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KLINISCH-PATHOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG VON KARZINOMEN DER GAUMENMANDEL

VORWORT

In den letzten Jahrzehnten wurde in Bezug auf die oropharyngealen Tumore, insbesondere der
Plattenepithelkarzinome, eine stetige Zunahme der Neuerkrankten beobachtet. Lokalisiert werden diese
haufig in der Gaumenmandel. Oft werden Karzinome der Gaumenmandel erst im fortgeschrittenen
Stadium festgestellt. Erstes klinisches Zeichen ist meist eine Lymphknotenmetastasierung im Hals-
Bereich.

Bei oropharyngealen Karzinomen werden in der Literatur nach der Ursache zwei Tumortypen
unterschieden: Nikotin-/Alkohol-assoziierte Tonsillenkarzinome und Karzinome, die durch Humane
Papillomviren (HPV) beginstigt werden. Sie unterscheiden sich sowohl aus klinisch-pathologischer als

auch aus prognostischer Sicht voneinander.

. Auf biomolekularer Ebene weisen Nikotin-/Alkohol-assoziierte Tonsillenkarzinome haufig eine Mutation
des Tumorsuppressorgens TP53 auf, welches zur Akkumulation des Proteins p53 flihrt. Im Gegensatz
dazu wurde bei HPV-assoziierten Tonsillenkarzinomen eine Uberexpression des Proteins p16NK4A

festgestellt.

THESEN

. Aufgabenstellung: In der vorliegenden Arbeit wurden Tonsillenkarzinome  retrospektiv
immunhistochemisch untersucht. Um diese klinisch-pathologisch zu charakterisieren, wurden die
immunhistochemischen Farbeergebnisse mit den klinisch-pathologischen Daten korreliert. Zudem wurde
eine Uberlebensanalyse durchgefiihrt. Ziel der Untersuchung war die Beantwortung der Frage, ob sich
Tonsillenkarzinome in zwei unterschiedliche Tumortypen, d.h. in Nikotin-/Alkohol- und HPV-assoziierte
Karzinome abgrenzen lassen. Die Gewebeproben stammten von Patienten, die in den Jahren 2000 bis
2013 in der Universitatsmedizin Rostock in Behandlung waren, und wurden vom Institut fir Pathologie
zur Verfligung gestellt.

. Vorgehen: Mit Hilfe der Tissue-Microarray-Technik wurden 169 Gewebeproben von Primartumoren und
27 Gewebeproben von Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch gegen p16!Nk4A und p53 gefarbt
und lichtmikroskopisch ausgewertet. AuBerdem erfolgte bei Gewebeproben, die eine positive Farbung fir
beide Antikorper zeigten, eine HPV-Analyse. Daruber hinaus wurden die Farbeergebnisse der

Primartumore mit denen der Lymphknotenmetastasen verglichen. Abschlie®end erfolgten eine
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statistische Korrelation der Farbeergebnisse mit den klinisch-pathologischen Daten und eine

Uberlebensanalyse.

Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung: 98,2% (n=166) der Gewebeproben konnten
lichtmikroskopisch ausgewertet werden. Davon hatten 34% (n=56) eine positive Expression fir Antikdrper
gegen p16 und 37% (n=62) wiesen eine p53-Positivitdt auf. Beim Vergleich der p16/NK4A- und pS3-
Farbeergebnisse je Fall zeigte sich bei 8,4% (n=14) eine simultane Farbung fir beide Antikorper.

Simultane p16'NK4A- und p53-Positivitat: In 7 Fallen mit auswertbarer DNA, die eine simultane Farbung
fir beide Antikdrper gezeigt hatten, wurde eine HPV-Analyse durchgefiihrt. Bei 5 Fallen lag HPV (Typ 16,
33) vor.

Vergleich Primartumor und Metastase: Im Gegensatz zu den p53-Farbeergebnissen zeigte sich beim
Vergleich der p16NK4A-Farbeergebnisse flr die Primartumore und deren Lymphknotenmetastasen in allen

Fallen eine identische Expression.

Ergebnisse der Korrelationsanalyse: Die Korrelationsanalyse ermittelte signifikante Ergebnisse in
Bezug auf die Nikotinanamnese. Nichtraucher wiesen signifikant haufiger p16/NK4A-positive Karzinome auf
(p<0,001). Im Gegensatz dazu wurden bei Rauchern signifikant haufiger p53-positive Tumore festgestellt
(p=0,001). Im Vergleich zu den p16NK4A-negativen Karzinomen waren p16/NK4A-positive

Tonsillenkarzinome signifikant haufiger schlecht differenziert (p=0,021).

Ergebnis der Uberlebensanalyse: Die Patientengruppe mit p16N<4A-positiven Karzinomen wies einen
signifikanten Uberlebensvorteil jeweils im Vergleich zu den Patienten mit p16/N<4A-negativen und p53-

positiven Karzinomen auf.

Resiimee: In der vorliegenden Studie war im Gegensatz zur Literatur keine eindeutige Abgrenzung der
Tonsillenkarzinome in zwei unterschiedliche Tumortypen mdglich. Jedoch zeigte sich ein eindeutiger
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit p16N<4A-positiven Tonsillenkarzinomen. Demnach ist die
immunhistochemische Farbung fur Antikorper gegen p16/NK4A und p53 ein geeignetes Verfahren, um
prognostische Aussagen zum Gesamtlberleben treffen zu konnen. Dariiber hinaus ist der
immunhistochemische Nachweis flir Antikorper gegen p16INK4A ein exzellentes Mittel, um bei einem

,Cancer of Unknown Primary“ — (CUP)-Syndrom — die Lokalisation des Primartumors einzugrenzen.
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cTNM chirurgischer Befund der Tumorausdehnung, Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen

CUP Cancer of Unknown Primary

DAB Diaminobenzin

DNA Desoxyribonukleinsaure

ExpR Expressionsrate

HE Hamatoxylin-Eosin

HPV Humanes Papillomvirus

IHC Immunhistochemie

Ca Karzinom

OPSCC Plattenepithelkarzinom des Oropharynx

0S Gesamtuberleben

PCR Polymerasekettenreaktion

PEC Plattenepithelkarzinom

PFS progressionsfreies Uberleben

pM pathologischer Fernmetastasen-Befund

pN pathologischer Lymphknotenmetastasen-Befund

pT pathologischer Befund der Tumorausdehnung

pV, pL, pPn pathologischer Befund der Invasion in Venen (V), Lymphgefale (L),

Perineuralscheide (Pn)
Rb-Protein Retinoblastomprotein

Rb-E2F-Komplex Retinoblastom-E2F-Komplex
TCa Tonsillenkarzinom = Plattenepithelkarzinom der Tonsilla palatina
TMA Tissue Microarray

UICC-Klassifikation  Gruppierung der Karzinome bezlglich der TNM-Kategorien der Union
internationale contre le cancer
WHO World Health Organization
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EINLEITUNG

l. EINLEITUNG

1.1  EPIDEMIOLOGIE

In den letzten Jahrzehnten wurde in Bezug auf die oropharyngealen Tumore, insbesondere der
Plattenepithelkarzinome, eine stetige Zunahme der Neuerkrankten beobachtet.'? Lokalisiert werden
diese Karzinome haufig in der Gaumenmandel.'34 Karzinome im Kopf-Hals-Bereich stehen bezuglich der
Haufigkeit aller Krebserkrankungen an sechster Stelle.!56 Weltweit erkranken jedes Jahr Uber eine halbe
Millionen Menschen an einem Kopf-Hals-Tumor.".7 Mit jahrlich 500.000 Neuerkrankungen und 271.000
Todesféllen liegt die globale Sterberate bei 50% .82 Nach aktuellen Angaben des Robert Koch-Instituts
wurde im Jahr 2010 in Deutschland bei 9.340 Mannern und 3.490 Frauen ein Mundhdhlen- und
Rachentumor diagnostiziert.!® Zugleich wurde festgestellt, dass die Zahl der Erkrankungen bei Mannern
stagniert.0 Laut standardisierter Sterberate starben im Jahr 2010 in Deutschland 7,2 Manner und 1,8
Frauen bezogen auf 100.000 Personen an den Folgen von Krebserkrankungen der Mundhdhle und des
Rachens.0 Innerhalb Deutschlands wurden die hdchsten Erkrankungs- und Sterberaten bei Frauen in
Hamburg und Bremen und bei Mannern in Mecklenburg-Vorpommern ermittelt.’0 Im internationalen
Vergleich ergeben sich fir Manner in Frankreich und fiir Frauen in Danemark die hdchsten
Erkrankungsraten.’® Bezogen auf die Tumorerkrankungen im gesamten Kopf-Hals-Bereich lag die
relative Uberlebensrate zwischen 2009 und 2010 in Deutschland fiir Manner bei 48% und fiir Frauen bei
61%.10

1.2 ATIOLOGIE

Wie in vielen Studien ausflhrlich beschrieben, ist die Entstehung von Krebserkrankungen durch einen
multifaktoriellen Prozess gekennzeichnet.”12 Die signifikanten &tiologischen Faktoren sind:
Tabakkonsum und lberméaRiger Konsum von Alkohol."3'4 Aber auch der Betelnusskonsum, der in
asiatischen Landern sehr verbreitet ist, gilt als ein relevanter Risikofaktor.15.16 Darlber hinaus begunstigen
ein schwaches Immunsystem, eine einseitige, vitaminarme Ernahrung, eine schlechte Mundhygiene
sowie die mechanische Reizung der Mundschleimhaut, z. B. durch schlecht sitzende Prothesen die
Entstehung eines Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich.10.11.16 Eine Infektion mit dem Humanen Papillomvirus
(HPV), insbesondere der Tonsilla palatina, ist ebenfalls mit oropharyngealen Karzinomen assoziiert.'7.16
Einige Studien weisen darauf hin, dass eine orale HPV-Infektion vom Sexualverhalten und der Anzahl
von Sexualpartnern abhéngt.®18-20 Die Patientengruppe, bei der dies beobachtet wurde, konsumierte

weder Nikotin noch Alkohol und war jinger als die Patientengruppe mit Nikotin-/Alkohol-assoziierten

1
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Tumoren.2'22 Jedoch ist auch nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft die Ursache fiir die

Entwickung von HPV-assoziierten Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich noch nicht eindeutig geklart.23.24

Eine Vielzahl von Studien belegen, dass die oropharyngealen Ca bzw. die Tonsillenkarzinome (TCa) in
Nikotin-/Alkohol-assoziierte TCa und HPV-assoziierte TCa unterteilt werden kdnnen.62025.26 Beide

Tumortypen weisen unterschiedliche Pathogenesewege auf.2728

Auf biomolekularer Ebene betrachtet, treten Mutationen des TP53 verstarkt bei Patienten mit einer
positiven Nikotin- und Alkoholanamnese auf.2520 TP53 ist ein bekanntes Tumorsuppressorgen.?® Das
Genprodukt p53 hat im Zellzyklus die Aufgabe, DNA-Schaden zu beheben und unter Umstanden die
Apoptose einzuleiten.2® Die gestorte Funktion des Proteins p53 lasst die Replikation und
Zelldifferenzierung von abnormalen Zellen zu.30 Durch ihre Akkumulation in der Zelle bilden sich maligne
Neoplasien.® Eine Stdrung des p53-Signalweges durch Genmutation, Proteininaktivierung oder andere
negative Modifikationen I&sst sich in mehr als 50% der Félle bei Plattenepithelkarzinomen (PEC) im Kopf-
Hals-Bereich feststellen.3 Dagegen tritt eine Uberexpression des Proteins p16INk4A bei HPV-assoziierten

Ca auf.9.231

HPV umfasst mehr als 100 Subtypen, diese werden in ,high-risk und ,low-risk“ Typen unterteilt.6.32 90%
der HPV-positiven oropharyngealen Karzinome werden durch den HPV ,high-risk* Typ 16 verursacht.22.33
Damit sich die HPV replizieren und eine Zelle infizieren konnen, missen sie in Kontakt mit den
teilungsfahigen Basalzellen des Epithels kommen.28 Das lymphatische Gewebe der Tonsille sowie die
Oropharynx- und Mundschleimhaut sind durch ein mehrschichtiges Plattenepithel begrenzt.?8 Jedoch
werden die Krypten der Gaumenmandel von einem teilweise einschichtigen Epithel ausgekleidet, das der
Basalzellschicht entspricht.26 Man vermutet, dass die Viren dadurch einen erleichterten Zugang zu den
Basalzellen haben und diese infizieren kdnnen.26.195 Die virale Infektion ist ein friher Prozess, den die
viralen Onkoproteine E1 und E2 veranlassen.? Das virale Onkoprotein E5 fordert die Proliferation, indem
es unterschiedliche Wachstumsfaktor-Rezeptoren stabilisiert.26 Eine Schlisselrolle bei HPV-assoziierten
Ca haben die viralen Onkoproteine E6 und E7.34352622 Diese werden Uberwiegend in den suprabasalen
Zellen gebildet.266 Sie greifen in die Regulation des Zellzyklus ein, indem sie an Hauptregulatorproteine
binden und deren Funktion direkt oder indirekt beeinflussen.3637 Dies filhrt zur Immortalisierung und
malignen Transformation der Wirtszelle.?6:35 Das Protein p16INK4A ist ein Cyklin-abhéngiger Kinase-4-
Inhibitor, der die im G1-Zyklus vorkommenden Cyklin-abhangigen Kinasen, Cdk4 und Cdk6 hemmt und
somit eine negative Wirkung auf die Zellproliferation hat.38:39.2837 Das p16INK4A-Protein unterliegt einem
negativen Feedback-Mechanismus.#041 Eine Uberexpression entsteht, da der negative Feedback-
Mechanismus durch die viralen Onkoproteine gehemmt wird.4042 Dies flihrt dazu, dass es in der Zelle zu

einer hohen Konzentration von p16INK4A kommt, welches aber funktionell inaktiv ist.2642 Anhand von
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immunhistochemischen Verfahren konnen diese Mechanismen, das heilt, die Akkumulation des
mutierten p53-Proteins und die Uberexpression des p16-Proteins, durch spezifische Antikorper erfasst

werden.26:22

1.3  KLINISCHE UND BILDGEBENDE DIAGNOSE

Im Gegensatz zu den Mundhéhlenkarzinomen verlaufen die frihen Stadien der oropharyngealen
Karzinome oftmals symptomlos und sind durch eine visuelle Kontrolle kaum zu erfassen.#344.18 Dies hat
zur Folge, dass die Mehrheit der oropharyngealen Tumore erst in einem spaten Stadium diagnostiziert
wird.15.18 Haufig wird als erstes Zeichen eines TCa eine Lymphknotenmetastasierung im Halsbereich
festgestellt.'83" Typisch flr die Lymphknotenmetastasen ist ihre zystische Gestalt.45.8 Als weitere
Symptome kommen Halsschmerzen und Schluckbeschwerden hinzu.'543 Da evaluierte Screening-
Untersuchungen fur Kopf-Hals-Tumore noch nicht die Regel sind, ist besonders der behandelnde
Zahnarzt angewiesen, im Rahmen der zweimal jahrlich empfohlenen systematischen Untersuchung der

Mundhohle und des Rachens auf derartige Hinweise zu achten.4647

Als verdachtig gilt jede Lasion, die sich nach einer Beobachtung und Therapie von zwei Wochen nicht
zurlickbildet und sich nicht eindeutig einer definierten Grunderkrankung oder Ursache zuordnen Iasst.4448
Besonders bei Personen mit einem bestimmten Risikoprofil, wie z. B. hoherem Alter und einer positiven
Nikotin- und Alkoholanamnese sollten regelmaRige Kontrollen erfolgen.4446 Bei Verdacht auf eine
potenziell maligne Lasion sollte eine Probebiopsie erfolgen.44 Bestatigt sich der Verdacht histologisch,
wird anschlieBend eine Panendoskopie durchgefiihrt, um auch die nicht einsehbaren Bereiche wie den
Hals- und Rachenraum auf mogliche kanzerogene Prozesse zu kontrollieren.#4 Bei visuell
diagnostizierten ulzerativen Prozessen sind bildgebende Methoden (Magnetresonanztomografie,
Computertomografie) das Mittel der Wahl, um die Ausdehnung des Karzinoms sowie Sekundarkarzinome
und Fernmetastasen auszuschlielBen.4”.> Falls kein Primartumor feststellbar ist, jedoch
Lymphknotenverhartungen im Halsbereich ertastet werden, wird zuerst sonografiert, um magliche
Metastasen zu diagnostizieren#” Bei der anschlieRenden pathologischen Diagnostik werden

standardisierte immunhistochemische Verfahren angewandt.49.50.21
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1.4 PATHOLOGISCHE DIAGNOSE
141 HISTOPATHOLOGISCHER DIFFERENZIERUNGSGRAD

