nicht relevant und somit konnte keine belastbare Aussage dahingehend getroffen
werden.

In der Analyse der Studienlandschaft ergab sich ein gemischtes Bild. Manche Studien
sehen in einer gehobenen PD-L1-Expression einen eindeutig positiven prognostischen
Faktor. Bei Ahn et al. wurde starke PD-L1-Expression als statistisch signifikanter
unabhangiger Marker fur ein verlangertes OS gesehen (185). Die gleiche Beobachtung
tatigten auch Hanna et al. in ihrer Studie (161). Kogashiwa et al. sahen in ihrer Studie
zu fortgeschrittenen OSCC ein signifikant besseres DFS und OS bei PD-L1-positiven
(cut-off: 25%) Tumoren (186).

Dem entgegengesetzt gibt es mehrere Studien, die in einem verstarkten Vorkommen
von PD-L1 bei Tumorzellen einen Faktor fiir ein verkiirztes Uberleben sehen. In der
Studie von Mduller et al. wurde eine starke Korrelation zwischen hoher PD-L1-
Expression und einer verkurzten Lebenszeit beobachtet. In ihren jeweils verglichenen
Kohorten lebten die Patienten mit einer geringeren PD-L1-Auspragung im Schnitt rund
doppelt so lange, wie Patienten mit starker Expression. PD-L1-Expression wurde in der
genannten Studie als starkster prognostischer Faktor fir das Outcome gesehen, starker
als der T-, N-, M-Status oder das Grading (154). Maruse et al beschrieben in ihrem
Kollektiv einen statistisch signifikanten Unterschied fur die 5-JUR zwischen PD-L1
negativen (91%) und PD-L1 positiven (69%) Patienten (187). Auch die Studie von de
Vicente et al. sah PD-L1 als negativen Faktor fir das OS beim OSCC. Sie erkannten
bei einem TPS >10% einen Unterschied im Bezug auf das OS und legten daher diesen
Wert als cut-off fest (188). Demgegeniber stehen mehrere Studien, die diesen Effekt
von PD-L1 bei OSCC und OPSCC nicht bestatigen kénnen. Sowohl bei Kim et al. (150)

als auch Karpathiou et al. zeigten sich Tendenzen, die vergleichbar mit dieser Studie

57



Diskussion

sind (189). Vermehrte PD-L1-Expression ging in allen Arbeiten mit einem etwas
verbesserten OS einher, ohne statistisch signifikant zu sein.

Eine allgemein glltige Erklarung fur diese unterschiedlichen Ergebnisse liegt noch nicht
vor. Ein Erklarungsansatz fur das leicht verbesserte OS kdnnte nach der Studie von
Taube et al. sein, dass eine hohe PD-L1-Expression in der Regel in einem Tumormilieu
vorliegt, das reich an Immunzellen ist. Diese an unterschiedlichen Tumorentitaten
durchgefuhrte Studie =zeigt, dass auf den eingewanderten Lymphozyten und
Makrophagen, die in der Tumorumgebung zu finden sind, ebenfalls PD-L1 exprimiert
wird (190). Somit ergibt sich eine hohe PD-L1-Konzentration in einem Tumor der vom
Immunsystem aktiv bekampft wird.

Ein weiterer Erklarungsansatz stellt eine Verbindung zu CD8 her. Kogashiwa et al.
beobachteten ein vermehrtes Auftreten von CD8+-Lymphozyten bei erhéhter PD-L1-
Expression. CD8 wurde dabei eine tumorsupprimierende Wirkung zugesprochen (186).
Generell wurde PD-L1 besonders auf Immunzellen nachgewiesen (s. 2.3.2). Daher wird
der Ansatz diskutiert, dass eine hohe lokale Expression von PD-L1 durch eine
Immunreaktion des Korpers verursacht wird (191). Dies sind jedoch nur
Erklarungsansatze fir die Unterschiedlichen Ergebnisse der Studien. Weitere Arbeiten

werden notig sein, dies genauer zu beleuchten.

