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Abklrzungen

Plattenepithelkarzinom PECA
Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals- | HNSCC
Region

Krankheitsspezifische Uberlebensrate DSS
Orales PECA OscCC
Oropharyngeales PECA OPSCC
Laryngeales PECA LSSC
Nasopharyngeales PECA NPSCC
Tonsillenkarzinom TSCC
Humane Papillomaviren HPV
Epstein-Barr-Virus EBV
Programmed Cell Death Ligand 1 PD-L1
Tumor T
Nodus N
Metastase M
Extrazellulare Matrix EZM
Tumorstammzellen CsC
CSC-Marker CSCM
Epitheliale-Mesenchymale Transition EMT
Epidermal growth factor receptor EGFR
Aldehyddehydrogenase 1 ALDH1
Real-Time Polymerase Chain Reaction | RT-PCR
Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet FFPE
Extrakapsulares Wachstum ECE
Tissue-Microarray TMA
Tris-Puffer-Lésung TBS
Raumtemperatur RT
Polymerase-Ketten-Reaktion PCR
Standard deviation sd
Konfidenzintervall Cl
Durchschnittliches Gesamtiiberleben (O8]
Rezidivfreies Uberleben RFS
Union for International Cancer Control uicC

1 Einleitung

In der Kopf-Hals-Region findet sich bei 89% der malignen Tumore die

histopathologische Differenzierung eines Plattenepithelkarzinoms (PECA) (Porter



2009). PECA der Kopf-Hals-Region (HNSCC) sind eine der haufigsten
Krebserkrankungen und stehen weltweit bei Mannern in der Rangfolge der
Krebshaufigkeit an sechster Stelle und bei Frauen an elfter Stelle (Jemal, Siegel et
al. 2009, Gotz, Drecoll et al. 2016). In Deutschland nimmt die Diagnose HNSCC bei
Mannern Platz sieben und bei Frauen Platz finfzehn ein (Koch-Institut 2016). In den
letzten Jahrzehnten gelang es durch anatomische Rekonstruktionen mittels
mikrovaskularen Transplantaten und einem etablierten Tumornachsorgekonzept die
langfristige Lebensqualitat der Patienten mit der Diagnose HNSCC zu verbessern
(Wolff, Follmann et al. 2012, Bissinger, Rau et al. 2017). Trotz dieser Fortschritte sind
die krankheitsspezifischen Uberlebensraten (DSS) fiir HNSCC stagnierend (Gotz,
Drecoll et al. 2016). Lokalrezidive, Lymphknotenrezidive und lokoregionare
Zweitkarzinome treten zu 80% innerhalb der ersten zwei Jahre nach der priméren
Diagnose auf und die 5-Jahres-Uberlebensrate von fortgeschrittenen HNSCC liegt
bei etwa 30% (Shin and Khuri 2013).

1.1 Plattenepithelkarzinome der Schleimhaut der Kopf-
Hals-Region und ihre Atiologie

Der Begriff HNSCC wird haufig zur Beschreibung in der Literatur verwendet. Jedoch
gibt es genauere Aufteilungen fir die einzelnen Lokalisationen des Kopf-Hals-
Bereichs. Da die einzelnen Subtypen verschiedene Atiologien aufweisen bietet es
sich an, sie auch in Studien folgend zu klassifizieren und nach Lokalisation getrennt
zu untersuchen: OSCC (orales PECA), OPSCC (oropharyngeales PECA),
laryngeales PECA (LSSC) sowie nasopharyngeales PECA (NPSCC). Fur die
Entstehung eines OSCC sind vor allem langjahriger Alkohol- und Tabakkonsums die
entscheidenden Risikofaktoren. Diese Risikofaktoren tragen auch den Hauptteil bei
der Entstehung eines LSSC. Risikolasionen der Mundschleimhaut werden als orale
Prakursorlasionen bezeichnet. Eine orale Schleimhautveranderung, die als solche
prakanzerdse Lasion gilt, ist der Lichen planus. Es werden in der Literatur beim
Lichen planus Wahrscheinlichkeiten der malignen Entartung von 0,4-5% angegeben
(Al-Hashimi, Schifter et al. 2007). Die Zeitspanne von der Erstdiagnose des Lichen
planus bis zur Diagnose des Karzinoms variiert von 20 Monaten bis 10 Jahren
(Gonzalez-Moles, Scully et al. 2008, Alrashdan, Cirillo et al. 2016). In 5-20% entsteht



ein OSCC aus einer oralen Leukoplakie (Halbritter, Spieler et al. 2007). Eine
Erythroplakie weist das gréfte Entartungspotential der Prakursorlasionen mit 14-50%
auf (Kuffer and Lombardi 2002). Fir das OPSCC, insbesondere fir das
Tonsillenkarzinom (TSCC), werden auch Humane Papillomaviren (HPV) in 50-70%
als Ursache beschrieben (Sturgis and Cinciripini 2007). Bei diesen Patienten fehlen
meistens Noxen als &tiologische Faktoren (D'Souza, Kreimer et al. 2007). Das
Epstein-Barr-Virus (EBV) spielt atiologisch bei der Entstehung des NPSCC eine
grofie Rolle (Goldenberg, Golz et al. 2001, Jiang, Ekshyyan et al. 2015).

1.2 Therapieoptionen beim oralen Plattenepithelkarzinom

Die fallabhdngige Therapieentscheidung wird gemafl der deutschen Leitlinie
Mundhéhlenkarzinom interdisziplinar getroffen (Wolff, Follmann et al. 2012). Nach
histologischer Sicherung, abgeschlossenem Staging mittels Computertomographie
oder Magnetresonanztomographie des Kopf-Hals-Bereiches und Hals-Nasen-Ohren-
arztlicher Untersuchung folgt die praoperative Vorstellung in einer interdisziplinaren
Tumorkonferenz fur Kopf-Hals-Tumore. Hier wird unter Berlcksichtigung des
Allgemeinzustandes des Patienten, der klinischen und radiologischen
Primartumorlokalisation und -ausdehnung sowie des Halslymphknotenstatus die
Therapie festgelegt. Unter Berlcksichtigung der definitiven Histologie wird der
Patientenfall postoperativ in der Tumorkonferenz erneut vorgestellt. Neben der
langfristigen Lebensqualitat des Patienten stellen Minimierung der Wahrscheinlichkeit
des Auftretens von Rezidiven und Zweittumoren die wesentlichen Therapieziele dar.
Die Therapie hat, abhangig von der Prognose des Patienten, eine kurative oder
palliative Intention. Es kdnnen eine operative, strahlentherapeutische oder kombiniert
operativ und adjuvante strahlentherapeutische Behandlung erfolgen (Glenny,
Furness et al. 2010). Eine individualisierte Therapie, welche sich an molekularen
Targets des OSCC orientiert, ist fir das OSCC bisher nicht als Firstline-Therapie
vorhanden. Im Falle eines Rezidivs oder Zweittumors, unter bereits vorhandener
Ausschopfung samtlicher operativer und strahlentherapeutischer Optionen und einer
nachweisbaren Uberexpression des Programmed Cell Death Ligand 1 (PD-L1) kann
eine Therapie mit einem PD-L1 Antikérper in Betracht gezogen werden. Die

Karzinomzelle kann durch PD-L1 an den PD-1 Rezeptor an T-Lymphozyten binden
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und hierdurch die Immunantwort inhibieren (Straub, Drecoll et al. 2016). Die
Karzinomzelle hat durch diese Form der Immunsuppression einen Uberlebensvorteil
(Quezada, Peggs et al. 2006). Die Immuntherapie mit einem Checkpointinhibitor,
dem PD-L1 Antikérper Nivolumab oder Pembrolizumab, konnte als Secondline-
Therapeutikum bei HNSCC zugelassen werden. In Phase Il Studien war eine
signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit gegeniiber klassischen Secondline-
Therapien mit Cetuximab oder Docetaxel gegeben (Ferris, Blumenschein et al. 2016,
Bauml, Seiwert et al. 2017).

1.3 Die Rolle der TNM Klassifikation beim oralen
Plattenepithelkarzinom

Wurde bis vor wenigen Jahren die Kategorisierung der HNSCC durch die TNM-
Klassifikation  bezuglich der entsprechenden Prognose und Therapie
uneingeschrankt hinzugezogen, manifestiert sich seit einiger Zeit ein Umdenken
(O’Sullivan;, Shah; et al. 2016). Durch Untersuchungen der Rezidivhaufigkeit, des
Aufkommens von Zweittumoren und Chemoresistenzen wird ersichtlich, dass eine
Charakterisierung nach ausschlieBlich anatomischen Parametern wie Tumorgrole
und Lymphknotenstatus keinen suffizienten Losungsansatz fiir die Erklarung der
Probleme der Rezidivhaufigkeit und der eingeschrankten 5-Jahres-Uberlebensrate
offenbart (Keane, Chen et al. 2015, Lee, Ho et al. 2015). Zur Verbesserung wird eine
weiterflhrende Faktorenbertcksichtigung hinsichtlich Prognose und individueller
Therapie suggeriert. Neben einer patientenbezogenen Datenerhebung und einer
tumorspezifischen Aufgliederung steht eine molekulargenetische Analyse zur
Diskussion (Takes, Rinaldo et al. 2010). Aus tumorspezifischen zellularen und
genomischen Mustern kénnen entscheidende Hinweise flir den weiteren klinischen
Verlauf gezogen werden (Chiang and Massague 2008). Eine Reihe prognostisch
aussagekraftiger molekularer Marker liegt bei Malignomen anderer Lokalisationen vor
(Carter, Rothwell et al. 2017). Beim HNSCC missen hinsichtlich dieser Etablierung

weitere Fortschritte geleistet werden (Chung, Parker et al. 2004).