Plattenepithelkarzinome (PEC) sind die haufigsten malignen Tumore des Oropharynx.5'52 Das Grading
dient der histopathologischen Beschreibung des Differenzierungsgrades der Karzinome .53 Es gibt an, wie
sehr sich die entarteten Zellen von den Zellen des Ausgangsgewebes unterscheiden.?? Die Klassifikation
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterscheidet zwischen gut (G1), maRig (G2), schlecht/wenig
(G3) und undifferenzierten (G4) PEC (Tab. 1).53

Grad Histopathologisches Grading

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1 gut differenziert

G2 maRig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert

Tab. 1: Histopathologisches Grading der Oropharynxkarzinome53

1.4.2 HISTOPATHOLOGISCHE SUBTYPEN

Invasive PEC bestehen aus atypischen epithelialen Tumorzellformationen, die in das subepitheliale
Stroma infiltrierend und destruierend einwachsen.!® Die Zellen neigen zur Verhornung und je nach
Differenzierungsgrad bilden sich sogenannte Hornperlen aus, die vor allem bei gut differenzierten PEC
zu finden sind.'® Des Weiteren sind die Kernpleomorphie, die Haufigkeit von atypischen Mitosen oder die
Kernhyperchromasie typische Charakteristika der Tumorzellen.'844 In der Tumorumgebung findet sich
haufig ein gemischtzelliges Entziindungsinfiltrat.#¢ Der grofkte Teil der PEC prasentiert sich
makroskopisch als exophytische, ulzerative oder kombinierte Lasion.'8 Exophytische Lasionen sind
seltener und weniger infiltrativ wachsend als ulzerative Lasionen.’® ,Low grade“ Tumore sind starker
verhornt, haben seltener atypische Mitosen und sind besser differenziert.8 Die PEC werden laut der WHO
in verrukdse, basaloide, papillare, spindellzellartige, akantolytische, adenosquamédse und

lymphoepitheliale Subtypen unterteilt.53

Verrukoses Karzinom: Dieses ist ein gut differenziertes, zunéchst exophytisch, spater auch
endophytisch wachsendes Ca.® Klinisch sind leukoplakische und erythroplakische Veranderungen der

Mundschleimhaut zu erkennen.® Es wachst langsam, jedoch infiltrativ und kann bei Fortschreiten
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umliegende Strukturen destruieren.5' Das verrukdse Ca metastasiert erst im spateren Verlauf.5
Histologisch befinden sich an der oberflachlichen Schicht verhornende Areale.5! GroRe Tumorzellen sind
in der basalen Schicht in Verbanden angeordnet.>" Es gibt geringe Zellatypien und die Mitoserate ist
unauffallig.5153 Die fokale Dysplasie und Atypien sind auf die basale Schicht begrenzt.5'53 Das verrukdse
Karzinom ist schwer zu diagnostizieren, da die Lasion auf den ersten Blick zytologisch nicht als maligne

zu erkennen ist.5' Daher ist eine sichere Diagnose an oberflachlichen Biopsien oft nicht mdglich.5

Basaloides Karzinom: Das basaloide Ca weist makroskopisch eine exophytische, knotige Gestalt mit
zentraler Nekrose auf®' Es handelt sich um einen aggressiv wachsenden, gering differenzierten und
histologisch deutlich zu erkennenden Subtyp.52 Dieser Tumor hat den Trend, submukés zu wachsen und
eine zentrale Ulzeration aufzuweisen.2 Er besteht aus pleomorphen, basaloiden Zellen, die nestartige
Verbande bilden.2 Das basaloide Ca ist ein zweiphasiges PEC mit basaloiden und verhornenden
Elementen.2 In der Literatur wird berichtet, dass HPV-assoziierte PEC vermehrt eine basaloide Form

aufweisen.’2 Ein Metastasierungsrisiko besteht bei zwei Dritteln der Tumore.53

Lymphoepitheliales Karzinom: Das lymphoepitheliale Ca ist ein seltenes, undifferenziertes Ca mit
prominenten reaktiven lymphoplasmatischen Infiltraten.52 Es zeichnet sich durch ein aggressives
Wachstum aus und neigt zu Lymphknoten- und Fernmetastasen.5? Dieser Subtyp ist haufig mit dem
Epstein-Barr-Virus assoziiert.53 Die seltenen histopathologischen Subtypen der oropharyngealen

Karzinome sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt (Tab. 2).

Subtyp Histologie

Lymphoepitheliales undifferenziertes Ca, aggressives Wachstum, prominente reaktive

Karzinom® lymphoplasmatische Infiltrate, mit Epstein-Barr-Virus assoziiert

oberflachliche Invasion ohne Perineuralscheiden-, Gefalt- und Knocheninfiltration,
vergroRerte Zellkerne mit prominenten Nukleoli, kaum Zytoplasma, geringe
oberflachliche Verhornung, atypische Mitosen, Zellatypien, rezidiv-freudig,
Lymphknotenmetastasierung

morphologisch als zweiphasiger Tumor mit epithelialen und spindelzellférmigen
spindelzelliges Komponenten, gut differenziert, oberflachliche Hornperlen in Nestern angeordnet,
maRiger Kernpleomorphismus, erhéhte Mitoserate, spindelférmige Zellen,
schnelles, aggressives Wachstum

inselformig angeordnete verhornende Epithelzellen im Stratum

papillires Karzinom525!

Karzinom5'18

akantholytisches spinosum, pseudoglandulére Gestalt der Zellen, Aufldsung der Interzellularbriicken
Karzinom? (Spaltbildung zwischen den Zellen)

adenosquamoses gut und schlecht differenzierte Bereiche, Hornperlenformationen, ausgepragte
Karzinoms' Interzellularbrlcken, atypische Mitosen, pleomorphe Zellgestalt, Dyskeratosen,

haufig Perineuralscheideninvasionen, starke Lymphknotenmetastasierung
Tab. 2: Aufgefiihrt sind die seltenen histopathologischen Subtypen der oropharyngealen Karzinome.5452
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1.4.3 TNM-KLASSIFIKATION

Das TNM-System zur Beschreibung der anatomischen Ausbreitung von Tumoren beruht auf der
Charakterisierung von drei Komponenten34: die Ausbreitung des Primértumors (T), die Ausbreitung in
regionaren Lymphknoten (N) und das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen (M) (Tab.
3,4,5).1554 Durch das Hinzufligen von Ziffern wird die Ausbreitung der malignen Erkrankung angezeigt:
TO, T1, T2, T3, T4; NO, N1, N2, N3; MO, M1.

Die postoperative pathologische Klassifikation (pTNM) wird fiir die Indikation der fortflihrenden Therapie

verwendet und liefert zusatzliche Daten, um die Prognose abzuschatzen.

Nach der Festlegung der TNM-Kategorien kénnen diese zu UICC-Stadien gruppiert werden (Tab. 6).54.15
Durch die Zuordnung des Tumors zu einem bestimmten Stadium (Staging) lassen sich prognostisch
homogene Patientengruppen bilden.5* Patienten einer Gruppe weisen beziiglich ihrer Uberlebensraten
ublicherweise ahnliche Werte auf.> Das klinische Stadium ist entscheidend fiir die Behandlungsplanung

und Prognosebeurteilung und erleichtert den interdisziplinaren Informationsaustausch.>

T-Kategorien Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

LK Tumor 2 cm oder weniger in groRerer Ausdehnung

T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in groRerer Ausdehnung

T3 Tumor mehr als 4 cm in groBerer Ausdehnung

T4a Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in duere Muskulatur der Zunge ( M. genioglossus,

M. hyoglossus, M. palatoglossus, M. styloglossus), Kieferhdhle oder Gesichtshaut

Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus pterygoideus oder Schadelbasis oder

T4b umschlieRt die A. carotis interna

Tab. 3: T-Kategorien der Oropharynxkarzinome; beziehen sich auf die Ausdehnung des Tumors.%415
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N-Kategorien Regionére Lymphknoten
NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase(n) in solitarem ipsilateralen Lymphknoten, 3 cm oder weniger groer Ausdehnung

Metastase(n) wie nachfolgend beschrieben:
N2a Metastase(n) in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten, mehr als 3 cm, aber nicht mehr als 6
cm in grofter Ausdehnung
N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in grofiter
N2 Ausdehnung
N2¢ Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 ¢cmin

grofiter Ausdehnung

N3 Metastase(n) in Lymphknoten, mehr als 6 cm in groBter Ausdehnung

Tab. 4: N-Kategorien der Oropharynxkarzinome415

M-Kategorien Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tab. 5: M-Kategorien fiir Oropharynxkarzinome®.15

TNM-Klassifikation

Stadium T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium I T2 NO MO
Stadium [l 1,72 N1 MO

T3 NO, N1 MO

Stadium IVa T1,T2,T3 N2 MO
T4a NO,N1,N2 MO

Stadium IVb T4b jedes N MO
jedes T N3 MO

Stadium IVc jedes T jedes N M1

Tab. 6: UICC-Stadiengruppierung der Kopf-Hals-Tumore5415
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1.4.4 RESIDUALTUMOR-KLASSIFIKATION

Das Fehlen oder Vorhandensein eines Residualtumors nach einer chirurgischen Behandlung wird durch
die R-Klassifikation beschrieben (Tab. 7).54 Sie spiegelt die Effekte der Operation wider und beeinflusst

das weitere therapeutische Vorgehen.%

R-Klassifikation Residualtumor

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO kein Residualtumor

R1 mikroskopischer Residualtumor

R2 makroskopischer Residualtumor

Tab. 7: Residualtumor-Klassifikation®

1.4.5 FAKULTATIVE DESKRIPTOREN

Diese Zusatzklassifikationen geben Aufschluss Uber die Invasion des Tumors in die Venen (V), die

Lymphgefale (L) und Perineuralscheiden (Pn) (Tab. 8).5 Sie gelten als zusatzliche Parameter bei der

Therapieentscheidung.

Veneninvasion (V) LymphgefaRinvasion (L) Perineurale Invasion (Pn)
VO = keine L0 = keine Pn0 = keine
V1 = mikroskopisch L1 = Invasion vorhanden Pn1 = Invasion vorhanden

V2 = makroskopisch - -

Tab. 8: Fakultative Deskriptoren der Kopf-Hals-Tumore5*

1.5 THERAPIE

Um die Therapie planen zu kénnen und mdégliche Komplikationen und Risiken abzuwagen, muss bei die
Krankengeschichte des Patienten erfasst werden und die soziale und die Familienanamnese erfolgen. 18
Ein weiterer essenzieller Faktor bei der Behandlung von Kopf-Hals-Karzinomen ist die interdisziplinare
Abstimmung innerhalb von Tumorboards unter Beteiligung der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie,
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Strahlentherapie, Onkologie, Pathologie und Radiologie.#”:'5 Zu den
Therapiemdglichkeiten gehdren die chirurgische Entfernung des Tumors, Radiotherapie und
Chemotherapie.?® Die therapeutischen MaBnahmen fiir PEC mit HPV unterscheiden sich bislang nicht
von denjenigen flr HPV-negative PEC.56:3¢ Jedoch zeigen Studien, dass ein positiver HPV-Status mit in

die Behandlungsentscheidung einbezogen werden sollte, da HPV-assoziierte Ca sensibler auf eine

8
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Radiotherapie reagieren.2257 Entscheidend fir die Wahl der jeweiligen Behandlung sind die TNM-
Klassifikation, der Status der Resektionsrander und die Lokalisation des Primartumors; in manchen Fallen
auch der histopathologische Differenzierungsgrad, die Tumordicke, Perineuralscheideninvasion,
LymphgefaRinvasion sowie Veneninvasion.%59 Individuelle Faktoren wie Vorerkrankungen, Alter und

Patientenpraferenzen mussen ebenfalls berticksichtigt werden.34

Bei geringer Tumorausbreitung (T1, T2) wird die chirurgische Therapie oder die Radiotherapie angewandt
(Tab. 9).60.1561 Bej Patienten mit fortgeschrittenem, nicht operablem Mundhdhlenkarzinom soll besonders
in den Altersgruppen bis 70 Jahre eine primare Radiochemotherapie einer alleinigen Radiotherapie
vorgezogen werden.4761 Eine postoperative Radio- oder Radiochemotherapie wird bei fortgeschrittenen
T-Kategorien (T3/T4), knappen oder positiven Resektionsrandern, perineuraler Invasion, GefaRinvasion
und Lymphknotenbefall eingesetzt (Tab. 9).156" Laut den Literaturangaben weisen 15-30% der Patienten
mit einem negativen Lymphknotenmetastasen-Befund (NO-Kategorie) haufiger okkulte Metastasen
auf.47.6081 Damit das Risiko flir ein Rezidiv gering bleibt, wird bei diesen Patienten eine prophylaktische

Lymphknotenausraumung oder eine Radiotherapie durchgefiihrt (Tab. 9).47.15.60

Insbesondere fiir TCa gibt es zu wenige Studien, die Uber eine geeignete Therapie berichten.8® Das
aggressive, regionale und sehr oft nicht diagnostizierbare Wachstum von TCa kommt erschwerend
hinzu.8 Auch hier wird eine multimodale Therapie empfohlen.t0 AbschlieRend sollte ein Nachsorgeplan
erstellt werden.'> Dieser beinhaltet unter anderem kaufunktionelle Rehabilitation, Sprech- und
Schluckrehabilitation, psychosoziale Beratung und Betreuung.!> Aulerdem sollten die Patienten in ein
Recall-Programm aufgenommen werden, damit ein erneutes Auftreten des Karzinoms friihzeitig erkannt
wird."> Nach dem fiinften Jahr ohne Rezidiv kommen die Ublichen Friherkennungsmalnahmen zur
Anwendung.'s Die nachfolgende Tabelle veranschaulicht die TherapiemalRnahmen in Abhangigkeit von
der TNM-Klassifikation (Tab. 9).

T-Kategorien  N-Kategorien  Chirurgische Therapie =~ Neck-Dissection Radiotherapie

Tis NO ja nein nein

. . ja, inklusive

T1 NO nein nein Halslymphknoten

T1,T2 NO ja SND nein

. . ja, inklusive
T1,T2 NO nein nein Halslymphknoten
T2-T4 N1-N3 ja MRND, RND ja, postoperativ
T3,T4 N1-N3 inoperabel nein primar®

Radiochemotherapie

Tab. 9: Therapiemalinahmen in Abhangigkeit von der TNM-Klassifikation (Abkdrzungen: SND — selektive Neck-
Dissection, MRND - modifizierte radikale Neck-Dissection, RND - radikale Neck-Dissection)®!
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1.6 PROGNOSE

Die Prognose von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren ist von klinischen und histopathologischen Faktoren
abhangig.®® Sie richtet sich nach dem Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, der
Lokalisation, den Resektionsrandern nach chirurgischer Entfernung, der Metastasierung, perivaskularer
Invasion und perineuraler Invasion.® Des Weiteren kann auch der histopathologische Subtyp bedeutsam
sein; z.B. haben adenosquamése und basaloide Karzinome eine hdhere Metastasierungsneigung als
verrukdse Ca und demzufolge eine schlechtere Prognose.®2 Ein entscheidende Faktor bei TCa ist der
Lymphknotenmetastasen-Befund 5263 Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei TCa betragt im Durchschnitt etwa
25-60%. Im Stadium | liegt sie bei etwa 65-93%), im Stadium Il bei 40-80%, im Stadium Il bei 30-50% und
im Stadium IV bei 3-35% .54 Viele Studien belegen, dass sich HPV-assoziierte oropharyngeale Karzinome
hinsichtlich des Verlaufs, der Uberlebensrate und weiteren klinisch-pathologischen Parametern von den
nicht HPV-assoziierten Ca unterscheiden.2026556 Dariiber hinaus haben Patienten mit HPV-positiven

Karzinomen eine besser Prognose als Patienten mit HPV-negativen Ca.26:55.22.25

10
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1. ZIELSETZUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden Tonsillenkarzinome retrospektiv immunhistochemisch untersucht. Die
Gewebeproben stammten von Patienten, die in den Jahren 2000 bis 2013 in der Universitatsmedizin
Rostock in Behandlung waren, und wurden vom Institut flir Pathologie zur Verflgung gestellt.

Um diese klinisch-pathologisch zu charakterisieren, wurden die immunhistochemischen Farbeergebnisse

mit den Klinisch-pathologischen Daten korreliert. Zudem wurde eine Uberlebensanalyse durchgefiihrt.
Die Untersuchung verfolgte die Fragestellung, ob sich beim TCa zwei Tumortypen, d.h. Nikotin-/Alkohol-

und HPV-assoziierte Karzinome abgrenzen lassen, die sich auf klinisch-pathologischer und

prognostischer Ebene voneinander unterscheiden.