Interessanterweise zeigte sich im Rahmen der hier durchgefiuhrten Studie, dass PD-L1
bei Patienten mit einem NO-Status durchschnittlich héher ausgepragt war, jedoch der
Histoscore bei Patienten mit einem positiven Lymphknotenbefall grofRer war (s.4.7). Die
jeweiligen Unterschiede waren statistisch nicht eindeutig. Dennoch ist es eine
spannende Beobachtung, dass der Marker PD-L1, der assoziiert mit Immunzellen ist,
ein intensiveres Expressionsmuster zeigt, wenn die Lymphknoten als Schaltstellen des
Immunsystems vom Tumor befallen sind. Wie bereits diskutiert liegen wenige Studien
vor, die die Intensitat von PD-L1 beleuchten. Allerdings zeigen diese gegenlaufigen
Ergebnisse von Expressionshaufigkeit gegenluber Expressionsintensitat innerhalb der

hier vorliegenden Studie, dass die genaue Betrachtung lohnt.

5.5 PD-L1 als Angriffspunkt der Tumortherapie

Mit der antikérperbasierten Tumortherapie hat sich in den letzten Jahren eine neue
Form der Krebsbehandlung etabliert. Durch die targeted therapy konnten in
unterschiedlichen Entitaten groRartige Erfolge gefeiert werden. Die Mdglichkeiten an

Angriffspunkten in der Tumorentstehung scheinen unzahlig.
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Fur die PD-1/PD-L1-Achse sind weltweit aktuell funf Medikamente auf dem Markt. Mit
Nivolumab und Pembrolizumab sind zwei Wirkstoffe gegen PD-1 in Europa und den
USA flr die Therapie des fortgeschrittenen HNSCC zugelassen (174) (s.2.3.3). Die
CheckMate 141 Studie von Ferris et al. fuhrte dazu, dass Nivolumab eine Zulassung
bei HNSCC mit Progression nach oder wahrend einer Chemotherapie auf Platinbasis
erhielt. In Folge der KEYNOTE-012 (149), KEYNOTE-040 (180) und KEYNOTE-048
(137) Studien sind die Antikérper in Therapieschemata aufgenommen worden.
Pembrolizumab wird sowohl monotherapeutisch als auch mit erganzenden
platinhaltigen Chemotherapeutika bei PD-L1-positiven (CPS 21) lokal rezidivierenden,
nicht resektablen oder metastasierten HNSCC eingesetzt. Sie werden von der Society
for Immunotherapy of Cancer fur bisher unbehandelte rezidivierte oder metastasierte
HNSCC mit einem CPS 21 far PD-L1 empfohlen (174). Burtness et al. konnten in der
KEYNOTE-048 Studie zeigen, dass eine groRere Effektivitdt der Anti-PD-L1-Therapie
durch Pembrolizumab erzielt wird, wenn die PD-L1-Expression hdher ist (137). Die
gegen PD-L1 gerichteten Antikérper Atezolizumab, Avelumab und Durvalumab spielen
bisher keine feste Rolle in der Therapie von OSCC oder OPSCC. De Sousa Linhares
et al. postulieren in ihrer Studie, dass die Blockade von PD-L1 effektiver ist als die
Blockade von PD-1 (45). Dem widersprechen die Ergebnisse von Ferris et al. Sie
konnten in der EAGLE Studie kein signifikant besseres OS durch die Behandlung mit
dem PD-L1 Antikérper Durvalumab gegenuber bereits etablierten Chemotherapeutika
wie Platin, Paclitaxel, Methotrexat oder Cetuximab zeigen (192). In der aktuellen
JAVELIN Phase Ill Studie von Yu et al. wird die Wirksamkeit von Avelumab bei lokal
fortgeschrittenen HNSCC untersucht mit noch ausstehenden Ergebnissen (193).
Manche Studien beobachten bei der gegen PD-1 gerichteten Therapie eine hohere Rate
an Nebenwirkungen, besonders in Form von Pneumonitiden, als bei der auf PD-L1
zielenden Tumortherapie (194). Weitere Studien sind notwendig, um dies zu belegen.
Einige Tumorentitaten, wie das fortgeschrittene NSCLC, werden bereits erfolgreich mit
Anti-PD-1/Anti-PD-L1-Therapeutika behandelt (195). Es zeigte sich in Studien ein
besseres Ansprechen bei hoher Auspragung von PD-L1 (196). Hohe Auspragung wurde
in diesen Studien flr einen TPS >50% definiert (196, 197). Bei Taube et. al korreliert
das Ansprechen der gezielten Antikérpertherapie ebenfalls mit der PD-L1-Expression
(190). In der Ubersichtsarbeit von Kok et al. wurde untersucht, welche Ursachen es fiir
ein Therapieversagen beim PD-1/PD-L1-Checkpoint als Angriffspunkt gibt. Dort werden
diverse weitere Wege des Immunescape von HNSCC beschrieben. Somit fiel die
Bewertung des CPS>1%-Grenzwertes als unzureichend aus, da lediglich der PD-1/PD-
L1-Weg beachtet wird (198). Nach Aufnahme der gezielten Immuntherapie in die