1.4 Die ,Hallmarks of Cancer” und ihre Bedeutung beim
oralen Plattenepithelkarzinom

Die Identifikation molekularer Mechanismen, welche der Tumorzelle einen deutlichen
Uberlebensvorteil im Zellverbund bieten ist von groRer wissenschaftlicher Relevanz.
Die Eigenschaften wurden erstmalig im Jahr 2000 von Hanahan und Weinberg als
,Hallmarks of Cancer beschrieben (Hanahan and Weinberg 2000). In diesem Modell
wurden sechs grundlegende Merkmale offenbart: 1. self-sufficiency in growth signals,
2. insensitivity to anti-growth signals, 3. evading apoptosis, 4. limitless replicative
potential, 5. sustained angiogenesis and 6. tissue invasion and metastasis. Diese
Eigenschaften wurden 2011 durch die selben Autoren aktualisiert (Hanahan and
Weinberg 2011). Im Jahr 2017 wurden sie nochmalig an aktuelle Ergebnisse der
onkologischen Forschung adaptiert. Es wurden die Merkmale 7. selective growth and
proliferative advantage, 8. altered stress response, 9. vascularization, 10. invasion
and metastasis, 11. metabolic rewiring, 12. an abetting microenvironment, und 13.
immune modulation’ durch Fouad und Aanei aufgelistet (Fouad and Aanei 2017). Fir
das OSCC haben diese Eigenschaften grol’e Bedeutung, da sie ursachlich fir die
Rezidivhaufigkeit, das Aufkommen von Zweittumoren und Metastasierung sind
(Sasahira and Kirita 2018).

1.5 Die Theorie der Tumorstammzellen und ihr Einfluss
beim oralen Plattenepithelkarzinom

Die bereits erlauterten ,Hallmarks of Cancer” beschreiben wichtige, allgemeingliltige
Eigenschaften der Karzinogenese, die durch einzelne Faktoren gewahrleistet
werden. Seit einigen Jahren gibt es Hinweise, dass zum einen durch die Tumorzellen
diese Faktoren auf zellularer oder molekularer Ebene gebildet werden. Es wurde
ersichtlich, dass der Tumor ein grof’er Verbund unterschiedlicher Zellen ist und
komplexe Interaktionen vorhanden sind (Ohnishi, Yasui et al. 2018). In neueren
Studien wird auch der Rolle des nicht zellularen Tumorstromas, als extrazellulare
Matrix (EZM) beschrieben, diesbeziiglich eine wichtige Funktion zugeschrieben
(Jensen, Hindberg et al. 2018). Die Theorie der Tumorstammzellen (Cancer Stem
Cells; CSC) wurde im Jahr 1994 erstmals beschrieben (Lapidot, Sirard et al. 1994,
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Clarke and Fuller 2006). Es wurde deutlich, dass im Zellverbund des Tumors eine
Heterogenitat der Zellen vorliegt. Die These des Zufalls, dass eine beliebige
Tumorzelle fur die Proliferation und Ausbreitung des Tumors verantwortlich ist, war
nicht langer haltbar.

Fir PECA im Kopf-Hals-Bereich ist ein bisher etablierter CSC-Marker (CSCM) das in
der Plasmamembran lokalisierte CD44 wie eine Vielzahl von Untersuchungen zeigen
konnte (Kawano, Yanoma et al. 2005, Prince and Ailles 2008, Zhang, Filho et al.
2012). CD44 wird bei Tumoren dieser Lokalisation in verschiedenen Isoformen
exprimiert (Wang, Wong et al. 2009) und hat als extrazelluldre Liganden zahlreiche
Komponenten der EZM wie Hyaluronsaure, Fibronektin und Chondroitinsulfat. Diese
Liganden sind fur die Adhasion und fir die Funktion der Zellmigration verantwortlich,
welche durch CD44 vermittelt wird. Zudem findet eine Prasentation von
Wachstumsfaktoren durch CD44 statt. Diese Eigenschaften machen deutlich, dass
CD44-Proteine essentiell fir einen Uberlebensvorteil des Tumors sind. Ein weiteres
CSC-spezifisches Protein stellt CD133 dar. Die Funktion dieses Proteins ist bislang
nicht hinreichend geklart (Piechaczek 2001), die Existenz auf CSC bei Tumoren
unterschiedlicher Lokalisationen wird jedoch von einigen Autoren bestatigt (Collins,
Berry et al. 2005, Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007, Ferrandina, Bonanno et al.
2008). Im Bereich der HPV-positiven Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes steht
die Identifikation der CSC und ihrer Oberflachenproteine am Anfang. Die bisher erste
und einzige stattgefundene in vitro Isolierung von HPV 16-positiven CSC aus dem
Kopf-Halsbereich durch eine Forschungsgruppe lieR die erwahnten molekularen
Targets unbericksichtigt (Tang, Hauff et al. 2011).

Kurzlich publizierte Ergebnisse bestatigen, dass bei HPV-induzierten Karzinomen der
Zervix eine Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) vorliegt und zeigen, dass ein
positiver Nachweis der CSCM CD44 und CD133 in vitro durchgefuihrt werden konnte
(Lopez, Poitevin et al. 2012) (Feng, Peng et al. 2009). Die Fahigkeit einer
Tumorzelle, eine EMT durchzuflihren, kann als hauptsachlicher Faktor fir eine
Metastasierung angesehen werden (Liu, Wang et al. 2019). Diese Zellen zeigen eine
starke Migrationsfahigkeit und die Mdglichkeit, sich von interzellularen Kontakten zu
I0sen. Die ebenfalls hohe Rezidivrate bei der Tumorentitdt des Zervixkarzinoms
betragt in den ersten drei Jahren nach Diagnosestellung bis zu 90% (Pectasides,
Kamposioras et al. 2008) und ist vergleichbar mit der des OSCC. Sie kann durch

Studien in Korrelation mit einer Resistenz der CSC gegentber einer Chemo- und



Radiotherapie gesetzt werden (Dalerba, Cho et al. 2007). Zusatzlich wurde das alpha
6-Integrin CD49f auf CSC des Zervixkarzinoms nachgewiesen und wird zudem als
essentielles Adsorptionsmolekil bei der HPV-Infektion angesehen (Culp, Budgeon et
al. 2006). Eine Vielzahl von Publikationen hat ebenfalls gezeigt, dass das Protein
YB-1 ebenfalls eine zentrale Rolle bei der Karzinogenese spielt. YB-1 ist ein
multifunktionelles Protein, denn es ist direkt oder durch Interaktion mit anderen
Faktoren an fundamentalen biologischen Prozessen beteiligt, darunter an der
Regulation der Transkription, des Spleilens und der Translation, an der
Vielfachresistenz von Tumorzellen (Bargou, Jurchott et al. 1997), dem Zellzyklus und
sowie an der EMT (Mouneimne and Brugge 2009). Von groRer Bedeutung fir die
Funktion von YB-1 ist seine Lokalisation innerhalb der Zelle. Diese wird durch die
AKT und ERK vermittelte Phosphorylierung und Acetylierung beeinflusst. Wahrend
YB-1 im Zytoplasma an der translationalen Regulation beteiligt ist, wirkt es im Kern
vor allem als Transkriptionsfaktor und steuert die Expression von Proteinen wie
MMP2, Kollagen a, epidermal growth factor receptor (EGFR), c¢c-MET und
Phosphatidyl-inositol-kinase (PIK)3CA, die an der Mobilitdt, Invasion und
Metastasierung von Tumorzellen entscheidend beteiligt sind. Ferner interagiert YB-1
mit weiteren Faktoren wie p53, AP-1, SMAD3 und p300, hat somit indirekt Einfluss
auf die Genexpression. YB-1 stellt daher einen wichtigen und integralen Teil
verschiedener Signaltransduktionswege dar und wird zu Recht als ein onkogener
Transkriptions/Translationsfaktor bezeichnet (Holzmuller, Mantwill et al. 2011). Diese
Ergebnisse belegen beispielhaft die Relevanz von CSC bei OSCC. Jedoch ist in der
Literatur auch die Problematik bezuglich der Mannigfaltigkeit der Marker und ihre
noch nicht zielfiihrende Analyse haufig diskutiert (Teixeira and Correa 2018).
Aufgrund der Heterogenitat eines Tumors und der multiplen interagierenden
Signalwege wurde auch immer deutlicher, dass Targets mit molekularer
Schlisselfunktion gefunden werden missen um eine suffiziente Therapie ableiten zu
kénnen. Durch die bisherigen Errungenschaften der molekularen Onkologie ist es
auch ersichtlich geworden, dass eine Therapie gegen ein einzelnes Target nicht den

erhofften Therapievorteil bringt (Ohnishi, Yasui et al. 2018).

1.6 Die Aldehyddehydrogenase | als
Tumorstammzellmarker beim oralen
Plattenepithelkarzinom



Ein funktionell relevantes Enzym ist die Aldehyddehydrogenase 1 (ALDH1).
Retinsaure ist das Oxidationsprodukt des Enzymes, das Uber den nuklearen
Retinsadurerezeptor binden kann (Schafer, Teufel et al. 2012). Somit katabolisiert die
ALDH1 ein Produkt, welches direkten Einfluss auf die Genexpression hat (Elizondo,
Medina-Diaz et al. 2009). ALDH1 wurde bisher bei verschiedenen Krebsarten
nachgewiesen, unter anderem bei Glioblastomen und bei Mammakarzinomen. Es
befindet sich im Zytoplasma und im Mitochondrium und konnte bei diesen Krebsarten
als pradiktiver Marker fur eine schlechtere Prognose identifiziert werden (Schafer,
Teufel et al. 2012, Knudsen, Dervishaj et al. 2013). Eine hohe Expression von
ALDH1 war vor allem in Zellen mit CSC-Eigenschaften vorhanden und ALDH1 wurde
in der Vergangenheit auch als CSCM in HNSCC-Zelllinien nachgewiesen (Reid,
Wilson et al. 2017). Zudem scheinen Zellen mit hoher ALDH1 Funktion eine
Schlisselfunktion bei Chemotherapie-Resistenzen zu besitzen (Mihatsch, Toulany et
al. 2011). Eine frlhere Studie zeigte den Einfluss der Expression von ALDH1 in
Hinblick auf die patientenspezifische Prognose bei OPSCC (Qian, Wagner et al.
2013). ALDH1-positive CSCs zeigten zuvor in HNSCC Studien eine tumorigene
Kapazitat (Clay, Tabor et al. 2010). Damit kommt diesen CSC ein zentraler Aspekt
bei der EMT und der Bildung von Metastasen zu. Bei OPSCC wurde auch eine
Assoziation zwischen der Expression von ALDH1 und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen (Qian, Wagner et al. 2013). Dies
unterstreicht die potenzielle Aggressivitat von Zellen mit einer hohen ALDH1
Expression (Clay, Tabor et al. 2010). Darlber hinaus wurden fortgeschrittene T-
Stadien bei ALDH1-positiven OSCC-Fallen berichtet (He, Zhang et al. 2014).
Insbesondere eine erhdhte Anzahl von Lymphknotenmetastasen kann ein wichtiger
Hinweis darauf sein, dass CSC eine EMT durchlaufen. In der Literatur wird zudem
eine signifikant reduzierte Uberlebensdauer haufig als Zusammenhang mit erhdhter
ALDH1 Expression diskutiert (Ginestier, Hur et al. 2007). In anderen Studien wurde
jedoch auch lber das Fehlen eines negativen Einflusses auf das Uberleben bei
hoher ALDH1-Expression berichtet (Morimoto, Kim et al. 2009, Bednarz-Knoll,
Nastaly et al. 2015). Die Evaluation von ALDH1 und dessen Bedeutung ist beim
OSCC noch nicht abschlieRend geklart.
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1.7 Humane Papillomaviren und ihre Bedeutung beim
oralen Plattenepithelkarzinom