11
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Ill. MATERIAL UND METHODEN

3.1  ERSTELLUNG DER TUMORDATENBANK

Aus der Datenbank des Instituts flr Pathologie der Universitat Rostock konnten mit der pathologischen
Software ,Pathix Rev* Patientenfalle der Jahre 2000 (Januar) bis 2013 (September) erfasst werden, bei

denen Karzinome der Gaumenmandel als Primartumor diagnostiziert worden waren.

Datentyp Patientendaten

Patientendaten Name, Alter, Geschlecht, Alkohol- und Nikotinanamnese

Diagnosedatum, Lokalisation, Sterbedatum, cTNM-Klassifikation, Therapieart,

linische Daten Datum der Rezidiv- und Progressionsdiagnose

histopathologische Eingangsdatum, lIdentifikationsnummer, Differenzierungsgrad, Stadieneinteilung,
Daten pTNM-Klassifikation, Subtyp

Tab. 10: Aufgefiihrt sind die Daten, die zur Erstellung der Tumordatenbank fir Tonsillenkarzinome verwendet
wurden. (Abkdrzungen: cTNM - chirurgischer Befund TumorgroRe, Lymphknotenbefall und Fernmetastasen-
Befund, pTNM - pathologischer Befund TumorgréRe, Lymphknotenbefall und Fernmetastasen-Befund).

Die histopathologischen Daten und die klinischen Daten wurden aus der internen Befunddatenbank des
Institutes flir Pathologie (Pathix) entnommen (Tab. 10). Einige klinische Daten wie das Sterbedatum, die
cTNM-Klassifikation, die Therapieart, das Datum der Rezidiv- und Progressionsdiagnose stammten aus
dem Krebsregister Rostock. Anhand dieser Daten konnte das progressionsfreie Uberleben (PFS) und das
Gesamtliberleben (OS) ermittelt werden. Die Angaben zur Alkohol- und Nikotinanamnese des
Patientenkollektivs konnten durch Einsicht in die Krankenakten aus der Otto-Kdrner-HNO-Klinik der
Universitat Rostock gréRtenteils komplettiert werden. Die Patientendaten wurden mittels Excel-Programm

Windows 2013 verarbeitet und gemaR der allgemeinen Datenschutzrichtlinie anonymisiert.

12
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3.2  TISSUE-MICROARRAY-TECHNIK

Die von Kononen et al. entwickelte Tissue-Microarray(TMA)-Technik ist eine zeit- und kostengiinstige

Methode, mit der Hunderte von Gewebeproben simultan untersucht werden konnen (Abb. 1A).65

Abb. 1A: Die Abbildung zeigt das schrittweise Herstellen eines Tissue Microarrays.%

3.21 ERSTELLUNG DER TMA

Als Erstes erfolgte eine schematische Erstellung der TMA mittels des Excel-Programms Windows 2013
(Abb. 1B). Hiermit war es mdglich, die genaue Reihenfolge und Platzierung der einzelnen Gewebeprobe
zu erfassen, damit diese spater identifiziert werden kénnen. Die in einem Paraffinblock eingebetteten
Gewebe wurden mit den entsprechenden Hamatoxylin-Eosin(HE)-Schnittpraparaten aus dem
pathologischen Archiv Rostock entnommen und anschlielend wurden diese von einer Fachéarztin flr
Pathologie mikroskopisch begutachtet. Sofern vorhanden, wurden Areale von Tumorgewebe auf dem
Objekttrager markiert, um diese beim Stanzvorgang des TMA mit dem dazugehdrigen Paraffinblock
(Spenderblock) zur Deckung zu bringen.® Die ausgestanzten Gewebeproben wurden ebenfalls in einen
Paraffinblock (Empfangerblock) tberflhrt, aus dem vorab ein festgelegter Bereich durch den identischen
Stanzvorgang entnommen worden war (Abb. 1A).85 Vom komplettierten Empfangerblock wurden 0,2-
0,3um dinne Paraffinschnitte fur die nachfolgende immunhistochemische Untersuchung genommen. 8667
In der nachfolgenden Tabelle sind die Stanzanzahl und die verwendeten Gewebearten aufgefiihrt (Tab.
).
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Anzahl der Stanzen (¢ 1,0 mm) Gewebeart

Tumorgewebe

Normalgewebe

3
3
3 dysplastisches Gewebe
3 Carcinoma-in-situ-Gewebe
3

Gewebe der Lymphknotenmetastasen

Tab. 11: Aufgefiihrt sind die Anzahl der Stanzen je Gewebeprobe und die Art des entnommenen Gewebes aus
dem Spenderblock.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15
1
= R1 R1
2
R2 R2 ==
3
= R3 R3
4
R4 R ==
5
™ RS RS
6
R6 R6 d4=m
7
= g7 R7
8
RS, Rg ==
9
= Ro R9
P1 P2 P3 P4 P5 P& P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15

Abb. 1 B: Dargestellt ist der Konstruktionsplan eines TMA aus dieser Arbeit. Ziel ist die genaue Identifikation jeder
einzelnen Gewebeprobe mit Hilfe des zuvor erstellten Konstruktionsplans, indem die Position, die Reihe und die
Reihenfolge festgelegt werden.
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Schnittpréparates

TMA-Blocke aus dieser Studie

Abb. 2: Die Abbildungen zeigen die hergestellten TMA-Bldcke sowie zwei mikroskopische Bildaufnahmen aus der
vorliegenden Arbeit.

3.3  IMMUNHISTOCHEMISCHES VERFAHREN

Es gibt viele verschiedene immunhistochemische (IHC) Verfahren, jedoch basieren alle auf der Affinitat
eines Primarantikdrpers zu einem spezifischen Bereich (Isotope) eines extra- oder intrazellular
vorkommenden Antigens.88 In dieser wurde die Avidin-Biotin-Komplex-Methode angewendet, das die
hohe Affinitat des Avidins bzw. Strepavidins fiir Biotin ausnutzt.%® Es bindet ein mit Biotin gekoppelter
sekundarer Antikorper an den priméren Antikérper.7068 Im néchsten Schritt erfolgt die Zugabe eines
Enzym-konjugierten (Strept)-Avidin-Biotin-Komplexes.” Das an diesen Komplex gebundene Enzym, die
Peroxidase, wird mit einem geeigneten Chromogen sichtbar gemacht.” Das am haufigsten verwendete
Chromogen ist das Diaminobenzidin (DAB), welches auch in dieser Studie zum Einsatz kam.™

3.3.1 ERSTELLUNG DER HAMATOXYLIN-EOSIN-SCHNITTPRAPARATE

Zur Bestimmung des Tumoranteils je Stanze wurde vorab von jedem TMA ein 1-2 um HE-Schnittpraparat

mittels des Farbeautomaten der Firma Leica (TypCV5030) nach Herstellerangaben angefertigt.
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3.3.2 DURCHFUHRUNG DER IMMUNHISTOCHEMISCHEN FARBEMETHODE

Die IHC- wurde von Mitarbeitern des Institutes flr Pathologie der Universitat Rostock mit dem
Farbeautomaten der Firma Dako, dem Autostainer Link 48, durchgeflhrt. Vorab wurden 2-3 um groRe
Schnitte jedes TMA-Blocks auf beschichtete Objekttrager dberflhrt. Nach entsprechender
Vorbehandlung erfolgte die automatisierte Immunfarbung flir Antikdrper gegen p16/NK4 und p53 mit DAB

als Chromogen (Tab. 12). Bei jeder Farbereihe wurden sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle

mitgefuhrt.

Protein Antikorperklon Hersteller Verdiinnung Vorbehandlung
p53 Klon DO-7 Dako Germany 1:100 Tris/EDTA-Puffer, pH9, 20 min bei
GmbH 97°C
p16INK4 Klon G175-405 BD 1:20 Tris/EDTA-Puffer, pH9, 20 min bei
Pharmingen™ 97°C

Tab. 12: Aufgefiihrt sind die in dieser Studie verwendeten Antikorperklone mit ihrer jeweiligen Verdlnnung und
Vorbehandlung.

3.3.3 BEWERTUNGSKRITERIEN DER P16/NK4A. yND P53-FARBUNG

Die lichtmikroskopische Auswertung der p16!NK4- und p53-Antikdrperfarbung erfolgte zusammen mit Frau

Dr. Zimpfer, einer Facharztin flr Pathologie, am Institut fiir Pathologie der Universitat Rostock. Bewertet

wurde die Kern- und die Zytoplasma-Farbung (Tab. 13).

Antikorperfarbung

p16INK4 negativ < 10% Kern- und Zytoplasma- positiv > 10% Kern- und Zytoplasma-
Farbung der Tumorzellen Farbung der Tumorzellen

p53 negativ < 10% Kern- und Zytoplasma- positiv > 10% Kern- und Zytoplasma-
Farbung der Tumorzellen Farbung der Tumorzellen

Tab. 13: Lichtmikroskopische Bewertungskriterien der p16™&4- und p53-Farbung

3.4 BIOMOLEKULARES VERFAHREN

Die HPV-Analyse erfolgte ebenfalls am Institut fir Pathologie der Universitat Rostock. Die
Desoxyribonukleinsaure (DNA) wurde aus Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Gewebeproben des

16



MATERIAL UND METHODEN

Karzinoms extrahiert, indem diese entparaffiniert und mit der Proteinkinase K aufgeschlossen wurden.2!
Die DNA Reinigung erfolgte mit dem Wizard DNA Clean-up-System (Promega, Madison, WI) nach
Anleitung. Vor der HPV-Subtypisierung erfolgte die Polymerasekettenreaktion (PCR), welche die
maogliche HPV-DNA amplifizieren sollte.2! Die Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt.2! Fir die Identifikation der HPV-Typen wurde das HPV Twe 3.5 LCD.Array Kit (Chipron,

Germany) nach Herstellerangaben angewandt.

3.5 STATISTIK

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit der IBM SPSS Statistics 22.0 Software. Flir einzelne
Parameter wurde die deskriptive statistische Analyse angewandt. Von allen Parametern und Ergebnissen
wurden der Durchschnittswert und die Standardabweichung ermittelt, sowie die absoluten und relativen
Werte einzelner Faktoren. PFS und OS wurden mit der Kaplan-Meier Methode analysiert und mittels Log-
Rank-Test berechnet. Um eine maogliche Korrelation zwischen den immunhistochemischen
Farbeergebnissen und den klinisch-pathologische Parameter zu analysieren, kam der Pearson x2 Test
zum Einsatz. Anhand der statistischen Testverfahren wurden alle p-Werte ermittelt. Werte < 0,05 wurden

als statistisch signifikant eingestuft.
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IV. ERGEBNISSE

4.1 PATIENTENKOLLEKTIV

Aus der Datenbank des Instituts flr Pathologie der Universitat Rostock konnten 193 Falle, bei denen ein
Karzinom der Tonsilla palatina als Primartumor diagnostiziert wurde, ermittelt werden. Bei 6 Fallen
handelte es sich um ein Carcinoma in situ (Cis), dadurch ergaben sich veranderte Werte in der
Gesamtzahl der Falle (n = 187). Von diesen Fallen befanden sich im pathologischen Archiv 169 in Paraffin
eingebettete Gewebeproben, die aus Biopsien und Resektionen der Gaumenmandel stammen.
Aulerdem lag von 27 Patienten Gewebematerial von Lymphknotenmetastasen vor. Die Gewebeproben
stammten von Patienten, die in den Jahren 2000 bis 2013 in der Universitatsmedizin Rostock in
Behandlung waren. Das Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung reichte von 36 bis 86 Jahre,
mit einem Mittelwert (+ Standardabweichung) von 58,02 + 9,8 Jahren. Der Medianwert lag bei 59 Jahren.
Das Patientenkollektiv umfasste 162 (83,9%) Manner und 31 (16,1%) Frauen. Dies entsprach einem

Geschlechterverhaltnis von 5:1.

4.2 KLINISCH-PATHOLOGISCHE DATEN

4.21 LOKALISATION

Das PEC war in 45,1% (n = 47) der Falle in der rechten Tonsilla palatina, in 50,3% (n = 97) in der linken

Gaumenmandel und in 4,7% (n = 9) beidseitig lokalisiert.

4.2.2 HISTOPATHOLOGISCHER DIFFERENZIERUNGSGRAD

Mit einem Prozentsatz von 49,2% (n=92) lag im eingeschlossenen Patientenkollektiv (n = 187) am
haufigsten ein undifferenzierte bzw. schlecht differenzierte PEC (G3/G4) vor. Das maRig differenzierte
PEC (G2) war zu 47,1% (n = 88) vertreten. Das gut differenzierte PEC (G1) war mit 3,7% (n=7) am
seltensten (Tab. 14). Die nachfolgende mikroskopische Abbildung zeigt die unterschiedlichen

Differenzierungsgrade der Tonsillenkarzinome (Abb. 3).
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Abb.3: Die Abbildung zeigt die verschiedenen histopathologischen Differenzierungsgrade der PEC der
Gaumenmandel (A: G1, B: G2, C: G3, D: G4, 200-fache VergroRerung; (Aufnahmen aus dieser Studie).

4.2.3 HISTOPATHOLOGISCHER SUBTYP

Mit 63,7% (n = 123) war die Uberwiegende Mehrheit der PEC vom nicht bzw. gering verhornenden Typ
(Tab. 14). Als zweithaufigster Subtyp wurde mit 19,7% (n = 38) das verhornende Karzinom ermittelt. Das
lymphoepitheliale PEC (5,7%) und das basaloide Ca (4,7%) lagen in Bezug auf ihre Haufigkeit eng
beieinander. Das spindelzellige PEC war mit 3,1% (n =6) am geringsten vertreten. Die absolute und
prozentuale Verteilung der Subtypen sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 14).
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Differenzierungsgrad Haufigkeit Prozent (%)
G1 7 3,7

G2 88 471
G3/G4 92 49,2
gesamt 187 100
histopathologischer W r
Subtyp Haufigkeit Prozent (%)
nicht/gering verhornendes PEC 123 65,8
lymphoepitheliales PEC 11 59
basaloides Karzinom 9 48
verhornendes PEC 38 20,3
spindelzelliges PEC 6 3,2
gesamt 187 100

Tab. 14: Tabellarisch dargestellt ist die absolute und prozentuale Verteilung der Differenzierungsgrade und der
Subtypen von Karzinomen der Tonsilla palatina. Das Gesamtkollektiv umfasste 193 Falle, jedoch handelte es sich
bei 6 Fallen um ein Carcinoma in situ (Cis), dadurch ergaben sich verénderte Werte in der Gesamtzahl (n = 187).

4.2.4 TNM-KLASSIFIKATION UND UICC-STADIENGRUPPIERUNG

Beim Vergleich der TumorgroRe nahm die T-Kategorie |l mit 42% (n = 55) den groften Anteil ein (Tab.
15). Insgesamt lag in 80,7% (n = 134) der Falle ein positiver Lymphknotenmetastasen-Befund vor. Als
haufigste Lymphknotenmetastasen-Kategorie (N-Kategorie) wurde die N2b mit 37,1% (n = 46) ermittelt
(Tab. 15). Eine Fernmetastasierung (M1-Kategorie) lag bei 12,1% (n =12) vor. Auerdem wurde bei
33,9% (n = 20) eine LymphgefaRinvasion (L) festgestellt. Eine Veneninvasion (V) lag bei 14,5 % (n = 8)
und eine perineurale Invasion (Pn) bei 11,1% (n =2) der Proben vor. Die Analyse der Verteilung der
Tumorstadien geméaB der UICC-Klassifikation ergab, dass das Stadium [Va mit 56% (n=89) am
haufigsten vertreten war (Tab.15). Weitere Daten bezglich der TNM-Klassifikation und der UICC-Stadien
sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 15).
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pT-Kategorien Haufigkeit Prozent (%)
Cis 6 45

| 25 18,7

I 55 414

i 34 25,6

v 13 9,8
gesamt 133 100
pN-Kategorien Haufigkeit Prozent (%)
NO 24 19,4

N1 23 18,5
N2a 13 10,5
N2b 46 37,1
N2c 18 14,5
gesamt 124 100
cM-Kategorien Haufigkeit Prozent (%)
cMo 109 87,9
cM1 15 12,1
gesamt 124 10
UICC-Stadiengruppierung Haufigkeit Prozent (%)
0 4 2,5

| 7 4.4

I 12 75

n 27 17

IVa 89 56

IVb 4 2,5

IVe 16 10,1
gesamt 159 100

Tab.15: Absolute und prozentuale Verteilung der TNM-Kategorien und der UICC-Stadien des PEC der Tonsilla
palatina

4.2.5 RESIDUALTUMOR-KLASSIFIKATION

Die folgende Tabelle zeigt die absolute und prozentuale Verteilung der Residualtumore. Davon wurden
451% (n=23) als mikroskopische Residualtumore (R1) und 3,9% (n=2) als makroskopische
Residualtumore eingestuft (R2) (Tab. 16).
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R-Kategorien Haufigkeit Prozent (%)
RO 26 51
R1 23 451
R2 2 39
gesamt 51 100

Tab.16: Absolute und prozentuale Verteilung der Residualtumore des PEC der Tonsilla palatina

4.2.6 NIKOTIN- UND ALKOHOLANAMNESE

Die folgenden Kreisdiagramme veranschaulichen die Nikotin- und Alkoholanamnese des Kollektivs. Zum
Zeitpunkt der Diagnose konsumierten 62,2% (n = 107) der Patienten Nikotin (Abb. 4A). Des Weiteren
gaben 63,5% (n =101) der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose an, taglich Alkohol zu trinken (Abb.
4B). Das Nichtraucherkollektiv umfasste sowohl Nichtraucher als auch Patienten, die in der
Vergangenheit geraucht (20,9%) hatten. Im Patientenkollektiv ohne Alkoholkonsum waren auch trockene
Alkoholiker (26,3%) enthalten.