standardisierten Behandlungsschemata werden langfristige Datenerhebungen zeigen,
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wie grol} der Fortschritt durch diesen neuen Behandlungsweg fir die Tumore des Kopf-

Hals-Bereiches war.

5.6 OPSCC und OSCC im Vergleich

Anhand der statistischen Auswertung wurden mehrere Unterschiede zwischen OSCC
und OPSCC deutlich. Es fiel auf, dass das Alter der Patienten mit einem OSCC im
Schnitt 5,6 Jahre Gber dem der OPSCC Patienten lag. Diese Beobachtung fand sich
auch in der Studie von Goldenberg et al. (199). Dort waren die Patienten mit oralen
Tumoren im Schnitt 3,1 Jahre alter als bei oropharyngealen Tumoren. Jedoch war dort
insgesamt das Kollektiv mit einem Altersschnitt von 75,8 Jahre deutlich alter. In anderen
Studien wiederum konnte diese Beobachtung, dass Patienten mit oralen Tumoren alter
sind, nicht bestatigt werden. Ein Erklarungsansatz fur das niedrigere Erkrankungsalter
der oropharyngealen PECA ist der Zusammenhang mit einer Infektion mit HPV. OPSCC
ist haufiger assoziiert mit einer HPV- Infektion bei einem durchschnittlich jungeren
Patientenkollektiv (s. 2.1.2). In dem vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich
ebenfalls diese Beobachtung. 28,9% der OPSCC waren HPV-positiv, lediglich 16,7%
der OSCC. Mit 28,9% HPV-positiven Fallen von OPSCC sind die Zahlen der
vorliegenden Studie kongruent zu den Ergebnissen anderer Studien (71).

Ein weiterer Unterschied liegt im Risikoverhalten. Patienten mit einem OPSCC zeigten
signifikant haufiger einen Zusammenhang mit positiven Risikofaktoren (p=0,002).
Besonders Raucher waren starker vertreten. Die Zahl der Patienten mit positiver
Nikotinanamnese lag um ca. 23 Prozentpunkte (83,1% vs. 60,3%) hdéher bei OPSCC
Patienten. Zahlen, die sich vergleichbar auch in anderen Studien finden lassen.
Sandaluche et al. hatten im OPSCC Kollektiv 89% der Patienten mit dem Risikofaktor
Rauchen (200). Im OSCC Kollektiv von de Vicente et al. waren 67,2% der Patienten
Raucher (188). Diese Beobachtung wurde in der Ubersichtsarbeit von Hashibe et al.
bestatigt (66).

In der vorliegenden Studie war innerhalb des OSCC Kollektivs die Zunge die haufigste
Tumorlokalisation, gefolgt vom Mundboden. Diese Tendenz deckt sich mit den Daten
aus der Vergleichsarbeit zu OSCC und OPSCC von Barros-Silva et al. Auch in deren
351 Personen starken OSCC Kollektiv war die Zunge die pradominante Lokalisation.
Die, in dieser Arbeit unter distaler Oropharynx eingefasste, Epiglottis rangierte in den
Kollektiven von Barros-Silva et al. und der vorliegenden Arbeit Ubereinstimmend an
letzter Stelle (201).
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In der Ubersichtsarbeit von Ellington et al. zu oralen und oropharyngealen Tumoren war
die Tonsilla palatina die pradominate Lokalisation, gefolgt von Zungengrund und Zunge
(58). In der hier vorgestellten Studie war ebenfalls die Tonsilla palatina die haufigste
Lokalisation innerhalb der OPSCC.