Seit einigen Jahren wird bei HNSCC als prognostischer Faktor die Erhebung des
Status der Infektion mit HPV der betroffenen Patienten diskutiert. In den Resultaten
internationaler Studien wird in 20-30% dieser Karzinome eine Korrelation mit einer
HPV-Infektion angegeben (Albers, Hoffmann et al. 2010), eine Seropositivitat fir den
HPV-Subtyp 16 ist dabei zu 70% vorliegend (Syrjanen 2007). HPV 16 stellt den
onkogenen High-Risk-Typ der Papillomaviren der a-Gruppe dar, welcher am
haufigsten flr Infektionen der oralen Mukosa verantwortlich ist. Die Tumore dieser
Patientenkollektive stellen eine eigene Entitat dar, welche von den Uberwiegend
noxeninduzierten Malignomen der Kopf-Hals-Region differieren. Eine signifikant
verbesserte 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten wird beschrieben, diese wird
zusatzlich positiv beeinflusst im Falle eines geringeren Durchschnittsalters der
Patienten bei der Erstmanifestation des Tumors wund einer negativen
Nikotinanamnese (Friedland, Thomas et al. 2011). Das verbesserte Outcome wird
auf eine hohere Sensitivitdt der HPV-positiven Karzinomzellen bezlglich der
postoperativen Radiochemotherapie zurlickgefuhrt (Fakhry, Westra et al. 2008).

Eine Feldkanzerisierung, welche bei den kausal durch Alkohol- und Tabakkonsum
bedingten Plattenepithelkarzinomen in der Kopf-Hals-Region fir Zweittumore und
Rezidive verantwortlich scheint, kann in aktuellen Untersuchungen bei den HPV-
positiven HNSCC nicht bestatigt werden (Begum, Cao et al. 2005).

Jedoch finden sich in Studien ebenfalls therapierefraktare Falle unter den HPV-
positiven Plattenepithelkarzinomen (Mannelli and Gallo 2012). Bei Betrachtung der
Patientenkollektive der HPV-Studien fallt auf, dass hoéhere Anzahlen von HPV-
positiven Tumoren, bessere Ergebnisse fir HPV-positive Patienten und verbesserte
Uberlebensraten im Vergleich zu HPV negativen Gruppen haufig in Studien
verdffentlicht wurden, in denen nicht zwischen OSCC und OPSCC unterschieden
wurde und andere Confounder, die das DSS signifikant beeinflussten, nicht
untersucht wurden (Keane, Chen et al. 2015). Es wurden nur wenige Studien
verdffentlicht, die die anatomischen Lokalisationen ausreichend unterscheiden (Krul,
Van De Vijver et al. 1999). Insbesondere in OPSCC interagieren lymphoides Gewebe
und lymphoide Vorlauferzellen mit HPV-Infektionen und auch Karzinomzellen durch

verschiedene molekulare Mechanismen (Larsen, Johansen et al. 2009). Ein weiteres
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Problem, das Uberlebensvergleiche schwierig macht, ist der Vergleich inhomogener
Gruppen. Das Alter und entsprechende Komorbiditdten sowie verschiedene
Tumorstadien beeinflussen die Uberlebensraten. Haufig werden falsche
Schlussfolgerungen gezogen, die auf unterschiedlichen Uberlebensraten basieren,
ohne das Alter der HPV-positiven und -negativen Gruppen zu beriicksichtigen. Bisher
haben nur wenige Studien ausschlieRlich OSCC als Diagnose und homogene

Gruppen im Hinblick auf Alter und Tumorstadium der Patienten untersucht.

1.8 Detektionsverfahren der Humanen Papillomaviren

Fur die HPV-Detektion stehen verschiedene Methoden zur Verfigung. Wie oft
diskutiert, ist die p16™k4a_.Immunfarbung eine haufig durchgefiihrte Methode (Westra
2014). Dieses Protein interagiert auf vielfaltige Weise mit dem Zellzyklus (siehe 1.9).
Jedoch ist seine Expressionsstarke oft unabhangig vom HPV-Status und es ist somit
kein suffizienter, alleiniger Pradiktor fir den HPV-Status und hat einen niedrigen
Vorhersagewert flr eine HPV-Infektion (Mirghani, Amen et al. 2015). Es muss
vielmehr als unabhangiger Marker betrachtet werden, der den Zellzyklus von
Karzinomzellen beeinflusst. In der Literatur wird die These gefiihrt, dass die p16'NK4a
Immunfarbung und Uberexpression eine unzureichende HPV-Nachweismethode ist,
da bei der alleinigen Verwendung der letzteren Methode die Anzahl der falsch
positiven HPV-positiven Patienten um ungefahr 50% hoher liegt und Studien, bei
denen die p16™K4a-Immunfarbung ohne andere HPV-Nachweismethoden kontrolliert
wurde, eine hohere positive HPV-Rate aufweisen (Wirth 2016). Bemerkenswert ist
eine groRe Anzahl von HPV-positiven Fallen, die mit einer Uberexpression von
p16/NK4a hej OPSCC korreliert, hauptsachlich bei TSCC (Wolff, Follmann et al. 2012).
Bei OSCC ist die Korrelation zwischen einer p16'N®4a-Uberexpression und einer HPV-
Infektion jedoch ohne weitere methodische Untersuchungen nicht tragbar (Walline,
Komarck et al. 2013). Als Standardmethode des Nachweises der HPV-Infektion wird
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in der Literatur die Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) von extrahierter
DNA aus Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem OSCC-Gewebe (FFPE) als
Standardmethode fir den HPV-Nachweis erwahnt (Wirth 2016). Ein Vorteil bei dieser
Methode ist die Mdglichkeit, FFPE fir die RT-PCR zu verwenden, da dies eine
retrospektive Untersuchung von OSCC-Patienten ermoglicht. Zusatzlich kénnen die
HPV-Subtypen anschliefend mit einem LCD-Array unter Verwendung von DNA, die
ebenfalls aus FFPE extrahiert wurde, nachgewiesen werden. Die Verwendung der
RT-PCR und des LCD-Arrays bieten mehr Vorteile in Form von zuverlassigeren
Ergebnissen und bessere wirtschaftliche Aspekte als die Verwendung der Sanger-
Sequenzanalyse (Young, Urban et al. 2015). Mit der zusatzlichen Methode des LCD-
Arrays erhalt man zusatzlich zur Bestatigung der RT-PCR-Ergebnisse weitere
Informationen zum onkogenen Risikopotenzial der zugrunde liegenden HPV-
Subtypen, da ein positives Ergebnis flir den LCD-Array nur beobachtet wurde, wenn
die OSCC-DNA HPV positiv war (Gotz, Drecoll et al. 2016).

Eine weitere Nachweismethode mit Visualisierung ist die In-situ Hybridisierung. Bei
dieser Methode wird die virale DNA direkt optisch nachgewiesen (Reuschenbach,
Kansy et al. 2013). Die Spezifitat wird bei diesem Nachweis als sehr gut bezeichnet
(Stewart, Baird et al. 2011). Die mangelnde Sensitivitat bei dieser Methode lasst sie
im Kontext aller Nachweismethoden in der qualitativen Wertigkeit zuriickfallen, da
eine HPV-Infektion durch ein negatives Ergebnis nicht sicher ausgeschlossen

werden kann (Lingen, Xiao et al. 2013).

1.9 Der Humane Papillomaviren assoziierte Surrogatmarker
p16INK4a

p16'NK4a guch als CDK-Inhibitor 2A bezeichnet, wird durch das CDKN2A-Gen kodiert
(Sritippho, Pongsiriwet et al. 2016). Im Zellzyklus bindet es an CDK4 und CDK 6 und
wirkt in der S-Phase inhibierend. Eine Methylierung der DNA, beispielsweise durch
Nikotinkonsum, kann zu einer Mutation des CDKN2A-Gens fiihren (Romagosa,
Simonetti et al. 2011). p16/™N%4@ wird eine antiproliferative Aktivitat zugeschrieben, es
besitzt relevante Wechselwirkungen mit den Signalwegen des
Retinoblastomaproteins und p53 (Serrano 1997, Romagosa, Simonetti et al. 2011).