Nikotinanamnese Alkoholanamnese

Nichtraucher
38% (n = 65)

kein Alkohol-
konsum 36,5%
(n=61)

Raucher 62%

(n=107) Alkohol-

konsum 63,5%
(n=101)

A B

Abb. 4A, B: Die Kreisdiagramme zeigen die Nikotin- und Alkoholanamnese des untersuchten Patientenkollektivs
zum Zeitpunkt der Diagnose.
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4.2.7 REziDIV

Bei 36,8 % (n=46) der Patienten trat im Zeitraum nach den priméren therapeutischen MalRnahmen ein
Rezidiv auf (Tab.17).

Rezidiv Haufigkeit Prozent (%)
kein Rezidiv 79 63,2
Rezidiv 46 36,8
gesamt 125 100

Tab. 17: Absolute und prozentuale Angaben zum Auftreten von Rezidivtumoren des PEC der Tonsilla palatina

4.3 AUSWERTUNG DER TMA

Mit Hilfe des Tissue-Microarray(TMA)-Verfahrens konnte das Karzinomgewebe (n =169) auf 11 TMA-
Blocke uberflhrt werden. Davon wurden 10 fur das Tonsillen-Karzinomgewebe verbraucht. Das Gewebe
der Lymphknotenmetastasen wurde auf einen separaten TMA-Block Uberfiihrt. Insgesamt lagen 1.401
Gewebestanzen vor. Von insgesamt 169 Fallen waren 166 (98,2%) auswertbar. Bei den verbliebenen 3
Fallen (0,8%) lieR sich kein Tumorgewebe im Schnittpraparat diagnostizieren. Das Gewebe der
Lymphknotenmetastasen war in 96% (n = 26) der Falle auswertbar. Die vergleichsweise geringe Anzahl

der Ausfalle kam dadurch zustande, dass jedes Karzinomgewebe pro Fall dreimal gestanzt wurde.

4.4 AUSWERTUNG DER P16!NK4A. yND P53 —FARBEERGEBNISSE

Bei insgesamt 77,1% (n = 128) der Proben war die p16/NK4A-AntikGrperfarbung positiv. 43,4% (n =72)
dieser Félle hatten eine schwache bis moderate Zytoplasma-Farbung, jedoch keine positive Kernfarbung.
Aus diesem Grund wurden sie als negativ gewertet. Bei 22,9% (n = 38) war weder eine Zytoplasma-
Farbung noch eine positive Kernfarbung erkennbar (Tab. 18, Abb. 5A). Eine moderate bis starke
Zytoplasma- und Kernfarbung in mehr als 10% des Tumorgewebes wurde bei 33,7% (n = 56) der Proben
festgestellt. Im gesunden Schleimhautgewebe zeigte sich fokal eine schwache Zytoplasma-Farbung flr
den p16!NK4A-Antikorper. Eine positive p53-Antikorperfarbung wurde bei 37,3% (n = 62) ermittelt (Tab. 18,
Abb. 5B). Im Falle der p53-Farbung musste bei mehr als 10% des Tumorgewebes eine starke

Kernfarbung festgestellt werden, um als positiv gewertet zu werden. Die absolute und prozentuale
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Verteilung der p16NK4A- und p53-Farbeergebnisse ist in der nachfolgenden Tabelle sowie in den
Kreisdiagrammen dargestellt (Tab.18, Abb. 5A,B).

Antikorperfarbung Bewertungskriterien Haufigkeit Prozent (%)

moderate bis starke Zytoplasma- und Kernfarbung

P16 positv (> 10% Tumorgewebe) 5 83,7
schwache bis moderatei Zytoplasma- und keine 72
p16NK4A negativ Kemfarbung 66,3
keine Zytoplasma- und keine Kernfarbung 38
starke Kernfarbung und moderate
P e Zytoplasma-Féarbung (> 10% Tumorgewebe) & Sl
p53 negativ keine Zytoplasma- und keine Kernfarbung 104 62,7
Tab. 18: Absolute und prozentuale Verteilung der p16/™NK4A- und p53-Féarbeergebnisse
p16-Farbung p53-Farbung

p16 positiv

p53 positiv
34% (n = 56)

37% (n = 62)

p53 negativ

16 negativ
f : 63% (n=104)

66% (n =110)

A B

Abb. 5 A, B: Die Kreisdiagramme zeigen die absolute und prozentuale Verteilung der p16NK#A- und p53-
Farbeergebnisse des PEC-Kollektivs der Gaumenmandel.

4.5 VERGLEICH DER P16/NK4A. yND P53-FARBEERGEBNISSE JE FALL

Der Vergleich der p16NK4A und p53-Farbung zeigte in einigen Fallen eine positive Farbung flr beide

Antikdrper. Das nachfolgende Kreisdiagramm veranschaulicht die absolute und prozentuale Verteilung
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beider Antikdrper je Fall (Abb. 6). 25,3% (n = 42) der Patienten hatten eine alleinige positive p16!NK4A-
Farbung, 28,9% (n = 48) waren nur p53-positiv (Abb. 6). Aullerdem wurde bei 37,4% (n = 62) weder eine
positive p16INK4A- noch eine positive p53-Farbung erfasst. Die simultane Farbung fir beide Antikorper
wurde bei 8,4% (n=14) der Proben festgestellt. Nach der erneuten mikroskopischen Begutachtung
wiesen die Falle mit einer simultanen Farbung eine heterogene Kernfarbung und eine starke Zytoplasma-
Farbung fir den p16/NK4A-Antikérper auf. Die p53-Positivitat ergab sich aus der starken Kernfarbung. In
den nachfolgenden lichtmikroskopischen Bildern wird der Vergleich der p16™NK4A und p53-Farbung bildlich
dargestellt (Abb. 7-10). Wegen der unklaren Wertigkeit der Falle mit einer Expression fir beide Antikdrper
wurde eine HPV-Analyse durchgefihrt (Abschnitt 4.6).

p16- und p53-Farbung je Fall

p16+p53+
8,4% (n = 14)

p16-p53-
37,4%(n = 62) p16+p53-
25,3% (n=42)

p16-p53+

0 =
|| p16+p53+ p16+p53- [ ] p16_p53+ = p16_p53_ 28,9 % (n 48)

Abb. 6: Absolute und prozentuale Verteilung der p16™¥4A- und p53-Farbung je Fall

Abb. 7A, B: Dargestellt ist ein Fall mit simultaner Expression der Antikérper (p16+p53+); Bild A zeigt die starke
Zytoplasma-Féarbung des p16Nk4A-Antikdrpers. Bild B zeigt eine starke Kernfarbung des p53-Antikérpers (Bild A:
p16NK4A-Expression, Bild B: p53-Expression, 100-fache VergroRerung). Herkunft: TMA 2 Reihe 7 Position 6
(Aufnahmen aus dieser Studie)
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Abb. 8A, B: Dieses Bild zeigt einen Fall mit einer positiven p16/NK*A-Farbung und einer negativen Antikdrperfarbung
gegen p53 (p16+p53-). (Bild A: p16!NK4A-Expression, Bild B: p53-Expression, 100-fache VergroRerung). Herkunft:
TMA 1 Reihe 2 Position 14 (Aufnahmen aus dieser Studie)

Abb. 9A, B: Dargestellt ist ein Fall mit einer ausschlieBlichen Positivitat gegen den p53-Antikorper (p16-p53+). Bild
A: p16-Expression, Bild B: p53-Expression, 100-fache VergroRerung). Herkunft: TMA 1 Reihe 3 Position 12
(Aufnahmen aus dieser Studie)

Abb. 10A, B: Dieses Bild zeigt einen Fall mit negativer Farbung gegen beide Antikérper (p16p53-). (Bild A: p16™NK4A-
Expression, Bild B: p53-Expression, 100-fache VergroRerung). Herkunft: TMA 2 Reihe 4 Position 1 (Aufnahmen
aus dieser Studie)
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4.6 HPV-ANALYSE

Die HPV-Analyse und -Subtypisierung wurde in den Fallen durchgeflihrt, die eine positive Expression fiir
beide Antikorper gezeigt hatten. Insgesamt wurden 14 Proben mit doppelt positiver Antikdrperfarbung
erfasst, also mit einer simultanen p16/NK4A- und pS3-Positivitat. Finf Falle konnten aufgrund ihres zu
geringen DNA-Gehalts nicht in die HPV-Analyse einbezogen werden. Von wiederum 2 Fallen war das
Tumorgewebe in den vorangegangenen Untersuchungen verbraucht worden. Demnach konnten 7 Falle
auf ihren HPV-Status untersucht werden, von denen 5 HPV-positiv waren (Tab. 19). Durch die
Subtypisierung wurden 4 Falle mit dem HPV-Hochrisikotyp 16 und ein Fall mit dem Subtyp 35 und 16
ermittelt (Tab. 19).

HPV-Analyse Anzahl

Subtyp 16 4
Subtyp 16/35 1
HPV negativ 2

Tab. 19: Ergebnisse der HPV-Analyse von Fallen, die eine simultane Férbung fiir Antikbrper gegen p16™NK4A und
p53 zeigten.

4.7 FARBEERGEBNISSE: PRIMARTUMOR UND METASTASE

Das Saulendiagramm zeigt die Ergebnisse des Vergleichs von Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen hinsichtlich der p16INK4A- und p53-Farbung (Abb. 11). In Bezug auf die p16/NK4A-
Expression wiesen die Primartumore und die dazugehorigen Metastasen eine identische Expression auf
(Abb. 11). Das nachfolgende lichtmikroskopische Bild veranschaulicht die p16NK4A-Expression eines
Primartumors und dessen Lymphknotenmetastase (Abb. 12A, B). Beim Vergleich der p53-Farbung der

Primartumore und deren Metastasen zeigte sich in 3 Fallen eine unterschiedliche Expression (Abb. 11).
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p16- / p53-Expression
® Primartumor = Metastase
18 17 17 17
16
14
£ 12
S 10
=
::t:B

O N P O ®

P16 POSITIV P16 NEGATIV P53 POSITIV P53 NEGATIV

Abb. 11: Vergleich der p16™N&4A- und p53-Farbeergebnisse der Primartumore und der Lymphknotenmetastasen

Abb. 12A, B: p16/™NKA-Expression eines Primartumors und dessen Metastase. (A: Metastase, B: Primartumor, 10-
fache VergréRerung) Herkunft: Bild A TMA Met R7P8, Bild B TMA 9 R7P8 (Aufnahmen aus dieser Studie)
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4.8 KORRELATIONSANALYSE

4.8.1 HISTOPATHOLOGISCHER DIFFERENZIERUNGSGRAD

Die nachfolgenden Abbildungen veranschaulichen die Korrelation der immunhistochemischen
Farbeergebnisse mit den Differenzierungsgraden (Abb. 13, Tab. 20). In Abbildung 13A sind die
Ergebnisse der Korrelation der Differenzierungsgrade mit der p16NK4A-Expression dargestellt. Von den
p16NK4A-positiven Karzinomen waren 61,1% (n = 33) schlecht und 38,9% (n =21) maRig differenziert
(Abb. 13A). Im Gegensatz dazu waren 39,6% (n = 40) der p16/NK4A-negativen Karzinome vom schlecht
differenzierten und 56,4% (n = 57) vom maRig differenzierten Typ. Die deskriptive Analyse ermittelte beim
Vergleich des Differenzierungsgrads in Abhangigkeit von der p16/NK4A-AntikGrperfarbung eine Signifikanz
(p =0,021). In Abbildung 13B sind die Ergebnisse der Korrelation der Differenzierungsgrade mit der p53-
Expression abgebildet. 37,5% (n = 21) der p53-positiven Karzinome waren schlecht und 58,9 % (n = 33)
maRig differenziert (Abb. 13B, Tab. 20). Statistisch ergab die Korrelation der Differenzierungsgrade mit
der p53-Expression keinen signifikanten Wert (p = 0,188).

Differenzierungsgrad Differenzierungsgrad

G1 G2 G3 G1 G2 G3
A m p16-positiv. = p16-negativ B W p53-positiv.  ® p53-negativ

Abb. 13A, B: Verteilung des pathologischen Differenzierungsgrad in Bezug auf die p16NK#A- und p53-
Farbeergebnisse

Differenzierungsgrad p16WNK4 positiv % p16Nk4negativ%  p53 positiv%  p53 negativ %

G1 0 (n=0) 4 (n=4) 6 (n=2) 2 (n=2)
G2 38,9 (n=21) 56,4 (n=57) 589 (n=33) 455 (n=45)
G3 61,1 (n=33) 396 (n=40) 375 (n=21) 525 (n=52)
gesamt 100 (n=54) 100 (n=101) 100 (n=56) 100  (n=99)

Tab. 20: Verteilung der Differenzierungsgrade in Bezug auf die p16NKk4A-/p53-Farbeergebnisse
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4.8.2 HISTOPATHOLOGISCHER SUBTYP

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Korrelation der immunhistochemischen Farbeergebnisse mit den
histopathologischen Subtypen. Die Mehrheit der p16!NK4A-positiven Karzinome war mit 71,4% (n = 40)
vom nicht bzw. gering verhornenden Typ und bei 17,9% (n = 10) handelte es sich um verhornende PEC.
Eine ahnliche Verteilung wurde bei den p16/Nk4A-negativen Karzinomen ermittelt (Tab. 21). In Bezug auf
die p53-Positivitat waren 62,7% (n = 37) vom nicht bzw. gering verhornendem Typ und 22% (n = 13)
verhornende PEC (Tab.21). Die Korrelation des histopathologischen Subtyps mit der p16NK4A- und der

p53-Expression ergab in der statistischen Analyse keine Signifikanz (p16/NK4A: p = 0,721; p53: p = 0,352).

histopathologische Subtypen p16!NK¢positiv.  p16Nk4negativ.  p53 positiv p53 negativ
nicht /gering verhornendes PEC 71,4 (n = 40) 66,9 (n=71) 62,7 (n=37) 71,8(n=T74)
verhornendes PEC 17,9 (n =10) 20,8 (n=22) 220(n=13) 184 (n=19)
basaloides PEC 54 (n=3) 47(n=5) 51 (n=3) 49 (n=5)
spindelzelliges PEC 36(n=2) 3,8(n=4) 6,8 (n=4) 19(n=2)
lymphoepitheliales PEC 1,7(n=1) 3,8(n=4) 34(n=2) 29(n=3)
gesamt (n=56) (n=106) (n=59) (n=103)

Tab. 21: Verteilung der Subtypen in Bezug auf die p16™¥4A- und p53-Farbung

4.8.3 NIKOTINANAMNESE

Die Kreisdiagramme veranschaulichen die Korrelation der p16INK4A- und p53-Expression mit der
Nikotinanamnese (Abb. 14A, B, 15A, B). Abbildung 14A ist zu entnehmen, dass 60% (n =34) der
Nichtraucher p16INK4A-positive Karzinome aufwiesen (Abb. 14A, Tab. 22). Im Unterschied dazu hatten nur
20% der Raucher p16!Nk4A-positive Tumore (Abb.14B, Tab. 22). In der statistischen Analyse wurde eine
inverse Korrelation zwischen einer positiven Nikotinanamnese und p16/NK4A-Positivitat festgestellt
(p <0,001) (Abb. 14, Tab. 22). Die Kreisdiagramme in Abbildung 15 zeigen, dass bei 48% (n = 44) der
Raucher p53-positive Karzinome vorlagen. Im Gegensatz dazu waren nur 21 % (n = 12) der Karzinome
der Nichtraucher p53-positiv (Abb.15, Tab. 23). In der statistischen Analyse wurde eine signifikante
Korrelation zwischen einer positiven Nikotinanamnese und der p53-Positivitat ermittelt (p =0,001)
(Abb.15, Tab. 23).
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Nichtraucher Raucher
p16- 40% (n=23) 20% (n = 18)
negativ p16-
W pl6- negativ
positiv m p16-
positiv
60% (n = 34) B 80% (n=73)

Abb. 14A, B: Korrelation der p16™*4A-Farbeergebnisse mit der Nikotinanamnese

Nikotinanamnese p16N«4positiv.  p16™Nk4 negativ RSl
% % (n=148)

Nichtraucher 60 (n=34) 40 (n=23) 100 (n =57)

Raucher 20 (n=18) 80 (n=73) 100 (n=91)

Tab. 22: Absolute und prozentuale Verteilung der p16/NKA-Farbeergebnisse in Bezug zur Nikotinanamnese

Nichtraucher Raucher
21% (n=12) 48% (n = 44)
p53- p53-
negativ negativ
M p53- W p53-
positiv positiv
A 79% (n = 45) B 52% (n = 47)

Abb. 15A, B: Korrelation der p53-Farbeergebnisse mit der Nikotinanamnese

Nikotinanamnese pS53 positiv  p53 negativ gesamt
% % (n=148)

Nichtraucher 21(n=12) 79 (n=45) 100 (n = 57)

Raucher 48 (n=44) 52 (n=47) 100 (n=91)

Tab. 23: Absolute und prozentuale Verteilung der p53-Farbeergebnisse in Bezug zur Nikotinanamnese

31



ERGEBNISSE

4.8.4 LYMPHKNOTENMETASTASEN-BEFUND

Die folgende Tabelle zeigt die Korrelation des Lymphknotenmetastasen-Befundes mit der p16/Nk4A- und
p53-Farbung (Tab. 24). Von den Fallen, bei denen Metastasen ermittelt wurden, waren 37,4 % (n = 43)
p16INK4A-positiv und 62,6% (n = 72) p16INK4A-negativ (Tab. 24). Eine ahnliche Verteilungsrate wurde bei
der p53-Expression ermittelt (Tab. 24). Die Korrelation des Lymphknotenmetastasen-Befundes mit

jeweils beiden Farbungen war statistisch nicht signifikant (p16!NK4A:/p = 0,642; p53: p = 0,202).