Patienten mit einem Tonsillenkarzinom hatten in der durchgefiihrten Studie das héchste
OS der oropharyngealen Tumorpatienten, gefolgt von Tumoren des weichen Gaumens
und der Uvula. Im Gegensatz dazu zeigte die Studie von Lifsics et al. ein deutlich
vermehrtes Uberleben der Patienten bei Zungengrundtumore und Tumoren des
weichen Gaumens (202). Dem widersprechend zeigte die Studie von Dogan et al. das
schlechteste OS fir Patienten mit einem Tumor des weichen Gaumens. Patienten mit
einem Tonsillenkarzinom hatten in deren Studie ein besseres OS als Patienten mit
Zungengrundtumoren (203). Generell |asst sich, wie bereits beschrieben, sagen, dass
HPV-assoziierte Tumore ein besseres OS haben. Diese sind meist in den Tonsillen und
am Zungengrund zu finden (s. 2.1.1), sodass sie dem weichen Gaumen uberlegene

Ergebnisse des OS zeigen (204).

In der multivariaten Analyse zu den Einflussfaktoren auf das Uberleben (s. 4.8) zeigte
sich interessanterweise ein Unterschied zwischen OSCC und OPSCC. Im Kollektiv der
oralen PECA zeigte sich ein erwartbares Ergebnis. Ein hoheres Alter und ein hoherer
T-Status (T3/T4) hatten einen signifikanten, lebensverkirzenden Einfluss (Alter,
p=0,002; T-Status, p=0,043). In der Ubersichtsarbeit von Zanoni et al. zeigten sich
ebenfalls Alter und T-Status als unabhangige Faktoren fur ein vermindertes OS (205).
Diese Beobachtung ist logisch und nachvollziehbar und ist daher auch in der Leitlinie
zum Mundhéhlenkarzinom so formuliert (13). Uberraschend ist daher, dass sich dieser
Einfluss im OPSCC-Kollektiv dieser Arbeit nicht nachvollziehbar war.

Alter und fortgeschrittener T-Status nahmen jeweils nur einen geringen Einfluss und
waren in der statistischen Analyse nicht als signifikante unabhangige Faktoren fur ein
verringertes OS nachweisbar (Alter, p=0,344; T-Status, p=0, 810). Ein mdglicher Grund,
dass das Alter bei den oropharyngealen Tumoren des Kollektivs einen geringeren
Einfluss auf das OS auslibte, war das im Schnitt geringere Alter der Patienten. Mit
durchschnittlich 61,7 Jahren waren sie 5,6 Jahre jinger als das OSCC-Kollektiv. Da mit
wachsendem Alter die Komorbiditaten zunehmen und das Sterberisiko steigt, stellte das
Alter einen Faktor mit wachsendem Einfluss, besonders auch bei Patienten mit einem
HNSCC, dar. Bgje et al. sahen in ihrer Studie den Einfluss von Komorbiditaten bei
Patienten mit HNSCC am starksten rund um das 70. Lebensjahr (206). Dies macht

deutlich, dass die OPSCC-Patienten im Rahmen der hier vorliegenden Studie
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durchschnittlich noch nicht so stark durch ihr Lebensalter beeinflusst waren, wie die

Patienten mit einem OSCC.