Diese Pathways haben Schllsselfunktion in der Tumorsuppression. Demzufolge wird
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p16'NK4a guch als Tumorsuppressorprotein bezeichnet und ist beim HNSCC sowie bei
Brust- und Darmkrebs als mutiert und fehlreguliert beschrieben worden (Hoesli,
Birkeland et al. 2018). Vor kurzem wurden Interaktionen von p16'™NK4a entdeckt, die
Funktionen bei der Regulierung der CSC und der Umkehrung der Seneszenz von
CSC wahrend der Therapie bewirken (Milanovic, Fan et al. 2018). Zudem konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass Fibroblasten bei oxidativem Stress in die
Seneszenz iibergehen und hierbei eine Uberexpression von p16/Nk4a vorliegt (Wu,
Xue et al. 2007). Darlber hinaus wird davon ausgegangen, dass die Uberexpression
von p16/™Nk4a  einen negativen prognostischen Einfluss hat und diese das
Wiederauftreten des Tumors férdert und eine reduzierte Uberlebensdauer als Folge
hat (Gotz, Bissinger et al. 2018). Die Invasivitdt der Tumorzellen soll mit einer
Uberexpression von p16/N%4a gssoziiert sein (Chen, Chu et al. 2013). Die gesteigerte
Invasivitat erklart sich Uber die Wechselwirkungen mit Lamininen und Kateninen
(Jung, Schrauder et al. 2001). Zudem hat p16'NX4a einen relevanten Einfluss auf die
Angiogenese und Apoptose. Die Herunterregulation von p16™N%4a wurde in der
Literatur auch beschrieben. Es wurde argumentiert, dass die verminderte Expression
von p16/Nk4a das als Tumorsuppressor gilt, zu einem schlechteren Uberleben fiihrt
(Sharpless 2005). Die Rolle der Unter- und Uberexpression von p16'NK42 scheint von
der Krebsart individuell abhangig zu sein (Romagosa, Simonetti et al. 2011). Die
HPV-assoziierten Onkoproteine wie E7 beeinflussen die Expression von p16NK4a
(Gotz, Drecoll et al. 2016). Daher wird p16™&42 in vielen Studienprotokollen als HPV-
verwandter Ersatzmarker verwendet und dadurch als Surrogatmarker bezeichnet
(Malinowsky, Wolff et al. 2010). Eine HPV-Infektion wurde bisher haufig mittels
Immunhistochemie (IHC) von p16™K4a nachgewiesen. Jedoch zeigten viele Studien
Kritikpunkte an diesem Vorgehen, mittlerweile ist diese Methodik der indirekten HPV-
Diagnostik tber p16™*42 nur beim OPSCC etabliert und ohne fehlerhafte Resultate
und Schussfolgerungen durchzufiihren (Gipson, Robbins et al. 2018).

1.10 Zielsetzung der Promotion

Das Fehlen einer suffizienten Behandlung therapierefraktarer und rezidivierender

OSCC liefert den Hintergrund dieser Promotion und ihrer zugrundeliegenden
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Publikationen ,Impact of HPV infection on oral squamous cell carcinoma” und
»LALDH1 as a prognostic marker for lymph node metastasis in OSCC*. In diesem
Bereich muss weiterfiihrende fundierte Grundlagenforschung betrieben werden, um
somit die Basis fiir eine klinische Anwendung zu schaffen. Ziel dieser aktuellen
Promotion war es, eine homogene Patientengruppe mit der Diagnose OSCC zu
vergleichen. Es sollten Faktoren untersucht werden, die das Uberleben und den
krankheitsspezifischen Verlauf in Bezug auf Metastasierung oder Rezidivverhalten
des OSCC beeinflussen kénnten.

In der Literatur spielen die HPV-Infektion und ein mdglicher kanzerogener Einfluss
auf die Entstehung des OSCC eine relevante Rolle. Haufig verwendete HPV-
Nachweismethoden sollten bewertet werden und der HPV-Status sollte auf Relevanz
fur das Uberleben der OSCC Patienten und dessen klinischen Verlauf untersucht
werden. Zusétzlich war es ein Anliegen die spezifische Rolle von p16'N4a auRerhalb
der Funktion des HPV-Nachweises, als potentiellen Marker zu betrachten. ALDH1
sollte als ein bisher kaum untersuchter Tumorstammzellmarker in der Entitat des
0OSsccC hinsichtlich Beeinflussung des Uberlebens und des

Metastasierungsverhaltens ausgewertet werden.

2. Material und Methode

2.1 Studiendesign der publizierten Arbeit ,Impact of HPV
infection on oral squamous cell carcinoma”

2.1.1 Studienkohorte

202 Patienten, die zwischen 2009 und 2011 in der Abteilung fiir Mund,- Kiefer- und
Gesichtschirurgie der Technischen Universitat Minchen operiert wurden, sind in
diese Studie aufgenommen worden. Die Einschlusskriterien waren die Durchfiihrung
einer Operation mit kurativem Aspekt, die Verfliigbarkeit patientenspezifischer Daten
und von FFPE-OSCC. Fur jeden Patienten der Studie lagen vollstadndige Follow-up-
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Daten vor. Alle Patienten waren in regelmafigen Nachsorgeuntersuchungen in
unserer Abteilung vorstellig. Tumoren der Zungenbasis und Tumoren mit Beteiligung
des Oropharynx wurden in der aktuellen Studie ausgeschlossen, um eine strikte
Analyse ausschliellich von OSCC zu gewahrleisten. Alle Falle wurden im
interdisziplindren Tumorboard fiir Kopf-Hals-Tumore am Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitdt Mulnchen pra-und posttherapeutisch vorgestellt. Die
durchgefihrten Therapien der eingeschlossenen Patienten waren primare
Tumoroperationen im Sinne von Tumorresektionen mit intraoperativer
Schnellschnittkontrolle und entsprechender Neck Dissection. Gemal der deutschen
Leitlinie zum Mundhdhlenkarzinom wurde bei allen Patienten im Falle von einseitig
lokalisierten Tumoren eine ipsilaterale selektive Neck-Dissection mit Entfernung der
ipsilateralen Lymphknoten in Level I-lll durchgefihrt. Bei mittellinientberschreitenden
Karzinomen wurde eine beidseitige selektive Neck Dissection der Level I[-llI
durchgefuihrt. Die Neck Dissection wurde bei Lymphknotenmetastasen in Level IIB
oder Il auf die Level IV und V erweitert (Wolff, Follmann et al. 2012).

Eine postoperative adjuvante Radiotherapie mit einer Dosis zwischen 50 und 66 Gy
wurde im Falle von Lymphknotenmetastasen, bei extrakapsularem Wachstum (ECE),
Knocheninfiltration, bei positiven mikroskopischen Resektionsrandern (R1) oder
ausgedehnten Tumoren (T3 und T4) gemall der deutschen Leitlinie fir das
Mundhdhlenkarzinom durchgefihrt (Wolff, Follmann et al. 2012).

Ausschlusskriterien fiir den Einschluss in diese Studie waren der Tod aufgrund eines
nicht tumorspezifischen Ereignisses, Fernmetastasen bei der Primardiagnose und
die Durchfiihrung einer neoadjuvanten oder primaren Radiotherapie. Die Studie
wurde von der Ethikkommission des Klinikums rechts der Isar der Technischen
Universitat Manchen genehmigt und entsprechend der Deklaration von Helsinki
durchgefihrt.

2.1.2 Tissue-Microarray Konstruktion

Zwei Pathologen legten fest, welche Anteile des Karzinomgewebes aus dem

Tumorzentrum, der Invasionsfront des Tumors und den Lymphknoten jedes
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Studienpatienten in den Tissue-Microarray (TMA) mitaufgenommen werden sollten.
Das Gewebe wurde mit Formalin fixiert und in Paraffinblocke eingebettet. Es wurden
jeweils zwei Gewebebereiche mit einem Durchmesser von 6 mm gestanzt und unter
Verwendung eines Tissue Microarrayers (Beecher Instruments, Sun Praierie, USA)

wie zuvor beschrieben in den TMA eingefligt (Nagai 1999).

2.1.3 Immunhistochemie von p16/NK4a

Tumorgewebe wurde mit Formalin fixiert und in Paraffinblécken eingebettet (FFPE).
Wie zuvor beschrieben, wurde ein TMA von zwei Pathologen erstellt (Straub, Drecoll
et al. 2016). Zwei Gewebeanteile jedes Karzinoms wurden in den TMA eingefligt.
TMA-Schnitte mit vier Mikrometern Starke wurden mit dem p16"™&4a Antikérper (CIN
tec; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) nach den Empfehlungen des
Herstellers auf folgende Weise angefarbt: nach Entparaffinierung, Wasserung und
Waschen mit Tris-Puffer-Lésung (TBS; 0,05 mol |-1 Trizma-Base 0,15 mol I-1 NaCl;
pH 7,6), wurde das Epitop-Retrival der Gewebschnitte durch Kochen im Drucktopf (4
Minuten, 10 mmol / | Citratpuffer, pH-Wert 6,0) durchgefiihrt, gefolgt von einer
Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitat (mit 3% H202 fir 20 Minuten,
Raumtemperatur (RT)). Nach dem Waschen in TBS wurden die Schnitte mit dem
p16'NKaaAntikdrper in  Antikdrper-Verdiinnungsmittel (DakoCytomation, Hamburg,
Deutschland) inkubiert, gefolgt von einer weiteren TBS-Waschung. Die Farbung
wurde durch die Zugabe von 3,3-Diaminobenzidin-chromogenic-Substrat
(DakoCytomation; 10 min, RT) sichtbar gemacht. Schliellich wurden die Schnitte mit
Mayer-Hamatoxylin-Eosin gegengefarbt und die Objekttrdger dann mit Pertex-
Medium (MEDITE, Burgdorf, Deutschland) eingedeckelt (Nakao, Yang et al. 1997).
Als Auswertung wurde das Auftreten eines Farbesignals in den vorliegenden Proben
als positiv gewertet wie bereits in der Literatur beschrieben (Begum, Gillison et al.
2003, Ndiaye, Mena et al. 2014).

2.1.4 DNA-Nachweis

Es wurden FFPE-Full-Face-Slides des zentralen Tumorareals jedes Patienten in 15

Mikrometer dicken Schnitten angefertigt. Wie bereits beschrieben wurde hieraus
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DNA extrahiert (O'Rorke, Ellison et al. 2012, Oguejiofor, Hall et al. 2013). Die
Extraktion der HPV-DNA wurde mit dem QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) mit Prim Mix A und Mix B (Mix My 11/09 und Mix 125) des
LCD-Array HPV 3.5-Kits (Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) durchgefihrt.