Metastasen p16™NK4 positiv % p16™Knegativ%  p53 positiv%  p53 negativ % 9gesamt (n = 128)

keine Metastasen 30,8 (n=4) 69,2(n=9) 53,8(n=7) 46,2 (n = 6) 100 (n = 13)

Metastasen

= = = = 100 (n =115
vorhanden 374(n=43)  626(n=72) 357(n=41) 643 (n=74) ( )

Tab. 24: Tabellarische Darstellung der prozentualen und absoluten Haufigkeit des Lymphknotenbefundes in Bezug
zur p16NK4A- yund p53-Farbung

Weitere statistische Korrelationen der klinisch-pathologische Parameter mit den p16™K4A- und p53-

Farbeergebnissen ergaben keine signifikanten Werte (p > 0,05). Die untersuchen Parameter und ihre p-

Werte sind in der folgenden Tabelle aufgelistet (Tab. 25).

p16INK4A-Expression p53-Expression
Parameter p-Wert p-Wert
pT-Kategorien 0,304 0,819
pN-Kategorien 0,496 0,916
pM-Kategorien 0,682 0,933
pL-Befund 0,584 0,879
pV-Befund 0,793 0,584
Grading (G1-G3) 0,021 0,188
pPn-Befund 0,849 0,468
UICC-Stadien 0,934 0,707
R-Klassifikation 0,896 0,533
Rezidiv 0,817 0,319
Lymphknotenmetastasen 0,642 0,202
Subtyp 0,721 0,352
Nikotinanamnese < 0,001 0,001
Alkoholanamnese 0,322 0,416

Tab. 25: Aufgefiihrt sind die Parameter und ihre p-Werte, die in der statistischen Analyse ermittelt wurden. Die
signifikanten Werte sind gelb markiert.
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4.9 UBERLEBENSANALYSEN

Um die prognostische Relevanz der Farbeergebnisse sowie der ermittelten klinisch-pathologischen
Parameter zu bestimmen, wurde das Gesamtiiberleben (OS) und progressionsfreie Uberleben (PFS) des
Patientenkollektivs mittels uni- und multivariater Analysen berechnet. Zunachst wurden beide Endpunkte
in  Abhangigkeit von den Farbeergebnissen (p16'NK4Ap53),  den histopathologischen
Differenzierungsgraden, den histopathologischen Subtypen, der Tumorausdehnung (pT-Kategorien),
dem Lymphknotenmetastasen-Befund (pN-Kategorien), dem Fernmetastasenbefund (pM-Kategorien),
der Stadiengruppierung der Karzinome bezlglich der TNM-Kategorien (UICC-Stadien) und der Nikotin-
und Alkoholanamnese durch univariate Analysen berechnet und mittels Kaplan-Meier-Uberlebenskurven
dargestellt. AnschlieRend erfolgten multivariate Analysen des OS und PFS unter Berlicksichtigung
weiterer Parameter. 137 Patienten wurden in die Verlaufsbeobachtung (Spanne: 0 bis 141 Monate) fiir
das Gesamtiiberleben einbezogen. Die mediane Uberlebenszeit lag bei 27 Monaten. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate betrug 26%. Des Weiteren konnten 125 Patienten fiir die Verlaufsbeobachtung (Spanne:
2 bis 141 Monaten) des PFS ber(cksichtigt werden. Im Median lag das PFS bei 23 Monaten. Als 5-Jahres-
PFS-Rate wurden 26% ermittelt.

491 UNIVARIATE ANALYSEN

Die univariate Analyse ergab einen hochsignifikanten Uberlebensvorteil fiir Patienten mit p16NK4A-
positiven Karzinomen (p < 0,001) (Abb.16A). Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag in dieser Patientengruppe
bei 72% (Abb. 16A). Im Gegensatz dazu wurde fur Patienten mit p16!NK4A-negativen Karzinomen eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von 34% ermittelt. Auch die Patienten mit p53-negativen TCa hatten einen
signifikanten Uberlebensvorteil (p =0,035) (Abb. 16B). Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag in diesem
Kollektiv bei 58%. Im Gegensatz dazu betrug sie bei den Patienten mit p53-positivem Karzinom 40%
(Abb. 16B). Die Uberlebenskurve der Patienten mit negativer Farbung fiir beide Antikdrper zeigte einen
ahnlichen Verlauf wie fir die Patienten mit p53-Expression. Dies wird in der Kaplan-Meier-Kurve der
p16NK4A/p53 Expressionsprofile grafisch verdeutlicht (Abb. 17A). Die univariate Analyse ermittelte in
Bezug auf den pathologischen Lymphknotenmetastasen-Befund (pN-Kategorien) (p =0,014), den
pathologischen Fernmetastasen-Befund (pM-Kategorien) (p = 0,007) und die Gruppierung der Karzinome
bezlglich der TNM-Kategorien (UICC-Stadien) (p =0,002) ebenfalls signifikante Unterschiede im
Gesamtlberleben (Tab. 26). Gegentiber der Patientengruppe mit positiver Nikotinanamnese zeigte sich
ein hochsignifikanter Uberlebensvorteil fiir die Patientengruppe mit negativer Nikotinanamnese (n <
0,001) (Abb. 17B, Tab. 26). Nichtraucher hatten eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 77%. Bei den
Rauchern lag diese bei 40% (Abb. 17B). Keine Signifikanz in Bezug auf das OS zeigten folgende klinisch-
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pathologische ~ Parameter: histopathologischer ~ Subtyp, histologischer  Differenzierungsgrad,
Tumorausdehnung (pT-Kategorien), Alkoholanamnese (Tab. 26). Hinsichtlich des PFS ergaben sich
statistisch signifikante Unterschiede in Bezug auf den Fernmetastasen-Befund (pM-Kategorien)

(p =0,016) und die Gruppierung der Karzinome bezlglich der TNM-Kategorien (p = 0,001; Tab. 27).

p16-Expression p53-Expression
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Abb. 16A: OS in Bezug auf die Patientengruppe mit p16Nk4A-negativen oder -positiven Karzinomen Abb. 16B:
0S in Bezug auf die Patientengruppe mit p53-negativen oder -positiven Karzinomen
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Abb. 17A: OS in Bezug auf das p16™*4A-/p53-Expressionsprofil 17B: OS in Bezug auf die Nikotinanamnese

4.9.2 MULTIVARIATE ANALYSEN

Der signifikante Uberlebensvorteil fiir die Patientengruppe mit p16Nk4A-positiven Karzinomen wurde in
der multivariaten Analyse bestatigt (p=0,008). Die Parameter Nikotinanamnese (p = 0,037),

pathologischer Lymphknotenmetastasen-Befund (pN-Kategorien;( p =0,016) und pathologischer
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Fernmetastasen-Befund (pM-Kategorien; p = 0,034) waren auch hier signifikante EinflussgroRen fiir das
OS im gesamten Patientenkollektiv (Tab. 26). In Bezug auf das PFS wurden in den multivariaten Analysen

keine signifikanten Werte ermittelt (Tab.27). In den nachfolgenden Tabellen sind die p-Werte, die Hazard-

Ratios und das Konfidenzintervalle aller uni- und multivariaten Uberlebensanalysen dargestellt (Tab. 26,
27).

0S: 0s:

EinflussgroRen Univariate Multivariate

Analyse Analyse
Parameter p-Wert HR 95% CI p-Wert HR 95%-Cl
Subtyp 0,575 0,951 0,798- 1,1336 / / /
G1-G3 0,787 1,068 0,663- 1,719 / / /
pT-Kategorien 0,985 1,003 0,725- 1,388 / / /
pN-Kategorien 0,014 1,419 1,075- 1,875 0,016 1,520 1,081-2,137
pM-Kategorien 0,007 4,008 1,470-10,927 0,034 3,108 1,092-8,850
UICC-Stadien 0,002 1,449 1,145- 1,834 0,48 1,310 0,620-2,769
p16WNk4A.Expression 0,001 0,264 0,132- 0,526 0,008 0,260 0,097-0,701
p53-Expression 0,039 1,765 1,030- 3,024 0,068 2,218 0,944-5,213
Nikotinanamnese 0,001 2,841 1,546- 5,222 0,037 2,910 1,068-7,925
Alkoholanamnese 0,904 0,967 0,557- 1,677 / / /

Tab. 26: Uni- und multivariate Analyse des OS (Abkurzungen: HR - Hazard Ratio, CI - Konfidenzintervall, PFS -
Progressionsfreies Uberleben;( signifikante Werte sind gelb markiert)

_ . PFS: PFS:
EinflussgroBen Univariate Multivariate
Analyse Analyse
Parameter p-Wert HR 95% ClI p-Wert HR 95% ClI
Subtyp 0,106 0,836 0,672-1,039 / / /
G1-G3 0,831 0,942 0,544-1,630 / / /
pT-Kategorien 0,715 1,057 0,786-1,421 / / /
pN-Kategorien 0,174 1,193 0,925-1,538 / / /
pM-Kategorien 0,016 3,825 1,285-11,388 0,052 3,094 0,992-9,651
UICC-Stadien 0,001 1,631 1,221-2,178 04 1,305 0,702-2,428
p16INKaA
. 0,271 0,686 0,351-1,342
Expression / / /
p53-Expression 0,172 1,583 0,819-3,062 / / /
Nikotinanamnese 0,299 1,395 0,744-2,614 / / /
Alkoholanamnese 0,669 1,161 0,586-2,298 / / /

Tab. 27: Uni- und multivariate Analyse des PFS (Abkirzungen: HR - Hazard Ratio, Cl - Konfidenzintervall, PFS —
Progressionsfreies Uberleben; (signifikante Werte sind gelb markiert)
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V. DISKUSSION

Studien belegen, dass die oropharyngealen Karzinome (OPSCC) in zwei unterschiedliche Tumortypen
unterteilt werden konnen, die sich nicht nur durch ihre spezifischen Pathogenesewege, sondern auch auf

klinisch-pathologischer und prognostischer Ebene unterscheiden.20.26:556

In der vorliegenden Arbeit wurde ein groRRes Kollektiv von Karzinomen der Gaumenmandel mit Hilfe des
Tissue-Microarray(TMA)-Verfahrens immunhistochemisch untersucht. Aufgrund der Vielzahl an klinisch-
pathologischen Daten konnte auch eine statistische Analyse durchgefihrt werden. Bislang existieren nur
wenige  Studien, die anhand eines groleren  Oropharynxkarzinom-Kollektivs  einen
immunhistochemischen Vergleich vorgenommen und die klinisch-pathologische und prognostische
Relevanz untersucht haben.”2-74 Jedoch wurden in den meisten Studien HPV-assoziierte Karzinome des
Oropharynx untersucht.7576502177-80.24 |n der klinischen Routine gilt die immunhistochemische
Untersuchung als etablierte Methode zur pathologischen Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen (PEC)

des Kopf-Hals-Bereichs.3
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Welche Parameter kdnnten die Expressionsergebnisse beeinflusst haben?
2. Wie sind die Félle zu bewerten, die eine positive Expression flir beide Antikérper aufweisen?
3. Lassen sich bei den Tonsillenkarzinomen zwei unterschiedliche Tumortypen identifizieren, die sich

auf klinisch-pathologischer und prognostischer Ebene voneinander unterscheiden?
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5.1 DIE ROLLE DES P16'NK4A UND P53

In der Literatur werden zwei verschiedene molekulare Pathogenesewege beschrieben, die zur
Entstehung von malignen Entartungen des Oropharynx fihren.%20 Die Mutation des
Tumorsuppressorgens TP53 ist einer der haufigsten Griinde fiir eine Karzinomentstehung.381 Sie flihrt
zu einer Deregulation der Zellzyklus-Kontrolle und verhindert dadurch die physiologische Apoptose von
defekten Zellen.22:36 Durch die TP53-Mutation kommt es zur Akkumulation des p53-Proteins, da es einem
verlangerten Abbau unterliegt.2236 Dieser Mechanismus wird im immunhistochemischen Nachweis durch
eine positive Antikorperfarbung gegen das p53-Protein angezeigt.22:3¢ Jedoch wird ebenfalls beschrieben,
dass eine Uberexpression des p53-Proteins auch durch die Bindung eines nicht mutierten p53-Wildtyp-
Proteins an unbekannte biomolekulare Strukturen auftreten kann.81 Weitere Studien konnten zeigen, dass
in einigen Fallen durch die Mutation des TP53-Gens keine Synthese des p53-Proteins mehr stattfindet
und dieses dadurch auch nicht immunhistochemisch nachgewiesen werden kann.828' Mittels IHC-
Nachweis kann eine Akkumulation des p53-Proteins ermittelt werden, die in den meisten Fallen durch
eine Mutation bedingt ist.8' Jedoch lasst sich die Mutation nur mit Hilfe einer DNA-Analyse eindeutig

erfassen.8!