Ein Erklarungsansatz, dass der T-Status im OPSCC-Kollektiv einen geringeren Einfluss
nahm, kann die geringere Anzahl an T4 Karzinomen sein. Mit 30,1% der Falle im
Stadium T3/T4 bei den oropharyngealen und 35,9% der oralen PECA lag der Wert fur
die Gesamtkollektive recht ahnlich. Wahrend jedoch 21,8% der OSCC im T4-Stadium
diagnostiziert wurden, waren nur 7,2% der OPSCC im weitest fortgeschrittenen
Stadium. Dies ist eine deutliche Differenz. Die Literatur belegt, dass besonders mit
fortgeschrittenem T-Status der negative Einfluss auf das OS wachst und somit ein
deutlich héherer Anteil an T3 Tumore im Vergleich der Gruppen T1/T2 gegenlber T3/T4
den statistischen Einfluss des T-Status mindern kann (207). Ein weiterer Faktor, der
das OS im Vergleich der Kollektive von OSCC und OPSCC verandert und wie im Fall
des T-Status zu Uberraschenden Ergebnissen geflihrt hat, kann der Resektionsrand
sein. Mit 38,9% R1 resezierten OSPCC gegeniber 20,5% der OSCC gab es ein
deutliches Gefalle zwischen den Entitdten. Dass der R-Status einen statistisch
relevanten Einfluss auf das OS nimmt, konnte im Rahmen dieser Studie belegt werden
(p=0,024). Diese Unterschiede werden ebenfalls Einfluss genommen haben auf die
Unterschiede der Kollektive und womoglich die Bedeutung anderer Faktoren vermindert

haben.

Im Bezug auf die PD-L1-Expression konnte ein Unterschied zwischen OSCC und
OPSCC beobachtet werden. Der TPS lag fir das OSCC rund 17 Prozentpunkte héher
als fir das OPSCC (47,8% vs. 39,6%; p=0,159). Fir den Histoscore konnte die gleiche
Beobachtung getatigt werden. Die OSCC hatten einen statistisch relevant hdheren Wert
als die OPSCC (65,4 vs. 41,2, p=0,003).

Zum aktuellen Zeitpunkt existiert keine andere Studie, die konkret die Auspragung von
PD-L1 bei OSCC und OPSCC vergleicht. Es gibt jedoch mehrere Studien, die in ihrem
Kollektiv sowohl orale und oropharyngeale PECA im Zusammenhang mit PD-L1
untersucht haben. Bei Balermpas et al. sowie Schneider et al. zeigten die Tumore im
Oropharynx bei einem cut-off von 25% eine héhere Auspragung von PD-L1 (155, 172).
Bei Kim et al. wurden die Lokalisationen anders eingeteilt als in der vorliegenden
Studie. Sie unterschieden Oropharynx, Zungengrund, weicher Gaumen und Zunge.
Stellt man die Zunge den Lokalisationen Gaumen, Zungengrund und Oropharynx
gegenuber, werden die Ergebnisse mit dieser Studie vergleichbar. Bei einem cut-off von
220% zeigten in der Studie von Kim et al. die OSCC mit 72,1% PD-L1-positiven Fallen
ein deutliches Ubergewicht gegeniiber den OPSCC mit 51,7% PD-L1-positiven Fallen
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(150). Bei Miiller et al. wurden ebenfalls OSCC und OPSCC verglichen. Sie bewerteten
die PD-L1-Expression semiquantitativ in negativ, schwach und hoch. Als positiv wurden
alle Falle mit Farbung gewertet. Insgesamt zeigte sich ein gemischtes Bild der PD-L1-
Expression. Es waren mehr OSCC als OPSCC negativ fur PD-L1. Allerdings wurde ein
um 9 Prozentpunkte hoéherer Wert flr die starke Auspragung von PD-L1 bei OSCC
registriert (154). Es gibt diverse Studien zur PD-L1-Expression bei HNSCC, die einen
cut-off von 5% oder 10% TPS verwendet haben (158, 160, 173, 183, 185, 187, 208-
217). Vergleicht man all diese Studien in Hinblick auf die PD-L1-Expression bei OSCC
und OPSCC ergibt sich ein durchschnittlicher TPS von 62% fir OSCC und 56,6% far
die OPSCC. Diese Auswertung spricht, Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der hier
durchgefihrten Studie, dass die oralen Tumore haufiger mit PD-L1 assoziiert sind als
die oropharyngealen Tumore. Der Unterschied ist jedoch nicht sehr stark und die
Varianz des TPS im Rahmen der einzelnen Studien ist sehr ausgepragt. Offensichtliche
Erklarungsansatze liegen nicht auf der Hand. Das Vorkommen von PD-L1 ist bereits
auf diversen Geweben nachgewiesen worden ohne eine Préaferenz erkenntlich zu
machen durch die man auf typischen Expressionsmuster schlieRen kénnte (218). Wie
jedoch auch die Verteilung der HPV-positiven Tumore zeigt, gibt es zwischen der
Schleimhaut von Mundhdhle und Oropharynx Unterschiede auf Zellebene.