2.1.5 Erkennung der HPV-Subtypen

Das HPV 3.5-LCD-Array-Kit (Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) wurde
verwendet, um die HPV-Subtypen zu identifizieren (Okami, Reed et al. 1999). Es
sind mit diesem System 32 Subtypen nachweisbar, darunter HPV-Typen mit
unterschiedlichem Risiko fir eine maligne Entartung. Nach der Amplifikation der
HPV-DNA wurde die Hybridisierung am LCD-Array-Chip durchgefiihrt. Nach dem
Waschen der Chips und dem Trocknen durch Zentrifugation war die Visualisierung
der gebundenen Amplikons Uber eine Enzym-Substrat-Reaktion mdglich. Die Arrays

wurden anschlieftend per Scanner analysiert.

2.1.6 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit dem Programm ,Statistical Package for the Social Sciences”
(SPSS fur Windows, Release 22.0.0, 2013, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
ausgewertet. Die Cox-Regression wurde fir die Uberlebensanalyse verwendet. Als
Signifikanztests wurden der Chi-Quadrat-Unabhéngigkeitstest und der nicht-
parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Wahrscheinlichkeiten von weniger

als 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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2.2. Studiendesign der publizierten Arbeit ,,ALDH1 as a
prognostic marker for lymph node metastasis in OSCC*

2.2.1 Studienkohorte

Die vorliegende publizierte Studie schloss 186 Patienten mit der Diagnose OSCC
ein. Die chirurgische Behandlung wurde zwischen Januar 2009 und Dezember 2012
in der Abteilung fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat Munchen durchgefuhrt. Die chirurgische Behandlung
umfasste  die  Tumorresektion, Neck  Dissection und intraoperative
Schnellschnittkontrolle und die primare Rekonstruktion mit einem mikrovaskularen
Transplantat. Alle Patienten wurden in der interdisziplinaren Konferenz fir Kopf- und
Hals-Tumore Klinikums rechts der Isar vor und nach der Operation vorgestellt. Die
klinischen Daten aller Patienten waren verfligbar und von allen Patienten war FFPE-
Gewebe verfligbar. Nachsorgeuntersuchungen wurden bei allen eingeschlossenen
Patienten gemaR der deutschen S3-Leitlinie fir das Mundhohlenkarzinom
durchgefuhrt (Wolff, Follmann et al. 2012). Diese Leitlinie empfiehlt, dass Patienten
mit Mundhoéhlenkrebs alle drei Monate innerhalb der ersten 2 Jahre nach der
Erstdiagnose und danach alle 6 Monate in den Jahren 3 und 4 untersucht werden
sollten. Bei jedem zweiten Nachsorgetermin wird eine radiologische Diagnostik
mittels CT oder MRT von Kopf und Hals durchgeflihrt. Nach der Leitlinie kann die
Nachsorge 5 Jahre nach der Erstdiagnose abgeschlossen werden. Alle
Tumoroperationen wurden mit kurativem Anliegen durchgefiihrt und beinhalteten
eine Neck Dissection. Als intraoperative Kontrolle wurde bei jeder Tumoroperation
auch eine intraoperative Schnellschnittdiagnostik durchgefiihrt. Wie zuvor
beschrieben, wurde eine adjuvante Cisplatin-basierte Radiochemotherapie bei
Lymphknotenmetastasen, extrakapsularer Ausbreitung, Tumorinfiltration des
Knochens, Tumoren mit erweiterter GroRe (T3-T4) und positivem histologischem
Nachweis von Tumorzellen (R1) durchgefiihrt (Gotz, Drecoll et al. 2016). Patienten
wurden von der Studie ausgeschlossen, wenn keine kurative chirurgische
Behandlung  durchgefiihrt wurde und die primdre Behandlung eine

Radiochemotherapie war. Die Studie war gemal der gemafl der Deklaration von
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Helsinki aufgebaut und wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitat

Miinchen genehmigt.

2.2.2 Tissue-Microarray Konstruktion

Das Tumorzentrum, die Invasionsfront des Tumors und die entsprechenden
Lymphknoten der Patienten (FFPE) wurden in den TMA wie bereits beschrieben
aufgenommen (Bissinger, Kolk et al. 2017). Zwei Pathologen analysierten die
Bereiche, die fur den TMA verwendet werden sollten. Es wurden jeweils 2 Dots pro
Bereich in den TMA unter Verwendung eines Tissue-Micro-Arrayers (Beecher

Instruments, Inc., Sun Prairie, WI, USA) eingefligt (Nagai 1999).

2.2.3 Immunhistochemie von p16'N¥42 und ALDH1

p16'NK4a wurde auf den vier Mikrometer dicken TMA-Schnitten unter Verwendung des
p16'NK4a.Antikorpers (Kat.-Nr. 725-4713; Ventana Medical Systems, Inc.; Roche,
Tucson, AZ, USA) wie bereits beschrieben angefarbt (30). ALDH1 wurde ebenfalls
unter Verwendung eines primaren ALDH1-Antikorpers (Kat.-Nr. 611194; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) bei einer Verdinnung von 1:500 angefarbt. Die
immunhistochemische Farbung wurde gemafl den Empfehlungen des Herstellers
und wie in der Literatur beschrieben durchgefihrt (Schafer, Teufel et al. 2012).
Negative und positive Kontrollen wurden fiir beide Antikérper gefarbt. Fir die
p16'NK4a_Farbung wurden Schnitte von HPV-negativen Zervixkarzinomen als
Negativkontrolle und HPV-positive Zervixkarzinomschnitte als Positivkontrolle
verwendet. Fur die ALDH1-Farbung wurden Glioblastomschnitte als Positivkontrolle
verwendet und Urothelkarzinomschnitte dienten als Negativkontrolle (Gotz, Drecoll et
al. 2016).
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2.2.4 Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung
von ALDH1 und p16'NKk4a

Die Farbungen wurden unter einem Lichtmikroskop unter 200-facher Vergrofierung
ausgewertet (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). Es wurde ein qualitatives
und quantitatives Auswertungssystem, wie zuvor beschrieben, verwendet, das die
Intensitat der Farbung sowie die Anzahl der geférbten Zellen miteinbezog (Remmele
and Stegner 1987). Die Intensitat der Farbung und die Zellzahl wurden in den Stufen
0 und 4 bewertet. Die Bewertung der Intensitat wurde wie folgend bewertet: Keine
Farbung wurde als 0, eine schwache Farbung als 1, mittlere bis schwache Farbung
als 2, mittlere Farbung als 3 und starke Farbung als 4 bewertet. Der Anzahl an positiv
angefarbten Zellen wurde mit 0 bei <10%, 1 bei 10—-25%, 2 bei 25-50%, 3 bei 50—
75% und 4 bei> 75% angegeben. Anschlielend wurden die Farbeintensitats- und
Anteile an positiven Zellen multipliziert. Als Multiplikationsergebnis resultierten die
Gruppen 0, 2, 4, 12 und 16. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden anschlieend
die Werte fir einen Cutoff-Level fir eine Positivitat fir ALDH1 festgelegt. Die Werte
12 und 16 wurden fir eine Positivitdt an ALDH1 festgelegt. Die Werte 0, 2 und 4
wurden als negativ fir ALDH1 festgelegt. Fur p16™X42 wurden als positives Ergebnis
die Werte 12 und 16 und fir die Negativitat wurde der Wert O definiert. Der HPV-
Nachweis wurde wie bereits beschrieben an DNA durchgefiihrt, die aus FFPE
Tumorgewebe isoliert wurde (Qiamp DNA FFPE-Gewebekit; Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland). Desweiteren wurde eine durch Polymerasekettenreaktion durchgefihrt
und ein HPV-Array-Kit (HPV 3.5; Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) verwendet
(Gotz, Drecoll et al. 2016).

2.2.5 Statistische Auswertung

Es wurde die SPSS-Software fir Mac, Version 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)
fur die statistische Auswertung verwendet. Der Mann-Whitney-U-Test und der U2-
Test wurden zur Analyse der Daten verwendet. Die Uberlebensraten wurden mit der
Kaplan-Meier-Methode bewertet und als Mittelwert + Standardabweichung und

Konfidenzintervall (Cl) dargestellt. Um die Signifikanz der Unterschiede bei den
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Uberlebenswahrscheinlichkeiten zu testen, wurde der Log-Rank-Test verwendet.
Risikoregressionsmodelle, wie der Kruskal-Wallis-Test wurden verwendet, um die
Assoziation von ALDH1- und p16/N%“a_-Expression mit TumorgroRe und
Lymphknotenmetastasen zu untersuchen. Die Cox-Regression wurde zur Analyse
multivariater Uberlebenszeiten verwendet. Es wurde fir p-Werte <0,05 eine

statistische Signifikanz festgelegt.

3.1 Hervorhebung der individuellen Leistungsbeitrage der
Kandidatin und Zusammenfassung der Veroéffentlichung
»impact of HPV infection on oral squamous cell carcinoma*

3.1.1 Hervorhebung der individuellen Leistungsbeitrage der
Kandidatin

Die Publikation ,Impact of HPV infection on oral squamous cell carcinoma“ (Gotz,
Drecoll et al. 2016) wurde durch meine Person, der Promovendin Frau Dr. med. dent.
Carolin Gétz, in Eigenregie erstellt. Als Erstautorin und corresponding author hatte
ich zudem die Aufgabe, den Einreichungsprozess und die erforderlichen Anderungen
des Reviewprozesses auszufilhren. Der Studiengedanke, die Erhebung der
Patientendaten, die Konzeption und Durchfiihrung der Laborarbeiten und die
statistische Analyse wurden ebenfalls durch mich geleistet. Hilfreiche Einarbeitungen
in die Methodik der pathohistologischen Auswertung erhielt ich durch Frau Dr. med.
Enken Drecoll und Frau Dr. med. Melanie Boxberg (geborene Straub), Institut fir

Pathologie der Technischen Universitat Miinchen.

GroRartige Unterstiitzung bei der Konzeption der Studie wurde mir durch den
Letztautor Herrn Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Andreas Kolk und Herrn Univ.-Prof.
Dr. med. Dr. med. dent. Klaus-Dietrich Wolff zuteil. Durch Herrn Priv.-Doz. Dr. med.
Dr. med. dent. Oliver Bissinger erhielt ich wertvolle Hilfe bei der statistischen Analyse
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der Studie. Alle genannten Autoren waren an der Durchsicht des Manuskripts und an

wertvollen Hinweisen zur Verbesserung der Publikation beteiligt.