Wie zuvor erwahnt, kann die Entstehung von Zervixkarzinomen auf eine Infektion mit einem ,high risk"
HPV zuriickgefiihrt werden.225 Auf molekularer Ebene filhrt dies zu einer Uberexpression des Proteins
p16INK4A 19.37 Ebenso wurde bestatigt, dass auch die Entstehung einiger oropharyngealen PEC und in
besonderem MaRe die TCa mit dem ,high risk“ HPV-Virus-Typ16 in Verbindung stehen.®2 Der
Pathogeneseweg dieses Subtyps wurde in vielen Studien dargelegt.20.502737 Es ist bekannt, dass die
viralen Onkogene E6 und E7 eine entscheidende Rolle bei der Deregulation der Zellzyklus-Kontrolle
spielen.’7.3683 Unter anderem hemmen sie funktionell das p53- und das Retinoblastomprotein (Rb-
Protein).36.26 Dies flihrt zur unkontrollierten Vermehrung von abnormalen Zellen, die jedoch nicht auf einer
Mutation von Genen beruht.%626 |nfolgedessen kommt es zu einer Akkumulation des funktionell
degradierten p53-Wildtyp-Proteins, das jedoch durch seinen schnellen Abbau nicht durch die IHC
nachweisbar ist.36 Das virale Onkogen E7 verursacht eine Spaltung des Rb-E2F-Komplexes, indem es
an das Rb-Protein bindet.8 In der Folge kommt es zu einer unkontrollierten Zellvermehrung.26 Der Rb-
E2F-Komplex ist wiederum fir eine negative Feedbackhemmung des Tumorsuppressorgens TP16
zustandig.26 Der Ausfall dieses Mechanismus flhrt zur Akkumulation des p16!Nk4A-Proteins, das jedoch
funktionell inaktiv ist.2622 Im IHC-Nachweis wird durch die Uberexpression des p16/N<4A-Proteins eine
positive Antikorperfarbung angezeigt.2226 In diesem Zusammenhang bezeichneten einige Autoren
p16INK4A als Surrogatmarker fiir eine ,high risk“ HPV-Infektion.®3! Jedoch kann in seltenen Fallen auch

eine Mutation des TP16-Gens zu einer p16/Nk4A-Uberexpression filhren.84

37



DISKUSSION

Der Literatur zufolge besteht eine inverse Korrelation zwischen HPV-assoziierten Karzinomen und einer
pS3-Expression.85.221 Jedoch berichteten weitere Studien, dass auch HPV-assoziierte Karzinome im IHC-
Nachweis eine p53-Expression aufweisen kdnnen.8687 Daraus schlussfolgerten einzelne Autoren, dass
moglicherweise beide Pathogenesewege miteinander kooperieren.8:87 Auch in der vorliegenden Studie
wurde eine doppelt positive Expression fiir Antikorper gegen p53 und p16'NK4A ermittelt. Weitere Studien
ermittelten ebenfalls eine p53-Expression bei HPV-assoziierten Karzinomen.288 Jedoch wurden bei der
anschlieBenden DNA-Analyse keine disruptiven Mutationen bei HPV-positiven Karzinomen ermittelt.288
Die p53-Expression wurde damit begrindet, dass es weitere Mechanismen gibt, die zu einem verzogerten
Abbau des p53 fiihren.2

5.2  METHODIK-DISKUSSION

Die TMA st eine geeignete Methode, um ein groRes Gewebekollektiv zeitgleich und unter gleichen
Bedingungen untersuchen zu konnen %566 Es handelt sich um ein kostengunstiges und gewebesparendes
Verfahren, das verschiedene biomolekulare Marker am gleichen Gewebekollektiv auf ihre Validitat
pruft.6566 Die Identifizierung der einzelnen Gewebeproben in einem TMA-Block erfordert hochste
Prazision und wird mittels einer Konstruktionsplanung erreicht, die die Lokalisation der einzelnen Falle im
TMA-Block erfasst.85 Auch die Auswertung der TMA-Préparate muss mit hochster Genauigkeit erfolgen,
da jede Stanze die gleiche Form besitzt und es zu Fehlauswertungen kommen kann, z. B. durch
Verrutschen des Praparats beim Mikroskopieren. Ein Defizit der TMA-Technik ist, dass nur ein geringer
Teil des entnommenen Gewebes untersucht und erfasst wird.%6 Dies konnte z. B. bei heterogenen
Tumoren das Ergebnis verfalschen.%67 Diese Fehlerquelle kann jedoch durch die Erhéhung der
Stanzzahl pro Fall weitgehend minimiert werden.676566 Da die Gewebeproben hinsichtlich GroRe und
Form vergleichbar sind, wird im Gegensatz zu konventionellen Schnittpréparaten eine subjektive

Fehlbewertung durch die Betrachtung von unterschiedlich groRen Gewebeproben vermieden.56.67

Die immunhistochemische Farbemethode ist ein automatisiertes und standardisiertes Verfahren, welches
in der histopathologischen Routinediagnostik verwendet wird.89.9 Die Fehlerquote ist gering, da die
Farbeautomaten optimal gewartet sind und positive und negative Kontrollpraparate pro Farbereihe
mitgeflihrt werden.%089 Vielmehr sind die Ergebnisse vom Zustand des Gewebes, dem verwendeten
Antikorper und den IHC-Bewertungskriterien abhangig.®! Nachteilig wirkt sich aus, dass das Gewebe
durch die Parafineinbettung, die Formalinfixierung und auch durch eine ungeeignete Lagerung der
Gewebeblocke mdglicherweise unzureichend erhalten bleibt und somit nicht untersucht werden kann
bzw. zu falsch negativen Ergebnissen fiihrt.70.91 Des Weiteren kann die Sensitivitat der Antikdrperklone

von verschiedenen Firmen zu unterschiedlichen Ergebnissen flhren und somit den retrospektiven
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Vergleich von Studien erschweren.® Ein weiteres Problem liegt in der Auswertung und dem Vergleich
von Farbeergebnissen anderer Studien, da jeder Pathologe subjektiv beurteilt und zum Teil andere
Bewertungskriterien verwendet.89.66

Die Detektion der HPV-DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine haufig angewandte
Methode, um eine HPV-Infektion zu diagnostizieren, sie ist jedoch nicht standardisiert.223! Die
verschiedenen PCR- und Hybridisierungsverfahren weisen eine unterschiedliche Sensitivitat und
Spezifitat auf, dies erschwert einen Vergleich der Ergebnisse von einzelnen Studien mit unterschiedlichen
Verfahren.22 Durch die hohe Sensitivitat der PCR muss bei der Durchfilhrung der HPV-Analyse darauf
geachtet werden, dass die Reaktionsgefale und Pipetten steril sind, um einer mdglichen Kontamination
und damit falsch positiven Ergebnissen vorzubeugen.®2 Als Vorteil dieser Methode gilt, dass sich damit
unterschiedliche HPV-Subtypen ermitteln lassen.3! Nachteilig ist, dass eine bestimmte HPV-DNA-
Basenlénge in einer Gewebeprobe vorhanden sein muss, um diese amplifizieren zu kdnnen.% Jedoch ist
die Qualitat der Virus-DNA in den Gewebeproben durch die Vorbehandlung und die Langzeitarchivierung

haufig unzureichend und eine Amplifizierung nur bedingt moglich.44

5.3 ERGEBNIS-DISKUSSION

Mit Hilfe der TMA wurde bei 169 Primartumoren und 27 Lymphknotenmetastasen eine
immunhistochemische Farbung flir Antikrper gegen p16'NK4A und p53 durchgefiinrt. Von 169 Fallen
konnten 166 (98,2%) mikroskopisch ausgewertet werden. Mit 34% (p16NK4A/n =56) und 37%
(p53/n = 62) wurde eine annahrend gleich starke Expression flr beide Antikdrper ermittelt (Tab. 18). Bei
der anschlie®enden HPV-Analyse, die bei doppelt positiver Expression durchgefuhrt wurde, wiesen 5 von
7 Féllen eine HPV-Assoziation auf (Typ 16, 33) (Tab. 19). Im Gegensatz zu den p53-Farbeergebnissen
wurde beim Vergleich der p16Nk4A-Farbeergebnisse von den Primartumoren und deren
Lymphknotenmetastasen eine identische Expression ermittelt (Abb. 11). Die Korrelationsanalysen
ergaben eine inverse Korrelation zwischen p16NK4A-positiven Karzinomen und einer positiven
Nikotinanamnese (p < 0,001). Im Gegensatz dazu wies die Patientengruppe mit p53-positiven
Karzinomen signifikant haufiger eine positive Nikotinanamnese auf (p =0,001). In Bezug auf das
Gesamtiiberleben wurde ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir die Patientengruppe mit p16/Nk4A-positiven
Karzinomen gegeniber der Patientengruppe mit p16NK4A-negativen Karzinomen sowie der
Patientengruppe mit p53-positiven Tumoren ermittelt (p = 0,008).

Welche Relevanz diese Ergebnisse in Bezug auf die Charakterisierung der Tonsillenkarzinome haben,

gilt es zu diskutieren.
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5.3.1 GRUNDE FUR DIE GERINGEREN EXPRESSIONSRATEN IM VERGLEICH ZUR LITERATUR

In diesem Abschnitt wurden die méglichen Griinde firr die geringen Expressionsraten (ExpR) dieser Arbeit
im Vergleich zur Literatur untersucht. Diesbezuglich wurden die GroRe des Kollektivs, die IHC
Bewertungskriterien und die verwendeten Antikdrper miteinander verglichen (Tab. 28). In dieser Arbeit
zeigten 33,7% (n=56) der Gewebeproben eine p16NK4A-Positivitat (Tab. 18). Eine positive p53-
Expression wurde bei 37,2% (n = 62) der Féalle ermittelt (Tab. 18).

In den meisten Publikationen, die sich ausschlieflich mit TCa befasst haben, lag die p16/NK4A-ExpR bei
Uber 50% 95-9838299.78,39.76,100,101 Dje hochste ExpR wurde mit 91% in der Studie von El-Mofty
festgestellt.®® Studien, die Karzinome des gesamten oropharyngealen Bereichs untersucht haben, wiesen
ebenfalls eine p16/NK4A-ExpR von Uber 50% aus.33.102-1057275 Nur wenige Studien ermittelten eine
geringere ExpR als in der vorliegenden Arbeit (Tab. 28).49.21.106 |n den meisten Studien, die eine p16/NK4A-
ExpR von (iber 60% angaben, war ein kleineres Kollektiv (< 100) als in der vorliegenden Arbeit untersucht
worden,33.102,103,99,38,2.95,96,10598.97.75 |m Gegensatz dazu lag die p16NK4A-ExpR der Studien, die ein
groReres Gewebekollektiv (> 100) umfassten, zwischen 31% und 59% und naherte sich den Werten
dieser Studie (Tab. 28).107.23.72.106 Jedoch wurde in der Studie von Al-Swiahb et al., dessen Kollektiv 247

Félle umfasste, mit 13% die geringste Rate ermittelt.2!

Beim Vergleich der Bewertungskriterien in der Literatur fallt auf, dass in Studien, die eine Zytoplasma-
und Kernfarbung von mehr als 1% als positiv definierten, eine Uberaus hohe p16NK4A-ExpR ermittelt
wurde.03.99.9 So betrug die p16'NK4A-ExpR in der Studie von Lewis et al. 78% (Tab. 28).%4 Im Vergleich
dazu wurde bei Al-Swiahb et al. ein strengerer Bewertungsmafstab gewahlt.2! Hier mussten mehr als
60% der Tumorzellen eine Kernfarbung anzeigen, um als p16NK4A-positiv gewertet zu werden.?!
Dementsprechend lag auch die p16/NK4A-ExpR nur bei 13%.2' Wiederum konnte beim Vergleich mit
weiteren Studien, die denselben Bewertungsmalstab oder strengere Bewertungskriterien angewandt
haben, eine deutlich hohere p16NK4A-ExpR als in der vorliegenden Arbeit festgestellt
werden.105,102,2,72,76,95

In der Studie von Park et al. wurde der Antikdrperklon desselben Herstellers verwendet, jedoch lag die
p16INK4A-ExpR mit 80% weit Uber dem Wert in dieser Arbeit (Tab. 28).9” Des Weiteren lag bei Studien, die

das TMA-Verfahren angewandt haben, die p16Nk4A-ExpR ebenfalls hoher als in dieser Arbeit (Tab.
28)_33,107,108,97,98

Auch die p53-ExpR war in der Literatur mit tber 50% deutlich hdher als in dieser Untersuchung

(37%).21:99.100,109.278 Offenbar spielt die GroRe des Patientenkollektivs in Bezug auf die unterschiedlichen

ExpR nur eine untergeordnete Rolle.80.21.100.102107 |n den Studien von Broglie et al. und Carpenter et al.
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wurden Kollektive unterschiedlicher Groe untersucht, jedoch wiesen beide mit 31% die gleiche p53-
ExpR auf (Tab. 28).107.102 Der GroRteil der Studien hatte ein strengeres Bewertungsschema fiir eine p53-
Positivitat verwendet.21.33.107.102103.7829598 Trotzdem lag die p53-ExpR weit Uber der Rate dieser
Arbeit.80.109,100.75.21,33,107,102,103,78 295,98 |n einigen Studien wurde der Antikdrperklon DO7 des Herstellers
Dako verwendet, welcher auch in dieser Studie zum Einsatz kam (Tab. 28).782109.10079.% Dje

unterschiedlichen ExpR scheinen ebenfalls nicht von den verwendeten Antikérperklonen abhangig zu
sein.21,102,80,103,99,78,2,95,109,100,98

Insgesamt betrachtet scheinen die Groe des Gewebekollektivs und die unterschiedlichen
Bewertungsmalistabe nur eine untergeordnete Rolle in Bezug auf die ExpR zu spielen. Sowohl die
Antikérperklone der verschiedenen Hersteller als auch die TMA-Technik scheiden als mégliche Ursachen
aus. Jedoch konnte eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53, die nicht zur Bildung des mutierten
Proteins fihrt, flir die geringeren p53-ExpR in dieser Arbeit bedeutsam sein. Da diese nicht
immunhistochemisch erfasst werden.828' Wie bereits in der Methodik-Diskussion erlautert, scheint jedoch
die Qualitat des Gewebes ein entscheidender Faktor zu sein, der die ExpR in dieser Arbeit negativ
beeinflusst hat.%".70 In der nachfolgenden Tabelle sind die Studien aufgefiihrt, die sich mit der p16/NK4A-

und p53-Expression von Oropharynx- bzw. TCa befasst haben (Tab. 28).
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Fallzahl (%)
Anzahl PEC- Fallzahl (%) _— .
Referenz ” " p16INKéA W IHC-Bewertung p16/NK4A + p53 p16INK4A. + p53-Antikorperklone / Vertrieb
der Fille  Lokalisation positiv p53 positiv
Al-Swiahb 2 , p16 > 60% Kernfarbung p53 > 50% p16: Klon 16P04 (Neomarkers, Fremont) p53: Neomarkers
et al.z! 2k OO <B(ld0) e Kernfarbung (Fremont, California)
Begt”:fas 45 OPSCC 28 (62%) / > 25% Kemfarbung p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)
BL"tg;:‘io, 124 OPSCC 54 (44%) 39 (31%) p16 + p53 > 25% Kemférbung nicht angegeben
Carpenter 0 0 p16 > 50% Kernfarbung p53 > 25% p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany) p53: (Ventana
et al.12 16 OPSCC 14(88%) 5(31%) Kernféarbung Medical Systems)
Charfi : 0 p16 > 5% Kern- + Zytoplasma- p16: Klon E6H4; (Dako A/S, Glostrup, Denmark) p53: Klon
et al.?0 3 Sreitl 2 i) ) Farbung p53 > 10% Kernfarbung D07 (Dako A/S, Glostrup, Denmark)
Chernock 0 0 p16:; Kern- + Zytoplasma-Farbung p16: (Novocastra Labs Ltd.,
etal. alnein) p53 > 25% Kernfarbung p53: Santa Cruz,
galto 12 OPSCC 8(67%)  2(17%)  ianein) p53 > 25% Kemfarb UK) p53: Santa Cruz, CA
El-Moft p16 Kern- + Zytoplasma-Farbung p16: (Novocastra Labs Ltd.,
o alygg 1 TCa 10 (91%) 6 (55%) (ja/nein) p83 < 25% (+) 25-50% (++) UK) p53: Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa
: 50-75% (+++4) > 75% (++++) Cruz, CA
Evans 0 p16 > 30% Kern- + Zytoplasma- p16:Klon JC8
et al.38 30 TCa 22 (73%) / Farbung (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)
. 0, o =
e 85 OPSCC 35 (41%) / 3> ik K;;?bu’”nsyt"p'asma 016: Kion E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)
Friedland 0 0 0 ) p16: (Santa Cruz (JCB)) p53: Klon D07 (Dako A/S, Glostrup,
ot al.78 20 TCa 9 (45%) 10 (50%) p16 + p53 > 50% Kernfarbung Denmark)
GeiBler . p16 stark (+++), moderat(++), , .
ot 31,49 45 OPSCC 13 (29%) / schwach (+) p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)
Hafkamp 0 0 0 . p16: Klon E6H4; (Dako A/S, Glostrup, Denmark) p53: Klon
ot al.2 16 TCa 10 (63%)  12(75%) p16 + p53 > 30% Kernfarbung D07 (Dako AS, Glostrup, Denmark)
Hoffmann : p16 < 5% (+) < 25% (++) > 25% Kern- , :
ot al.50 39 TCa 12 (31%) / + Zytoplasma-Farbung p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)
Kim 33 TCa 27 (82%) / p16 > 60% Kern- + Zytoplasma- p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany) p53: (MTM
et al.% ° Farbung p53 > 50% Kernfarbung Heidelberg, Germany)
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Klussmann
et al.®
Kumar
et al.10®
Kuo
et al.’
Lewis
et al.14

Lietal.™
Li et al.%

Li et al.30

Maier et al.23
Melkane
et al.1%5
Oguejiofor et
al.”2
Park

et al.¥

Ryu et al.%

Smith
et al.’s
Wittekindt
et al.""
Mooren
et al.106

meine Studie

34

42

92

239

86

49

50
102
46

217

79

42

68

34

162

169

TCa

OPSCC

TCa

OPSCC

TCa

TCa

TCa
OPSCC
OPSCC

OPSCC

TCa

TCa

OPSCC

TCa

OPSCC

TCa

19 (56 %) /
/ 31 (74%)