Zusammenfassend lasst sich urteilen, dass mehr Studien notwendig sind, um einen
Unterschied der PD-L1-Expression bei den Entitaiten OSCC und OPSCC sicher

benennen zu konnen.

5.7 PD-L1 und HPV

Rund ein Viertel der Tumore des Kopf-Hals-Bereiches entstehen auf dem Boden einer
HPV-Infektion (219). Bei Betrachtung der aktuellen Studienlage findet sich die Aussage,
dass HPV-positive HNSCC mit einem verbesserten OS einhergehen (220). Ein
Ergebnis, welches sich in der hier vorliegenden Studie bestatigte. Patienten mit einer
HPV-Infektion hatten ein ca. 60% geringeres Sterberisiko als die HPV-negativen
Patienten (s.4.8). Um diesem Einfluss auf das Outcome der Patienten gerecht zu
werden, wurde 2017 eine neue TNM-Klassifikation fur Kopf-Hals-Tumore veroéffentlicht.
Diese berucksichtigt die deutlichen Unterschiede im OS zwischen HPV-positiven
Tumoren gegenuber denen ohne Nachweis einer Infektion mit HPV (106). Die in der
vorliegenden Studie untersuchten Proben sind aufgrund des Entnahmedatums noch
nach der 7. Auflage ausgewertet worden. Die 8. Auflage der TNM-Klassifikation hat, so
van Gysen et al., eine bessere prognostische Genauigkeit. Im Speziellen werde fur die

UICC | und Il Tumore eine exaktere Vorhersage ermoglicht (221). Trotz der besseren

63



Diskussion

Prognose von HPV-positiven HNSCC gibt es noch weitere Optimierungsmaoglichkeiten.
Durch konsequentes Impfen von Madchen und Jungs kénnten laut Nasman et al. die
HPV-Infektionen um 80-90% reduziert werden. Es kénnten durch diese MalRnahme
weltweit Uber alle Entitaten verteilt, besonders die Zervixkarzinome eingeschlossen,

rund 600.000 Tumorfalle jahrlich vermieden werden (219).

In dem im Rahmen dieser Studie untersuchten Kollektiv waren 23% der
eingeschlossenen Patienten p16-positiv. Damit lag der Anteil der HPV-positiven Falle
héher als beispielsweise im Kollektiv von Muller et al. mit lediglich 8,2% positiven Fallen
(154). Eine zu dieser Studie vergleichbare Haufigkeit fand sich bei Schneider et al. mit
21% positiven Fallen (172). In der vorliegenden Studie zeigte sich keine Korrelation
einer p16-Infektion zu Geschlecht oder Alter. Auch wurde kein Zusammenhang mit
Wachstum oder Metastasierungsmuster der Tumore gesehen, was im Rahmen der
Auswertung der TNM-Klassifikation deutlich geworden ware. Auffallig war, dass die
Tumore haufiger im Rachen als im Mundraum verteilt waren. Bei Badoual et al. befinden
sich ebenfalls deutlich mehr HPV-positive Tumore im Oropharynx (n=49) gegenuber der
Mundhohle (n= 7) (222). Diese Tendenz bestatigt die Studie von Kriger et al., wo
lediglich 6% der untersuchten OSCC HPV-positiv waren (63). Besonders haufig ist die
Tonsilla palatina von HPV-positiven Tumoren betroffen. Im Rahmen der hier
durchgefuhrten Studie waren 50% der Tonsillenkarzinome p16-positiv. In der De-
ESCALaTE Studie von Jones et al. waren rund 65% der HPV-positiven HNSCC in der
Tonsilla palatina lokalisiert (223). Bei Dogan et al. lief3 sich ebenfalls eine Haufung von
p16-positiven Tonsillenkarzinomen beobachten (203). Die Ursache fur diese Haufig in
den Tonsillen ist bisher nicht eindeutig geklart. Es wird davon ausgegangen, dass die
Tonsillen anfalliger sind fir einen Virusbefall (224, 225). Zu den ebenfalls haufig HPV-
postiven PECA von Cervix und Anus wird ein Zusammenhang gesucht. Ahnlichkeiten,
wie Ubergangsepithel und Gemeinsamkeiten der extrazelluldren Matrix werden
diskutiert (225, 226). Weitere Studien missen folgen, um die genaue Ursache belegen
zu kdnnen.