3.1.2 Zusammenfassung ,,Impact of HPV infection on oral
squamous cell carcinoma*

HNSCC werden héaufig nach ihrer Atiologie eingeteilt. Noxen-assoziierte Kollektive
werden mit der HPV-assoziierten Gruppe verglichen, wahrend unterschiedliche
Lokalisationen wie OSCC und OPSCC oft als eine Gruppe gemeinsam untersucht
werden. Das Ziel der Publikation ,Impact of HPV infection on oral squamous cell
carcinoma“ (Gotz, Drecoll et al. 2016) war es zu zeigen, dass die Einteilung, alleinig
durch die Atiologie, nicht angemessen ist. 12 (5,94%) Patienten waren p16'Nk4a
positiv (Tabelle 1). Diese Ergebnisse waren deutlich durch eine starke
Farbeintensitat zu erkennen. HPV-positive Zervixkarzinome wurden als
Positivkontrollen verwendet. Bezliglich der p16'NK4a Positivitat konnte zwischen den
einzelnen Lokalisationen wie Tumorzentrum, Invasionsfront und Lymphknoten kein
Unterschied festgestellt werden. 7 (3,47%) Patienten wurden basierend auf den
PCR-Ergebnissen als HPV positiv bewertet. Eine Probe eines HPV-positiven
Zervixkarzinoms wurde als Positivkontrolle verwendet, um eine HPV-Infektion zu
bestatigen. In allen Fallen wurde eine Kontroll-PCR durchgefiihrt, um eine
ausreichende Menge an DNA sicherzustellen. Nur in 4 Fallen (1,98%) entsprach das
PCR-Ergebnis einer positiven p16'NK4a-Farbung. In 8 Fallen (3,96%) war die p16/NK4a.
Farbung positiv, das PCR-Ergebnis jedoch negativ. In 3 Fallen (1,49%) war die
p16'"NK4a-Farbung negativ, die PCR fiir HPV war jedoch positiv. Zusammenfassend ist
erkennbar, dass die p16'™NK4a-Farbung zum Nachweis von HPV nicht ausreichend
sensitiv und spezifisch ist. Um den HPV-Subtyp zu identifizieren, wurde das HPV-
LCD-Array-Kit verwendet. Dariber hinaus diente es als Kontrolle fir die PCR-
Methode. Zwischen der PCR und dem HPV-LCD-Array-Kit wurden keine
widerspriichlichen Ergebnisse festgestellt. In 5 OSCC-Fallen war der HPV-Subtyp 16
vorhanden, in einem Fall waren die HPV-Subtypen 16 und 52 vorhanden und in
einem Fall waren die HPV-Subtypen 16 und 53 vorhanden. Die relevanten klinischen
Daten von 202 eingeschlossenen Patienten mit der Diagnose OSCC sind in Tabelle

1 aufgefiihrt. Risikofaktoren wie Rauchen und Alkoholkonsum waren in
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vergleichbarer Anzahl in der HPV positiven und negativen Gruppe vorhanden. Die
Mehrheit der beiden Gruppen rauchte, und die Kombination aus Nikotinkonsum und
regelmaligem Alkoholkonsum wurde bei 10% beider Gruppen beobachtet. Der
Karnofsky-Index wurde fiur jeden Tumorpatienten erhoben. Alle Patienten der
aktuellen Studie hatten einen Karnofsky-Status zwischen 90 und 100 %, unabhangig
von der HPV-Positivitat. Aufgrund des hohen Karnofsky-Index war der Status nicht
signifikant mit den Uberlebensraten verbunden. Die Uberlebensraten beider Gruppen
unterschieden sich nach univariaten und multivariaten Analysen nicht signifikant (p>
0,05). HPV-positive Patienten hatten ein durchschnittliches Gesamtiiberleben (OS)
von 33,17 Monaten ((standard deviation (sd) 5,21; 95% Konfidenzintervall (Cl):
22,96-43,38) und HPV-negative Patienten zeigten ein durchschnittiches OS von
78,34 Monaten (sd 4,27; 95% -KI: 69,99-86,70).

Die Uberlebensraten unterschieden sich auch nicht signifikant zwischen p16/NK4a.
positiven Fallen (durchschnittliches OS 40,08 Monate, sd 4,28; 95% CI: 69,99-86,77)
und p16/NK4a-Negativitat (durchschnittliche OS 78,38 Monate, Sd 6,55; 95% ClI:
27,24-52,92). HPV und p16™K4a-positive Falle wiesen ebenfalls keine besseren
Uberlebensraten auf (durchschnittliches OS 31,56 Monate, sd 16,62; 95% -Cl:
14,94-48,18). Sowohl das Lokalrezidiv als auch das Lymphknotenrezidiv spielten
eine wichtige Rolle fiir das Uberleben (p=0,001). Drei dieser Patienten waren HPV-
positiv, vier waren p16/N%4a_positiv und zwei der p16'NK4a-positiven Patienten waren
ebenfalls HPV-positiv. Das rezidivfreie Uberleben (RFS) der HPV-positiven Patienten
betrug durchschnittlich 8,56 Monate (sd 1,56; 95% CI: 5,51-11,61); HPV negative
Patienten zeigten ein durchschnittliches RFS von 18,66 Monaten (sd 2,57; 95% CI:
13,63-23,69). Das RFS der p16™K4a-positiven Patienten betrug durchschnittlich
22,05 Monate (sd 5,78; 95% Cl: 10,73-33,38) und p16'NK4a_negative Patienten hatten
ein durchschnittliches RFS von 17,70 Monaten (sd 2,54; 95% CI: 12,73—-22,67). Das
UICC-Stadium (Union for International Cancer Control) (p=0,031), das Alter der
Patienten (p =0,012) und die Lymphknotenmetastasierung (p=0,003) zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose hatten einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtlberlebensrate,
unabhéngig vom HPV-Status oder von der p16NK4a-Expression. Im Gegensatz dazu
zeigten das Geschlecht, das T-Stadium, extrakapsulares Wachstum und das Grading
des Tumors keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben oder
dem DSS (p> 0,05). Zudem waren diese Ergebnisse unabhangig vom HPV- oder

p16'NK4aStatus. Man kann die  Schlussfolgerung ziehen, dass der
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immunhistochemische p16'Nk4a-Nachweis keine zuverlassige Methode fir den HPV-
Nachweis beim OSCC ist. Die p16/N%“a-Positivitat stimmte nicht mit den PCR-
Ergebnissen der HPV-DNA (berein. Dartiber hinaus wird beim OSCC der Einfluss
der HPV-bedingten Karzinogenese uberschatzt. Die Bedeutung der HPV-Infektion
bleibt beim OSCC klinisch unklar, jedoch ist der Einfluss der HPV-Infektion auf die

Uberlebensraten beim OSCC nicht relevant.

Table 1: Clinicopathological features

Clinical Parameters (I:P:;;S*) *:’I:l ;)*
Median age in years (range) 57.6 574
(29.5-85.8) (44.3-65.8)

Gender

Male/Female 141/54 4/3

UICC Stage

I 48 x

11 35 x

111 38

IVa 74 4

Tumor Size

Tl 72 2

T2 73 1

T3 21 2

T4a/b 29 2

N Stage

NO 100 3
35 2
60 2

xtracaps 21 2

Grading

Gl 12 x

G2 130 )

G3 2 2

plé

Positive 8 4

Negative 187 3

Tabelle 1:* HPV-: HPV negativ; *HPV+ positiv gemaf der Ergebnisse der PCR; x:

nicht vorhanden
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3.2 Hervorhebung der individuellen Leistungsbeitrage der
Kandidatin und Zusammenfassung der Veroéffentlichung
,»ALDH1 as a prognostic marker for lymph node metastasis
in OSCC*

3.2.1 Hervorhebung der individuellen Leistungsbeitrage der
Kandidatin

Die Publikation ,ALDH1 as a prognostic marker for lymph node metastasis in OSCC*
(Gotz, Bissinger et al. 2018) wurde durch meine Person, der Promovendin Frau Dr.
med. dent. Carolin Gétz, in Alleinarbeit erstellt. Als Erstautorin und corresponding
author hatte ich zudem die Aufgabe, die Einreichung beim Journal und die
Anderungen des Reviewprozesses durchzufiinren. Ebenso oblag es meiner Person
den Studiengedanken, die Erhebung der Patientendaten, die Konzeption und
Durchfihrung der Laborarbeiten und die statistische Analyse zu leisten. Eine
Einarbeitung in die pathohistologische Auswertung der immunhistochemischen
Farbung von ALDH1 erhielt ich freundlicherweise durch Frau Dr. med. Enken Drecoll,
Institut fur Pathologie der Technischen Universitat Munchen. Der Letztautor Herr
Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Andreas Kolk und Herr Univ.-Prof. Dr. med. Dr. med.
dent. Klaus-Dietrich Wolff standen mir bei der Konzeption der Studie in
Uberdurchschnittlichem MaRe zur Seite. Durch Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Dr. med.
dent. Oliver Bissinger und Herrn Dr. med. Christopher Nobis erhielt ich wertvolle
Unterstitzung bei der grafischen Analyse der Ergebnisse und bei der statistischen
Auswertung der Studie. Alle Autoren der Publikation waren an der Durchsicht des

Manuskripts und an der Korrektur der Publikation beteiligt.