49 (53%) /

187 (78%) /

35(41%) 58 (67%)
31(63%)  31(63%)

25(54%) 34 (68%)
39 (38%) /
28 (61%) /

129 (59%) /
63 (80%) /
33(79%) 6 (14%)
46(68%) 32 (47%)
16 (47%) /

50 (31%) /

58 (34%) 62 (37%)

p16 > 25% Kern- + Zytoplasma-

Farbung

p53 > 10% Kernfarbung
p16 > 50% Kernfarbung (Zytoplasma)

p16 > 1% Kernfarbung

p16 > 5% Kern- + Zytoplasma-
Farbung p53 > 10% Kernfarbung
p16: Kernfarbung (ja/nein) p53 > 10%

Kernfarbung

p16 > 5% Kern- + Zytoplasma-
Farbung p53 > 10% Kernfarbung

nicht angegeben

p16 > 10% Kern- + Zytoplasma-

Férbung

p16 > 70% Kern- + Zytoplasma-

Farbung

nicht bekannt

p16 > 20% Kern- + Zytoplasma-
Farbung p53+ > 20% Kernfarbung

p16 + p53 > 10% Kernférbung
p16 > 25% Kern- + Zytoplasma-

Farbung

p16 > 70% Kern- + Zytoplasma-

Farbung

P16 + p53 > 10% Kern- und
Zytoplasma-Farbung

p16: 16P04,16P07 (Neomarkers, Fremont, CA)

p53: DO7 (Dako, Carpinteria, CA)

p16: Klon JC8
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)

p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)

p16: Klon 16P04 (Neomarkers, Fremont, CA) p53: DO7
(Dako, Carpinteria, CA)
p16: Klon 16P04 (Neomarkers, Fremont, CA) p53:Klon
DO7(Dako)
p16: Klon 16P04 (Neomarkers, Fremont, CA) p53: DO7
(Dako, Carpinteria, CA)
p16: Klon E6H4 (MTM Laboratories AG, Heidelberg)

p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)
p16: Klon E6h4 (MTM Heidelberg, Germany)

p16: Klon G175-405 (BD PharmingenTM)

p16: Klon P2D11F11 (Novocastra, Buffalo Grove, IL) p53:
Bp53-11 (Ventana, Tuscan)

nicht angegeben
p16: Klon 16P04,16P07 (Neomarkers, Fremont, CA)
p16: Klon E6H4 (Roche, Almere, The Netherland)

p16: Klon G175-405 (BD Pharmingen™): p53: Klon DO-7
(Dako Germany GmbH)

Tab. 28: Die Tabelle zeigt die Studien, die sich mit der p16NK4A- und p53-Férbung befasst haben (Abklirzungen: OPSCC - Plattenepithelkarzinom des Oropharynx, TCa-

Plattenepithelkarzinom der Tonsilla palatina).
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5.3.2  ABHANGIGKEIT DER EXPRESSION VON RISIKOFAKTOREN

Studien weisen darauf hin, dass die p16NK4A- und p53-Expression in Verbindung mit spezifischen

Risikofaktoren steht.2120.25,107

In den Studien von Ryu et al. und Chernock et al. waren mehr als 50% der Karzinome p16-positiv.%.103
Eine p53-Positivitat lag bei weniger als 20% der Karzinome vor (Tab. 28).98.103 |n beiden Untersuchungen
wiesen uber 50% der Patienten HPV-assoziierte Karzinome auf.%.103 Weitere Literaturangaben belegen
ebenfalls die signifikante Korrelation zwischen einer p16NK4A-Expression bei HPV-assoziierten
Tumoren 2111111249 Al-Swiahb et al. ermittelten eine geringe ExpR flir p16/NK4A und eine hohe p53-Rate.?!
Dementsprechend konsumierte die Mehrheit des Patientenkollektivs Nikotin (79%), und nur ein geringer
Teil der Karzinome war mit HPV-assoziiert (12%).2' Hoffmann et al. fanden heraus, dass es Mechanismen
gibt, die den HPV-Status beeinflussen.!3 Demnach wird bei Nikotinkonsumenten vermehrt ein
bestimmtes Schutzprotein in den Schleimhautzellen der Atem- und Speisewege gebildet, welches die
Bindung der viralen Onkogene verhindert.'® Somit kdnnen die Zellen nicht mit HPV infiziert werden. '3
Der genaue Mechanismus ist noch Gegenstand derzeit laufender Studien.!'® Diese Beobachtung wiirde
fir die Abhangigkeit der Expression von spezifischen Risikofaktoren sprechen.2!.103 |n dieser Arbeit lag
trotz der hohen Anzahl an Rauchern (62%) die p53-ExpR bei geringen 37% (Tab. 18).

5.3.3  SIMULTANE P16/NK4A. yND P53-POSITIVITAT

In der vorliegenden Arbeit waren 14 (8,4%) Falle simultane positiv flr p16/NK4A und p53. Die gleichzeitige
Expression beider Antikdrper wurde auch in einigen Publikationen festgestellt (Tab.29).99.9 In dieser
Arbeit konnte in 7 Fallen mit auswertbarer DNA eine HPV-Analyse durchgeflihrt werden. Davon waren 5
Féalle HPV-positiv. Vier Proben wurden dem Subtyp 16 und eine den Subtypen 16 und 33 zugeordnet. In
der Studie von EI-Mofty et al. wiesen alle Falle, die eine simultane Positivitat fiir p16/NK4A und p53 zeigten,
eine HPV-Assoziation auf.% Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die Studie von El-Mofty et al. weisen
darauf hin, dass bei einer simultanen Positivitat fir beide Antikorper mit einer hohen Wahrscheinlichkeit
eine HPV-Assoziation besteht.% Somit stutzt das Ergebnis dieser Studie die Hypothese einer moglichen
Koexistenz beider Pathogenesewege.8687 Jedoch zeigt der IHC-Nachweis eine Akkumulation des p53-
Proteins an, das in den meisten Fallen durch eine Mutation bedingt ist.8' Ob tatsachlich eine Mutation
besteht, kann nur mit Hilfe einer DNA-Analyse eindeutig erfasst werden.8'2 Eine eindeutige Aussage lasst
sich hierzu derzeit jedoch nicht treffen, da auch der Wissenschaft noch unbekannte Faktoren eine Rolle
spielen konnten. In der nachfolgenden Tabelle sind Studien aufgeflhrt, die sich mit den p16/NK4A- und
p53-Expression und dem HPV-Status befasst haben (Tab.29).

44



DISKUSSION

Fallzahl (%)

Referenz Anzahl  HPV-Status FaIIz?':1;4£°/o) Fallzahl (%) simultane

der positiv (%) ol .. p53positiv Expression ( p16NksA
Flle positiv + p53)

Al-Swiahb et al.! 274 33 (12%) 36 (13%) 187 (68%) nicht angegeben

Carpenter et al.'0? 16 14 (88%) 14 (88%) 5(31%) 3 (19%)

Charfi et al.® 52 32 (62%) 25 (48%) 24 (46%) nicht angegeben

Chernock et al.!? 12 9 (75%) 8 (67%) 2 (17%) nicht angegeben

El-Mofty et al.*® 11 10 (91%) 10 (91%) 6 (55%) 5 (46%)

Evans et al.®8 30 22 (88%) 22 (73%) / /

Friedland et al.™ 20 19 (95%) 9 (45%) 10 (50%) nicht angegeben

GeiBler et al.*® 45 14 (31%) 13 (29%) / /

Hafkamp et al.2 16 10 (63%) 10 (63%) 12 (75%) 7 (44%)

Hoffmann et al.* 39 12 (31%) 12 (31%) / nicht angegeben

Kim et al.% 89 15 (46%) 27 (82%) 8 (24%) 5 (15%)

Klussmann et al.® 34 18 (53%) 19 (56 %) / /

Kumar et al.1% 42 13 (31%) / 31 (74%) /

Kuo et al.’ 92 40 (44%) 49 (53%) / /

Lewis et al.'04 239 139 (58%) 187 (78%) / /

Li et al.%6 49 9 (18%) 31 (63%) / /

Li et al.30 50 21 (42%) 25(54%) 34 (68%) nicht angegeben

Park et al.%” 79 54 (68%) 63 (80%) / /

Wittekindt et al."0! 34 18 (53%) 16 (47%) / /

Mooren et al.'0¢ 162 51 (31%) 50 (31%) / /

Tab. 29: Studien zur Relation des HPV-Status mit dem IHC-Nachweis von p16NK4A und p53

5.3.4 PRIMARTUMOR UND LYMPHKNOTENMETASTASE

Der Literatur zufolge ist bei 3-9% der Kopf-Hals-Karzinome mit Lymphknotenbefall klinisch sowie
radiologisch kein Primartumor auffindbar.8331.94 Die klinische Diagnose fir diese Situation lautet ,CUP-
Syndrom*®, welche flr ,Cancer of Unknown Primary“ (CUP) steht.83 In Hinblick auf den mdglichen
Ursprungsort eines CUP  befassen sich viele Studien mit der Untersuchung der
Lymphknotenmetastasen.3183114 |n  der vorliegenden Studie konnten 26 TCa und deren
Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch verglichen werden. Im Gegensatz zu den p53-

Farbeergebnissen wurde dabei eine identische Expression ermittelt (Abb. 11, 12A,B).

Begum et al. ermittelten eine signifikante Ubereinstimmung zwischen dem Herkunftsort des Primartumors
und der p16NK4A-Expression (p>0,001).3' Demzufolge trat eine p16Nk4A-(berexpression nur bei

Lymphknotenmetastasen aus dem oropharyngealen Bereich auf.3' Weitere Publikationen bestatigten
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dieses Ergebnis.3!.11594 Der Literatur zufolge bestand auRerdem eine signifikante Ubereinstimmung
zwischen HPV-assoziierten Lymphknotenmetastasen und einer p16/NK4A-Positivitat.3' Demnach waren in
der Studie von Begum et al. 77% der HPV-assoziierte Lymphknotenmetastasen positiv flr p16!NK4A 31 |m
Gegensatz dazu traf dies nur fir 3% der HPV-negativen Lymphknotenmetastasen zu (p > 0,001).3'
Aulerdem bestétigen Studien, dass klinisch okkulte Karzinome der Gaumenmandel und des
Zungengrundes oftmals mit HPV-positiven Lymphknotenmetastasen assoziiert sind.8322 Als Ursache wird
der spezifische Aufbau des Kryptenepithels der Tonsilla palatina und lingualis genannt, welches
empfanglicher flir eine HPV-Infektion zu sein scheint; hier kann der HPV leichter mit den teilungsfahigen
Basalzellen in Kontakt treten.# Die HPV-Assoziation des Primartumors und der Lymphknotenmetastase
spricht dafiir, dass wahrend der Tumorprogression eine klonale Weitergabe des HPV-Genoms
stattfindet.5 Laut den Angaben in der Literatur sollte bei der Diagnose eines CUP entweder der indirekte
immunhistochemische Nachweis fir Antikdrper gegen p16!NK4A oder eine direkte HPV-Analyse veranlasst
werden.3" In Ubereinstimmung mit der Literatur bestdtigt die vorliegende Arbeit, dass der
immunhistochemische Nachweis flr Antikorper gegen p16!NK4A ein exzellentes Mittel ist, um bei einem

CUP-Syndrom die Lokalisation des Primartumors einzugrenzen.

5.3.5  KLINISCH-PATHOLOGISCHE PARAMETER

Bezuglich der Geschlechterverteilung des Kollektivs waren wie in der Literatur beschrieben deutlich mehr
Ménner als Frauen betroffen.2383 Mit Uber 75% erkranken haufiger Manner an oropharyngealen
Karzinomen.102.76.96.72.98,106 |n der vorliegenden Arbeit lag ein Geschlechterverhéltnis von 5:1 vor. Der
Medianwert des Alters von 59 Jahren entspricht den Literaturangaben.23.99.102.9.72,106 Zysatzlich belegen
Studien, dass Patienten mit einem HPV-assoziierten Tumor haufig jinger sind als Betroffene ohne dieses
Merkmal.116.11722 |m Gegensatz zu dieser Beobachtung wiesen in der vorliegenden Arbeit 4 von 5
Patienten mit HPV-positiven Plattenepithelkarzinomen (PEC) ein hohes Alter auf (> 45 Jahre). Laut den
Literaturangaben ist das Auftreten von Oropharynxkarzinomen haufig mit einer positive Nikotinanamnese
assoziiert.""8 In Ubereinstimmung hiermit wies das Patientenkollektiv dieser Arbeit einen hohen
Prozentsatz an aktiven Rauchern und Ex-Rauchern auf.211028096.72° AyRerdem war der Anteil an
Alkoholkonsumenten hoch. Dies deckte sich ebenfalls mit den berichteten Daten in der
Literatur.21767298.119 |n Bezug auf die Tumorausdehnung (T-Kategorien) wurden in der Literatur am
haufigsten die T1/T2 -Kategorien diagnostiziert, dies stimmte weitestgehend mit den Ergebnissen dieser
Arbeit Uberein.102:80,100.10572 Ehenso entsprach der positive Lymphknotenmetastasen-Befund mit 88,7%
(n=134) weitestgehend den Literaturangaben.2!.102.2.10072.98,106 Hinsichtlich dessen war die pN2-

Kategorie am haufigsten vertreten.10298.72106 Das UICC-Stadium [Va lag sowohl in der Literatur als auch
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in der vorliegenden Arbeit am haufigsten vor.98722324212  Bez(iglich des histologischen
Differenzierungsgrads war in dieser Studie der Uberwiegende Teil der PEC maRig (47%) bzw. schlecht
(49%) differenziert, dies deckt sich ebenfalls mit den Angaben aus der Literatur.72106.100.2 Dje
Literaturangaben bestatigten in Bezug auf den histopathologischen Subtypen, dass TCa haufig vom nicht
bzw. gering verhornenden Typ sind.?® Auch die Rezidivrate (37%) lag innerhalb der in Studiendaten
angegebenen Werte (19%-44%).100.10295.39 Aufgrund der geringen Anzahl an Studien, die das Auftreten

von Fernmetastasen und Residualtumoren angaben, ist diesbezlglich keine Aussage maoglich.

Zusammenfassend ist die Mehrheit der Personen, die an oropharyngealen Karzinomen erkranken
Nikotinkonsumenten, mannliche und in héherem Alter. Der Uberwiegende Anteil der TCa weist bei
Erstdiagnose die T1/T2-Kategorien, einen positiven Lymphknotenmetastasen-Befund und ein hdheres
UICC-Stadium auf. Histologisch betrachtet sind die PEC der Tonsilla palatina bzw. Oropharynxkarzinome

haufig maRig bis schlecht differenziert und vom nicht bzw. gering verhornenden Typ.

5.3.6 TUMORTYPEN

Es ist bewiesen, dass der Entstehung von Karzinomen ein multifaktorieller Prozess zugrunde liegt und
dass die starksten unabhangigen Risikofaktoren der Tabak- und Alkoholkonsum sind.3259.11 Treten Sie
zusammen auf, entstehen synergistische Effekte.®2 In den letzten Jahren wurden jedoch auch PEC des
Oropharynx bei Patienten diagnostiziert, die weder Alkohol noch Nikotin konsumierten,59.28.24.76.23,32
Diesbezuglich wurde das ,high risk* HPV-Virus-Typ16 als weitere Ursache festgestellt.5.80.79.12,78,77,120,117
In der Literatur werden Oropharynx- bzw. TCa in zwei Tumortypen unterteilt, die Nikotin-/Alkohol-
assoziierten PEC und die HPV-assoziierten PEC.202555282668 Die entsprechenden klinisch-
pathologischen Unterschiede sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt (Tab. 30).620.26.55 Diese Daten

werden nachfolgend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit verglichen.
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VT HPV-assoziiert Nikotin-/Alkohol-assoziiert
Alter <60 Jahre > 60 Jahre
Risikofaktoren Sexualverhalten ? Nikotin- + Alkoholkonsum
Lokalisation Tonsilla palatina + -lingualis unspezifisch, Kopf-Hals-Bereich
Histopathologie basaloid, nicht verhomend, schlecht verhornend, maRig differenziert

differenziert
T1/T2-Kategorien +

IFLEEE] Lymphknotenmetastasierung VEELSS,
Fernmetastasierung nicht bekannt bekannt
TP53-Mutation selten haufig
p16-Uberexpression hoch niedrig
relative Prognose besser schlechter
High-Risk-HPV-DNA- meist gelegentlich

Nachweis

Tab 30: Unterscheidung der oropharyngealen Karzinome in zwei Tumortypen in Abhangigkeit von Klinisch-
pathologischen Parametern$.20.26,55

5.3.7 KLINISCH-PATHOLOGISCHE UNTERSCHIEDE

In der statistischen Analyse wurden die p16NK4A- und p53-Farbeergebnisse mit den klinisch-
pathologischen Parametern korreliert. Es wurden inverse Korrelationen in Bezug auf die p16NK4A-
Expression und den histopathologischen Differenzierungsgrad (p =0,021), sowie zwischen einer
p16INK4A-Positivitat und einer positiven Nikotinanamnese ermittelt (p < 0,001). Dartber hinaus ergab sich
eine signifikante Korrelation in Bezug auf eine positive p53-Expression und eine positive

Nikotinanamnese (p = 0,001). Alle weiteren Parameter waren nicht signifikant.