Bezulglich eines konkreten Zusammenhangs zwischen einer HPV-Infektion und PD-L1-
Expression ist die aktuelle Studienlage uneindeutig. Balermpas et al. und Lyford-Pike
et al. sahen in ihren Arbeiten eine starke Korrelation zwischen HPV-Positivitat und PD-
L1-Expression bei HNSCC (155, 212). Anderen Studie hingegen berichteten von einer
niedrigeren  Anzahl  PD-L1-positiver  Tumorzellen bei HPV  vermittelten
Krebserkrankungen (149, 171). Im Rahmen dieser Studie konnten wir keinen
Zusammenhang einer ausgepragten PD-L1-Expression und einer HPV-Infektion

nachweisen. Ebenfalls wurde keine verminderte Expression von PD-L1 bei HPV-
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Positivitat beobachtet. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien (172, 214,
215). Die Therapie von PD-L1 positiven HNSCC kann, nach aktueller Studienlage,
unabhangig von dem HPV-Status getroffen werden (136).
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6 Zusammenfassung

Diese Studie befasste sich mit den Unterschieden und Gemeinsamkeiten des
Checkpoint-Proteins PD-L1 bei oralen und oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen.
Fir diese Tumorentitdten konnte in den letzten Jahrzehnten, trotz intensiver
Bemiihungen, kein zufriedenstellender Fortschritt fiir das Uberleben der Patienten
erzielt werden. Eine neue Hoffnung stellt die antikérperbasierte gezielte Therapie mit
Checkpoint-Inhibitoren dar. Ein fir andere Tumore bereits erfolgreich genutztes Ziel ist
die PD-1/PD-L1-Achse. In dieser Studie wurde die Haufigkeit und die Intensitat des
Liganden bei Tumorzellen des OSCC und OPSCC immunhistochemisch ausgewertet.
Ein Augenmerk wurde auf den Einfluss und die Bedeutung von Grenzwerten zwischen
Positivitat und Negativitat gelegt.

Es konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede der PD-L1-Expression zwischen
OSCC und OPSCC gibt. Die Expression war bei oralen Tumoren um 8,2 Prozentpunkte
starker ausgepragt. Die Auswertung des Histoscores zeigte die Unterschiede deutlicher
(65,4 vs. 41,2; p=0,003).

Ein Einfluss von PD-L1 auf das OS oder DFS konnte nicht bewiesen werden. Des
Weiteren konnte kein Zusammenhang von PD-L1-Expression und einer Infektion mit
HPV belegt werden. Es wurde in dieser Arbeit Ubereinstimmend mit der
Studienlandschaft deutlich, dass OPSCC deutlich haufiger im Zusammenhang mit einer
HPV-Infektion stehen als OSCC. Die HPV-positiven Falle von OPSCC hatten eine
statistisch signifikant bessere Prognose als HPV-negative OPSCC.

Im Rahmen der Diskussion wurde dargestellt, dass die Rolle von PD-L1 bei PECA des
Kopf-Hals-Bereiches bisher ambivalent in der Literatur diskutiert wird. Diese
Problematik erschwert die Definition eines sinnvollen Grenzwertes, der einen Tumor
als PD-L1-positiv definiert. Anhand der aktuellen Studienlage lasst sich keine sichere
Aussage treffen, was es fir das weitere Tumorwachstum und den Krankheitsverlauf
bedeutet, wenn PD-L1 in Gberdurchschnittlichem Mall nachgewiesen wurde.

In dieser Richtung sind weitere Studien notwendig, um Handlungsweisen festlegen zu

konnen.
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