3.2.2 Zusammenfassung der Veroffentlichung ,,ALDH1 as a
prognostic marker for lymph node metastasis in OSCC«

Das Ziel der vorliegenden Publikation ,ALDH1 as a prognostic marker for lymph node
metastasis in OSCC* (Gotz, Bissinger et al. 2018) bestand darin, die Rolle von
ALDH1 als CSCM fir OSCC zu untersuchen und die Rolle von p16'NK4a welches
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auch ein Surrogatmarker von HPV ist, im Falle der Expression von ALDH1 zu
bestimmen. Die klinischen Parameter der 186 eingeschlossenen OSCC-Patienten
sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die Follow-up Daten ergaben, dass die mittlere
Uberlebenszeit der Kohorte 44,54 + 86,81 Monate betrug (95% Konfidenzintervall
(CI1):32,06-57,02). Die Uberlebensrate wurde durch aufgetretene
Lymphknotenrezidive signifikant beeinflusst (p=0,020). Dies trat bei 18 Patienten der
Gesamtkohorte auf. In diesen Fallen sank die Uberlebenszeit auf 36,31 + 21,39
Monate (95% Cl:26,43-46,19). Ein weiterer signifikanter Effekt auf die
Uberlebensrate wurde beim Auftreten eines Lokalrezidivs beobachtet (p=0,027). Dies
trat bei 25 Patienten auf, worunter die Uberlebenszeit auf 28,49 + 23,97 Monate
(95% CI:19,09-37,89) sank. Bei der Erstdiagnose hatten die folgenden Aspekte einen
signifikanten Einfluss auf die Gesamtiiberlebensrate: Patienten mit UICC-Stadium Il
hatten im Vergleich zu den Fallen von UICC-Stadium | und Il (p=0,003) eine
signifikant verringerte Uberlebenszeit, ebenso wie Patienten mit UICC-Stadium IV
(p=0,001). Patienten mit N2-Stadium hatten eine signifikant verringerte
Uberlebenszeit im Vergleich zu Patienten mit NO-Stadium (p=0,001). Das UICC-
Stadium IV hatte einen signifikant negativeren Einfluss auf das Uberleben im
Vergleich zu UICC-Stadium I-1ll (p=0,001). Es wurde kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Tumorbereichen hinsichtlich der Positivitat fiur ALDH1 beobachtet. Bei
24 Patienten wurde eine niedrige ALDH1-Expression und bei 162 Patienten eine
hohe Expression festgestellt. Die Gesamtiberlebensraten unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den ALDH1-positiven Fallen (44,90 £ 91,40 Monate; 95%
Cl:30,71-58,93) und den ALDH1-negativen Fallen (41,81 + 37,83; 95% CI:26,01-
56,83; p=0,78). Die hohe Expression von ALDH1 in tumorinfiltrierten Lymphknoten
zeigte im Vergleich zu einer niedrigen Expression von ALDH1 einen Zusammenhang
mit weiter fortgeschrittenen klinisch-pathologischen Stadien (p=0,03). Die hohe
Expression von ALDH1 im Tumorzentrum und in der Invasionsfront zeigte keinen
signifikanten Einfluss. In 8 Fallen wurde eine p16'NK4a_-Positivitat festgestellt. Die
mittlere Uberlebensrate der Patienten mit p16'™NK4a_positiven OSCC betrug 32,38 *
11,94 Monate (95% -Cl:24,11-40,65); Es wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen der p16/N%4a_positiven und -negativen Gruppe (p=0,12) festgestellt.
Insgesamt waren 5 Patienten der Kohorte p16/N%4a-positiv und gleichzeitig auch HPV-
positiv fir den HPV-Subtyp 16 (bei diesen Patienten betrug die mittlere
Uberlebenszeit 37,00 + 11,35 Monate; 95% Cl:27,05-46,95). Es wurde kein
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signifikanter Unterschied beziiglich der Uberlebenszeit zwischen der p16/NK4a.
positiven und der HPV 16-positiven und -negativen Gruppe (p=0,13) festgestellt.
Insgesamt waren 3 Patienten p16/Nk4a positiv und HPV-negativ (bei diesen Patienten
betrug die mittlere Uberlebenszeit 24,67 + 12,92 Monate; 95% CI:10,05-39,29).
Diese Patienten wiesen eine signifikant verringerte Uberlebenszeit auf, verglichen mit
der mittleren Uberlebensrate der Gesamtkohorte (p=0,048). Insgesamt waren 178
Patienten p16™K4a.und HPV-negativ und hatten eine mittlere Uberlebenszeit von
51,16 + 41,23 Monaten (95% Cl:45,12-57,20; verglichen mit der Gesamtkohorte,
p=0,35). 5 Patienten, die p16™K4a-positiv und auch HPV-positiv getestet wurden,
zeigten eine positive ALDH1-Expression. Diese Gruppe hatte eine mittlere
Uberlebenszeit von 34,85 + 9,29 Monaten (95% Cl:25,56-44,14). Die verbleibenden
p16"NK4apositiven Falle mit negativer ALDH1-Expression (n=3) hatten ein mittleres
Uberleben von 28,26 + 12,90 Monaten (95% Cl:13,66-42,86). Es wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenszeiten dieser Gruppen (p=0,57)
gesehen. Im Vergleich der Uberlebenszeiten der gesamten Kohorte und der p16'NK4a.
positiven und ALDH1-positiven Untergruppe (p=0,25) oder der gesamten Kohorte
und der p16/NK4a_positiven und ALDH1-negativen Untergruppe (p=0,15) wurde
ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang festgestellt. Insgesamt waren 2 Patienten
der HPV-positiven Patienten ALDH1-negativ. Die mittlere Uberlebenszeit betrug
32,59 = 13,85 Monate; (95% CI:13,34-51,84). 3 Patienten zeigten Positivitat fur
ALDH1 (mittlere Uberlebenszeit: 39,94 + 8,02 Monate; 95% CI:30,86—49,02). Es
wurde kein Einfluss auf die Uberlebenszeit zwischen diesen letztgenannten Gruppen
beobachtet (p=0,69). AuBerdem wurde kein Einfluss auf die Uberlebenszeit zwischen
diesen letztgenannten Untergruppen und der Gesamtkohorte beobachtet (p=0,54 fir
ALDH1-negative und HPV-positive Patienten; p=0,60 fir ALDH1-positive und HPV-
positive Patienten). Ein Lymphknotenrezidiv und ein Lokalrezidiv trat in einem
ALDH1-positiven, p16'NK4a_positiven und HPV-negativen Fall auf (Uberlebenszeit
17,92 Monate). In einem ALDH1-positiven, p16/N<4a_positiven und HPV-positiven Fall
(Uberlebenszeit 30,57 Monate) wurde ein Lokalrezidiv diagnostiziert. Insgesamt
zeigen die Daten, dass die ALDH1-Expression geeignet ist, eine unginstige
Prognose bei OSCC-Patienten zu erkennen. Der HPV-Status zeigte keinen
signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit oder die CSCM-Expression. p16/Nk4a
bleibt ein potenzieller Marker fir ein schlechteres Outcome beim OSCC. Diese

These sollte in weiteren Studien geklart werden.
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Table 2 Clinicopathological characteristics of 186 OSCC patients

Clinical
Parameters

Median age in
years (range)

58.68
(41.02-85.82)

Gender

Male / Female 142/44
UICC Stage

| 38
1] 39
1} 29
IVa 80
Tumour Size

™ 48
T2 78
T3 31
T4a 29
N Stage

NO 73
N1 38
N2a/b/c 9/37/29
Extracapsular

spread 10
Grading

G1 10
G2 135
G3 33
G4 8

Tabelle 2
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4. Diskussion

In den letzten Jahrzehnten konnten chirurgische Behandlungskonzepte und
Nachsorgemodelle beim OSCC vielversprechende Fortschritte erreichen. Die
Lebensqualitédt der Patienten konnte hierdurch stetig verbessert werden (Mucke,
Koschinski et al. 2015). Jedoch konnten keine signifikanten Errungenschaften
beziiglich der Uberlebensraten dieser Patienten erzielt werden. Die molekulare
Onkologie hat deswegen fur die Zukunft die entscheidende Rolle zielgerichtete
Therapien zu generieren, um damit das patientenspezifische Uberleben signifikant zu
beeinflussen. CSC sind ein grundlegendes Forschungsthema in der molekularen
Onkologie. Diese Zellen kénnen als entscheidende Elemente fiir Therapieresistenz
und Metastasierung angesehen werden (La Porta, Zapperi et al. 2012). Im Hinblick
auf diese Aspekte kann die Uberlebensrate der Patienten mit CSC direkt korreliert
sein. Mehrere Studien berichteten lber schlechtere Uberlebensraten in Fallen mit
hoher CSC-Expression, unabhangig von der Tumorentitat (Reya, Morrison et al.
2001). Das TNM / UICC-Stadium ist bei der Erstdiagnose nicht immer ein
vorhersagbares Ergebnis, da die TNM / UICC-Klassifizierung nur auf anatomischen
und klinischen Gegebenheiten basiert und zellulare Interaktionen nicht bertcksichtigt
(Burke 2004). Der erste Schritt besteht darin, CSC zu identifizieren und anschlieend
die Mechanismen zu untersuchen, die CSC einsetzen, um Resistenzen zu erlangen
und das aggressive Tumorverhalten zu unterstiitzen (Magni, Shammah et al. 1996).
In CSC-Subpopulationen wurden bereits verschiedene Signalwege untersucht. Ein
spezifisches CSC-Molekiil ist ALDH1, es weist eine verstarkte Expression in CSC
verschiedener Tumore auf (lkawa, Impraim et al. 1983). In OPSCC wurde auch eine
Assoziation zwischen der Expression von ALDH1 und Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen (Qian, Wagner et al. 2013). In der ALDH1-positiven Gruppe in der
vorliegenden Studie wurden erhéhte Lymphknotenmetastasen sowie ein
Zusammenhang mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium im Vergleich zur ALDH1-
negativen Gruppe festgestellt. Dies unterstreicht die potenzielle Aggressivitat der
Karzinomzellen mit hoher ALDH1-Expression, wie bereits in der Literatur erwahnt
und unterstitzt die beschriebene signifikante Assoziation von ALDH1 mit
Lymphknotenmetastasen (Xu, Muller et al. 2012). Darlber hinaus wurden
fortgeschrittene T-Stadien bei ALDH1-positiven OSCC-Fallen berichtet (He, Zhang et
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al. 2014). In der Literatur wird ein negatives Uberlebensergebnis haufig als
Zusammenhang mit angereicherten ALDH1-Fallen diskutiert (Ginestier, Hur et al.
2007). Die Studie ,ALDH1 as a prognostic marker for lymph node metastasis in
OSCC* beinhaltete eine begrenzte Anzahl von ALDH1-negativen Fallen im Kollektiv,
diese zeigten jedoch eine schlechtere Uberlebenszeit als die der ALDH1-positiven
Gruppe (Gotz, Bissinger et al. 2018). Ein signifikanter Einfluss auf die Uberlebensrate
beim OSCC wurde jedoch anhand der aktuellen Ergebnisse nicht ermittelt. Das
Fehlen eines negativen Einflusses auf das Uberleben durch ALDH1-Positivitat wurde
auch in anderen Studien berichtet (Bednarz-Knoll, Nastaly et al. 2015). Im Hinblick
auf die aktuelle Studie kann das Fehlen eines negativen Einflusses auf das
Uberleben jedoch auch auf die geringe Anzahl von ALDH1-negativen Féllen
zurlckzuflhren sein. Die Auswertung und Skalierung der immunhistochemischen
Farbung, die in der vorliegenden Studie als positive und negative Expression von
ALDH1 zusammengefasst wurde, war mit dem Protokoll anderer Studien
vergleichbar (Alamgeer, Ganju et al. 2014). Darlber hinaus konnten eindeutige
Ergebnisse beim immunhistochemischen Nachweis von p16'NK42 evaluiert werden.
Einige Autoren hatten eine erhohte Zellmigrationsfahigkeit bei p16/NK4a.
Uberexpression beschrieben (Chen, Chu et al. 2013). Dies kann das Potenzial fiir
Lymphknotenmetastasen erhéhen. Die vorliegende Studie identifizierte wenige Falle
von p16'NK4apositiven OSCC. Diese Falle hatten ein signifikant schlechteres
Uberleben, wenn sie zuséatzlich HPV-negativ waren, obwohl keine spezifischen
klinisch-pathologischen Merkmale hinsichtlich der Lymphknotenmetastasierung und
eines fortgeschrittenen Tumorstadiums beobachtet wurden. Aufgrund der geringen
Anzahl positiver Falle fir den letztgenannten Marker koénnen die folgenden
Schlussfolgerungen nur als vorlaufig angesehen werden. Nur wenige OSCC-Studien
konzentrierten sich auf p16/N%42 und machen einen Vergleich der Literatur mit diesen
Daten schwierig. Aufgrund der Interaktion von p16™K42 im Zellzyklus kann daher
vermutet werden, dass dieses Protein fir OSCC von groRRer Bedeutung ist. In der
vorliegenden Studie konnte kein Zusammenhang zwischen der Expression von
ALDH1 und p16'Nk4a festgestellt werden. Die Auswirkungen einer HPV-Infektion auf
die Prognose und die Therapie fir OSCC werden oft diskutiert und zeigen in der
Literatur viele Unklarheiten auf. Die zugrundeliegende Studie der Veroffentlichung
.iImpact of HPV infection on oral squamous cell carcinoma” wurde durchgefihrt, um