5.3.7.1 TNM- und UICC-Stadien

Die Korrelation der Farbeergebnisse mit der Tumorausdehnung (T-Kategorien) ergab sowohl in dieser
Arbeit als auch in der Literatur keine Signifikanz.39.23.9.108 Jedoch ermittelten Carpenter et al. eine kleinere
T-Kategorie bei HPV-assoziierten Karzinomen.'%2 In Bezug auf den Lymphknotenmetastasen-Befund
wurde in der vorliegenden Studie kein signifikantes Verteilungsmuster ermittelt. Sowohl die p16/NK4A-
posiiven als auch die p16NK4A-negativen Falle  wiesen nahezu gleich  haufig
Lymphknotenmetastasierungen auf. Eine ahnliche Verteilung zeigte sich bei den p53-positiven und 53-

negativen Karzinomen. Dagegen ermittelten Broglie et al. und Kuo et al. eine signifikant haufigere
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Lymphknotenmetastasierung bei einer p16!NK4A-Expression.’8.107 Ebenso wurde in der Literatur eine
signifikante Korrelation zwischen einem positiven Lymphknotenmetastasen-Befund und einer HPV-
Assoziation erfasst.21.103102.39 Bez{iglich der Fernmetastasierung wurden, sowohl in dieser Arbeit als auch
in den Literaturangaben, keine signifikanten Ergebnisse ermittelt.®> Einige Studien gaben an, dass
p16INK4A-positive oropharyngeale Tumore einen Trend zu einem fortgeschritteneren UICC-Stadium

aufweisen.’276 Dies liel sich jedoch weder in dieser Arbeit noch in der weiteren Literatur bestatigen.95.39

5.3.7.2 Differenzierungsgrad und Subtyp

Sowohl in der Studie von Oguejiofor et al. als auch in dieser Arbeit wurde eine Signifikanz bei der
Korrelation des histopathologischen Differenzierungsgrades mit der p16Nk4A-Expression ermittelt.”2 Die
p16INK4A-positiven TCa waren im Gegensatz zu den p16Nk4A-negativen TCa signifikant haufiger schlecht
differenziert.”? Im Gegensatz zur vorliegenden Studie wurde in der Literatur eine Signifikanz in Bezug auf
den histopathologischen Subtypen festgestellt.'04 Lewis et al. stellten eine signifikante Assoziation
zwischen einer p16NK4A-Expression und dem nicht verhornenden PEC fest.'% In weiteren Studien wurde
festgestellt, dass HPV-assoziierte oropharyngeale Karzinome signifikant haufiger vom nicht bzw. gering

verhornendem Typ waren.76.99.103

5.3.7.3 Nikotinanamnese

Die Korrelation der p16/NK4A- und der p53-Expressionsergebnisse mit der Nikotinanamnese wurde in der
vorliegenden Studie in beiden Fallen als hochsignifikant eingestuft (p16!N4A: p < 0,001; p53: p = 0,001).
Demnach besteht eine inverse Korrelation zwischen einer p16NK4A-Expression und einer positiven
Nikotinanamnese. Eine signifikante Korrelation wurde zwischen einer positiven Nikotinanamnese und
einer p53-Expression erfasst. In Ubereinstimmung mit dieser Arbeit waren in der Studie von Oguejiofor
et al. Patienten mit p16/NK4A-positiven Karzinomen signifikant haufiger Nichtraucher.?2 In der Studie von
Broglie et al. waren Patienten mit p53-positiven Karzinomen signifikant haufiger Raucher.19” Dar(iber
hinaus stellten weitere Studien eine Signifikanz hinsichtlich einer HPV-Assoziation und einer negativen

Nikotinanamnese fest.80276.21

In der Literatur wurden keine Daten bezuglich der statistischen Korrelation der Farbeergebnisse mit der
Alkoholanamnese, der Rezidivrate sowie der Residualtumorrate, der LymphgefaR-, Venen- und

Perineuralscheideninvasion (pL,pV-,pPn-Befund) verdffentlicht.
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5.3.8  PROGNOSTISCHE UNTERSCHIEDE

In der Literatur wurde nachgewiesen, dass der immunhistochemische Nachweis von Antikdrpern gegen
p16INK4A und pS3 bei oropharyngealen Karzinomen in Bezug auf das Gesamtiiberleben (OS) und das
progressionsfreie Uberleben (PFS) prognostische Relevanz besitzt.121122 |n dieser Arbeit betrugen die 5-
Jahres-Uberlebensraten 26%. Dieser Wert liegt in den Literatur deutlich héher.80.10398.8 So ermittelten
Oguejiofor et al. ein OS von 56%.72 Vielerlei Faktoren kénnen das schlechtere OS in dieser Arbeit
beeinflusst haben, wie z. B. das hohere Alter der Patienten, die hohe Rate der Nikotinkonsumenten sowie
die erhéhte Anzahl an Lymphknotenmetastasierungen.5 Bei Oguejiofor et al. lag der Medianwert des
Alters bei 49 Jahren.”2 Im Vergleich dazu war das das Alter mit einem Medianwert von 59 Jahren in dieser
Studie deutlich hoher.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein hochsignifikanter Uberlebensvorteil fiir die Patientengruppe mit
einem p16NK4A-positiven Karzinom ermittelt (p < 0,001) (Abb.16A). Dies steht in Einklang mit den meisten
Angaben in der Literatur.108.50,76,1041107574123,107 | dieser Studie lag die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser
Patientengruppe bei 72%. Ahnliche Werte wurden in der Studie von Fischer et al. erfasst, hier lag das OS
fir die Patientengruppe mit p16!Nk4A-positiven Karzinomen bei 59%, wohingegen fir die Patientengruppe
mit p16!Nk4A-negativen Tumoren ein OS von 25% ermittelt wurde. %8 In weiteren Studien wurden ahnliche
Ergebnisse ermittelt.'23.21,108,107.59 Einige Autoren verglichen diesbeziiglich die p16Nk4A-Expression mit
einem positiven HPV-Status.50727574.106 Sje ermittelten ebenfalls, unabhéngig vom HPV-Status, ein
besseres OS bei Patienten mit p16!Nk4A-positiven Tumoren.50.7275.74,106 Djes fiihrte zu Spekulationen, ob
eine Uberexpression des p16NK4A-Proteins auch durch unbekannte molekulare Mechanismen,
unabhangig von einer HPV-Infektion, stattfindet.1% Jedoch konnten weitere Studien das bessere OS fir
die Patienten mit p16/NK4A-positiven Karzinomen und einem negativen HPV-Status damit begriinden, dass
die p16™Nk4A_(berexpression ein frilhes Ereignis einer HPV-Infektion darstellt, in dem der positive HPV-
Status noch nicht feststellbar ist.'08.74 Fischer et al. stellten fest, dass das bessere OS ausschliellich bei
oropharyngealen Tumoren auftrat.® Bei anderen Lokalisationen wie der Mundhéhle (p = 0,171), dem
Larynx (p =0,519) und dem Hypopharynx (p = 0,593) war dies bei Patienten mit p16NK4A-positiven

Tumoren nicht der Fall.108

Patienten mit p16NK4A-positiven Karzinomen hatten im Vergleich zu Patienten mit p53-positiven
Karzinomen ein besseres OS. In der Literatur waren p16NK4A-positive Karzinome haufig mit einer HPV-
Infektion assoziiert.106:50.7275.74 Die bessere Prognose wurde damit begriindet, dass bei einer HPV-
Infektion anders als bei einer p53-Mutation keine disruptiven Genmutationen vorliegen, sondern lediglich
die Genprodukte von intakten Genen funktionell gehemmt werden. Dementsprechend besitzen sie im

Gegensatz zu p53-positiven Karzinomen einen intakten Apoptose-Mechanismus.08.76.100.39 |n Anbetracht
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dessen ist die Hemmung der Genprodukte durch Elimination des Virusgenoms grundsétzlich reversibel,

wahrend disruptive Genmutationen irreversibel sind.108.76.39

In der univariaten Analyse konnte ebenfalls ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir die Patientengruppe
mit p53-negativen TCa ermittelt werden (p = 0,039). Die 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit p53-
negativen Karzinomen lag bei 58% im Vergleich zu 40% bei den Patienten mit p53-positiven Tumoren. In
Ubereinstimmung mit dieser Arbeit wurde in der Studie von Al-Swiahb et al. fiir die Patientengruppe mit
pS3-negativen Karzinomen ein starker Trend flr ein besseres OS ermittelt.2! Jedoch war der
Uberlebensvorteil in der multivariaten Analyse sowohl in dieser Arbeit als bei auch Al-Swiahb et al. nicht
mehr signifikant.2! Im Gegensatz dazu erwies sich die p53-Expression in der Studie von Smith et al. als
unabhangiger Faktor.”> Smith et al. korrelierten die p53-Expression mit dem HPV-Status.” Die héchste
Uberlebensrate hatten Patienten mit HPV-positiven und p53-negativen Karzinomen , danach folgte die
Gruppe mit HPV-negativen und p53-negativen Tumoren und die Gruppe mit HPV-positiven und p53-
positiven Karzinomen.” Die niedrigste Uberlebensrate wurde in der Gruppe mit HPV-negativen und p53-

positiven Tumoren festgestellt.”

Die Nikotinanamnese (p = 0,037), der pathologische Lymphknotenmetastasen-Befund (p = 0,016) und
der pathologische Fernmetastasen-Befund (p = 0,034) waren in Bezug auf das Gesamtuberleben (OS)
unabhangige EinflussgroRen (Tab. 26). Die Abhangigkeit des Gesamtiiberlebens von der
Nikotinanamnese ist in der Kaplan-Meier-Kurve grafisch dargestellt (Abb. 17B, Tab. 26). Auch in der
Literatur findet sich ein hochsignifikanter Uberlebensvorteil bei negativer Nikotinanamnese. 107.76.85.124,125
Der pathologische Lymphknotenmetastasen-Befund ist nach aktueller Datenlage ebenfalls ein
unabhangiger Faktor.107.85.124 |m Gegensatz zu dieser Arbeit fand sich in Studien jedoch eine signifikant
schlechtere Prognose bei fortgeschrittenem UICC-Stadium.”%7475 In Ubereinstimmung mit der Literatur
sind die Tumorausdehnung (pT-Kategorien) und die Alkoholanamnese nicht signifikante
EinflussgroRen.85.107.9%8 Jedoch wurde in der Studie von Chernock et al. im Gegensatz zu dieser Arbeit ein

besseres OS bei der Patientengruppe mit Karzinomen vom nicht verhornendem Typ ermittelt. 103

Anders als in der vorliegenden Arbeit weist die Literatur ein besseres PFS fir die Patientengruppe mit
p16INK4A-positiven  oropharyngealen  Karzinomen  aus  (Tab.27).107.10072126,111,1233959  Dje
Stadiengruppierung (UICC-Stadien) und die Tumorausdehnung (T-Kategorie) wurden in der Literatur
ebenfalls als nicht signifikant eingestuft.'07.76 Abweichend von dieser Arbeit ermittelten Broglie et al. fir

das PFS eine Signifikanz in Bezug auf den Lymphknotenmetastasen-Befund (N-Kategorien).107
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahrzehnten wurde in Bezug auf die oropharyngealen Tumore, insbesondere der
Plattenepithelkarzinome, eine stetige Zunahme der Neuerkrankten beobachtet. Lokalisiert werden diese
haufig in der Gaumenmandel. Oft werden Karzinome der Gaumenmandel erst im fortgeschrittenen
Tumorstadium festgestellt, da sie lange Zeit keine Symptome verursachen. Als erstes klinisches Zeichen
wird haufig eine regionare Lymphknotenmetastasierung diagnostiziert und in einigen Féllen ist der
Primartumor nicht mehr feststellbar.

Die oropharyngealen Tumore werden in der Literatur in zwei Tumortypen unterteilt, das sind Nikotin-
/Alkohol- und mit humanen Papillomviren (HPV) assoziierte Tonsillenkarzinome. Sie unterscheiden sich
sowohl aus klinisch-pathologischer als auch aus prognostischer Sicht voneinander. Charakteristisch sind
verschiedene Pathogenesewege und unterschiedliche Risikofaktoren. Auf biomolekularer Ebene weisen
Nikotin-/Alkohol-assoziierte Tonsillenkarzinomen (TCa) eine Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53
auf, welches eine Akkumulation des p53-Proteins zur Folge hat. Im Gegensatz dazu wurde bei HPV-
assoziierten Tonsillenkarzinomen eine p16/Nk4A-Uberexpressionen festgestellt.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Tonsillenkarzinom-Kollektiv aus den Jahren 2000 bis 2013
immunhistochemisch untersucht, mit dem Ziel, dieses klinisch-pathologisch zu charakterisieren. Die
Studie ging der Frage nach, ob sich beim TCa zwei unterschiedliche Tumortypen abgrenzen lassen.
Mittels der Tissue-Microarray-Technik wurden 169 Gewebeproben von Primartumoren und 27
Gewebeproben von Lymphknotenmetastasen immunhistochemisch gegen p16Nk4A und p53 gefarbt und
lichtmikroskopisch ausgewertet. Bei den Gewebeproben, die eine positive Farbung fir beide Antikdrper
zeigten, erfolgte eine HPV-Analyse. Aullerdem wurden die Farbeergebnisse der Primartumore und deren
Lymphknotenmetastasen verglichen. AbschlieBend erfolgten eine statistische Korrelation der
Farbeergebnisse mit den klinisch-pathologischen Daten und eine Uberlebensanalyse.

166 (98,2%) Gewebeproben von Primartumoren konnten lichtmikroskopisch ausgewertet werden. Davon
exprimierten 56 (34%) p16 und 62 (37%) p53. Beim Vergleich der p16INK4A- und p53-Farbeergebnisse je
Fall zeigte sich bei 14 (8,4%) Proben eine simultane Farbung flr beide Antikorper. In 7 Fallen mit
auswertbarer DNA konnte eine HPV-Analyse durchgefihrt werden. Davon wurden finf Falle positiv auf
HPV (Typ 16, 33) getestet. Im Gegensatz zu den p53-Férbeergebnissen zeigte sich beim Vergleich der
p16INK4A-Farbeergebnisse fir die Primartumore und deren Lymphknotenmetastasen eine identische
Expression.

Die Korrelationsanalyse zwischen den klinisch-pathologischen Parametern und den Farbeergebnissen

ermittelte signifikante Ergebnisse in Bezug auf die Nikotinanamnese. Nichtraucher wiesen signifikant
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haufiger p16!NK4A-positive Karzinome auf. Im Gegensatz dazu wurden bei Rauchern signifikant haufiger
p53-positive Karzinome festgestellt. Des Weiteren waren p16!Nk4A-positive TCa im Vergleich zu p16!NK4A-
negativen TCa signifikant haufiger schlecht differenziert. Weitere signifikante Ergebnisse beziiglich einer
Assoziation von klinisch-pathologische Parametern mit p16- bzw. p53-positiven TCa wurden nicht
ermittelt.

In Bezug auf das Gesamtiiberleben wies die Patientengruppe mit p16INK4A-positiven Karzinomen einen
signifikanten Vorteil im Vergleich zu der Patientengruppe mit p16NK4A-negativen sowie der
Patientengruppe mit p53-positiven Karzinomen auf.

Die vorliegende Studie kommt im Gegensatz zur Datenlage in der Literatur zu dem Schluss, dass eine
eindeutige Abgrenzung von zwei unterschiedlichen Tumortypen bei TCa nicht mdglich ist. Jedoch liey
sich in Bezug auf die Prognose ein eindeutiger Uberlebensvorteil fiir Patienten mit p16™NK4A-positiven TCa
nachweisen. Demzufolge ist der p53- und p16'Nk4A -AntikGrpernachweis ein geeignetes Verfahren, um
prognostische Aussagen beziiglich des Gesamtiiberlebens treffen zu kdnnen.

Dariber hinaus bestatigt diese Arbeit, dass der Nachweis flr Antikdrper gegen p16INK4A ein exzellentes
Mittel ist, um bei einem ,Cancer of Unknown Primary“ (CUP-Syndrom) die Lokalisation des Primartumors

einzugrenzen.
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