den Einfluss von HPV an einem grofen, homogenen Kollektiv von OSCC-Patienten
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zu bewerten (Gotz, Drecoll et al. 2016). Dabei wurden verschiedene HPV-
Nachweismethoden sowie das Gesamt- und das rezidivfreie Uberleben der Patienten
untersucht. Nach unserem Wissen ist es die erste groRe Studie, die keine
verbesserte Uberlebensrate von HPV-positiven OSCC-Patienten zeigt. Dariiber
hinaus zeigte diese Studie, dass HPV nur bei einer geringen Anzahl von OSCC-
Fallen nachweisbar ist. In der Literatur differiert die HPV-Positivitatsrate bei HNSCC
von Studie zu Studie oft erheblich (Duray, Descamps et al. 2012). Es zeigt sich in der
Literaturanalyse zudem, dass die hohe Anzahl an HPV-positiven HNSCC auf eine
schlechte Differenzierung zwischen OSCC und OPSCC zurlckzufiihren ist (Ang,
Harris et al. 2010, Zhao, Ang et al. 2012). Studien, die nur OSCC in ihre Bewertung
einbezogen hatten, zeigten eine vergleichbar geringere Anzahl von HPV-positiven
PECA, ahnlich wie in der vorliegenden Studie (Lingen, Xiao et al. 2013, Mirghani,
Amen et al. 2015). Studien mit OPSCC-Patienten, insbesondere TSCC, weisen
héhere HPV-Positivitatsraten auf (Marur, D'Souza et al. 2010). HPV hat einen
selektiven Tropismus fur das Epithel der Tonsillenkrypten (Syrjanen 2004). Die
Interaktion zwischen HPV und verschiedenen Gewebetypen, insbesondere
lymphatischem Gewebe in OPSCC, ist ein interessantes Thema fiir weiterfiihrende
Studien. HPV-positive OPSCC weisen bessere Ansprechraten in Hinblick auf
adjuvante  Therapiestrategien, wie eine adjuvante Bestrahlung oder
antikérperspezifische Therapien, auf (Ziemann, Arenz et al. 2015). Die Auswertung,
der in mehreren publizierten Studien verwendeten HPV-Nachweismethoden, lieferte
eine zusatzliche Erklarung fiur die Vielzahl der HPV-positiven HNSCC-Falle anderer
Studien. Fir die HPV-Erkennung stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Wie
oft diskutiert, ist die p16/™NX“a-Immunfarbung eine unzureichende Methode fiir die
HPV-Detektion, die immer noch haufig angewandt wird (Ndiaye, Mena et al. 2014).
Da dieses Protein auf vielfaltige Weise mit dem Zellzyklus interagiert, ist es kein
Pradiktor fur den HPV-Status und hat einen niedrigen Vorhersagewert fiir eine HPV-
Infektion (Nagai 1999). In der vorliegenden Studie wurde eine hohe Fehlerrate
beobachtet, da einige Falle, die p16™K4a-positiv waren zudem HPV-negativ waren.
Bei Verwendung einer p16'™NK4a-Immunhistochemie als alleinige Methode ware die
Anzahl der falsch positiven HPV-positiven Patienten um 50% hoher gelegen.
Studien, die eine p16™N%“ammunfarbung ohne andere Nachweismethoden
anwendeten, wiesen eine hohere HPV-Infektionsrate auf (Walline, Komarck et al.

2013). Mit der Verwendung der PCR konnten vergleichbare Raten an HPV-positiven
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Patienten, wie in der Literatur beschrieben, nachgewiesen werden (Walline, Komarck
et al. 2013). Zusatzlich wurden die HPV-Subtypen mit dem LCD-Array detektiert. Die
Verwendung der PCR und des LCD-Arrays bietet mehr Vorteile durch verlassliche
Ergebnisse und einen besseren 6konomischen Aspekt als die Verwendung der
Sanger-Sequenzanalyse (Krul, Van De Vijver et al. 1999). Mit der zusatzlichen
Methode des LCD-Arrays konnten neben der Bestatigung der PCR-Ergebnisse
weitere Informationen zum onkogenen Risikopotenzial der zugrunde liegenden HPV-
Subtypen evaluiert werden. Der HPV-Subtyp 16 wurde in allen HPV-positiven Fallen
als haufigster onkogener HPV-Subtyp nachgewiesen, der zuvor fir OSCC bereits in
der Literatur beschrieben war (Rettig, Wentz et al. 2015). Falsch positive Ergebnisse
einer HPV-Infektion und eine Uberschatzung der Anzahl der HPV-positiven Patienten
konnten daher im Hinblick auf die hier dargestellten Ergebnisse ausgeschlossen
werden. Homogene Gruppen von Tumorpatienten sind eine wichtige Voraussetzung
fur einen sinnvollen Vergleich. Die vorliegende Studiengruppe zeigte homogene
patienten- und tumorspezifische Eigenschaften in der HPV-positiven und -negativen

Untergruppe, die Vergleiche ohne Bias zulieRen (Gillison, Chaturvedi et al. 2015).

5. Schlussfolgerung und Ausblick

Nach unserem besten Wissen sind die vorliegenden Studien die ersten, die eine
ALDH1-Expression, die Interaktion von p16N%42 und dem HPV Status in einem
grollen OSCC Kollektiv bewerten. Die eingeschlossenen Studien weisen einige
Einschrankungen auf. Hier ist der retrospektive Charakter der Untersuchungen und
die alleinige Verwendung von FFPE-Gewebe zu nennen. Die Ergebnisse zeigen
jedoch, dass ALDH1 als pradiktiver CSCM fur fortgeschrittene OSCC-Tumorstadien
dienen kann und eine Uberexpression ein Pradiktor fiir das Vorhandensein von
klinisch nicht evidenter Lymphknotenmetastasen sein kann. Dies kann von groRem
klinischem Interesse sein, da eine Lymphknotenmetastasierung weder radiologisch
noch klinisch wahrend des gesamten Krankheitsverlaufs sicher prognostiziert werden
kann. In der weiteren Studie wurde zudem die These bestatigt, dass der HPV-Status
keinen Einfluss auf die Uberlebensrate des OSCC hat. Zudem sollte die HPV-

Detektion Uber eine PCR und nicht (ber den immunhistochemischen Nachweis von
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p16'NK4a erfolgen und die Therapie beim OSCC unabhangig vom HPV-Status
entschieden werden sollte. Eine gesteigerte Expression von p16'NK4a jst beim OSCC
mit einem schlechteren Uberleben assoziiert und kann als potentieller pradiktiver
Marker fir das Uberleben dienen. Da p16™4 im Zellzyklus deutliche
Wechselwirkungen aufweist, sollten weitere Studien hierzu durchgefiihrt werden, um
die verschiedenen Phasen des Zellzyklus beim OSCC zu beurteilen. Die
eingeschlossenen Studien kdnnen als wegweisende Vorarbeiten betrachtet werden,
die als Grundlage flr zukiinftige Studien dienen. Weiterfihrende Studien kénnen sich
auf die Evaluation der Invasionsfront bei OSCC-Zelllinien konzentrieren, um weiteres
Verstandnis im Bereich der EMT und damit auch der Lymphknotenmetastasierung
und Tumorinvasion zu erlangen. Die Uberexpression von p16'N%42 in OSCC ist ein
vielversprechendes Zukunftsthema fir laufende Studien, in denen das

Migrationspotenzial bewertet wird.
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