Aus der Klinik und Poliklinik
fur Strahlentherapie und Radioonkologie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.- Prof. Dr. med. Wilfried Budach

Haufigkeit und klinischer Verlauf von
HPV-Infektionen bei Kopf-Hals-Tumoren
In einer Population in Nordrhein-
Westfalen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Birte Gossler

2015



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez. Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf
Dekan
Erstgutachter: Prof. Dr. Bolke

Zweitgutachter: Prof. Dr. Klenzner



Meinen Eltern



Zusammenfassung

Kopf-Hals-Tumore haben immer noch eine schlechte Prognose trotz verbesserter
Systemtherapie und neuen Techniken in der Strahlentherapie. Der kausale
Zusammenhang zwischen Karzinomen der Zervix uteri und Infektionen mit
humanen Papillomaviren (HPV) ist ausreichend untersucht worden. Es gibt jedoch
Publikationen, die zudem auf eine kausale Verbindung zwischen HPV-Infektionen
und  Plattenepithelkarzinomen im  Kopf-Hals-Bereich, besonders bei
Oropharynxkarzinomen, hindeuten. Ziel dieser Untersuchung war es daher, die
Haufigkeit und den Kklinischen Verlauf der HPV-Infektion an einem
Patientenkollektiv mit Kopf-Hals-Karzinomen zu untersuchen, um auf diesem

Wege bestehende Therapiestrategien langfristig anpassen zu kdnnen.

In einer retrospektiven Untersuchung wurde das Tumorgewebe von 162 Patienten
(108 Manner, 54 Frauen, 62.8 Jahre + 12.7) mit einem Kopf-Hals-Tumor
(Oropharynx=64, Nasopharynx=10, Larynx= 13, Hypopharynx=15, Mundhdhle=33,
CUP=5, sonstige=22) auf eine HPV-Infektion und deren klinischen Verlauf
untersucht. Hierbei wurde das p16, ein Surrogat-Marker fir die HPV-Infektion,
bestimmt. Auferdem wurden Risikofaktoren wie Nikotin,  Alkohol,
Sicherheitsabstand des Operationspraparates, Histologie, Lymphknotenkapsel-
durchbruch, Tumorstadium und die Behandlung des Tumors selbst analysiert.
Patienten mit HPV-positiven Oropharynxkarzinomen zeigten im Vergleich zu HPV-
negativen Tumoren eine tendenziell langere Uberlebenszeit, die jedoch im
untersuchten Patientenkollektiv noch nicht signifikant war (p=0.76, HR: 2.42, 95%
KI 0.91 — 6.44). Alle weiteren Parameter waren — aufer dem Tumorstadium in der
uni- und multivarianten Analyse — nicht signifikant fur das Gesamtiberleben.
Ursache hierflir kdnnten die geringen Fallzahlen in den einzelnen Subgruppen

sein.

Die existierenden Therapiestrategien fur Oropharynxkarzinome bei Patienten mit
und ohne die klassischen Risikofaktoren Tabak- und Alkoholkonsum mussen vor
dem Hintergrund der Erfahrungen hinsichtlich der Bedeutung einer HPV-Infektion
hinterfragt werden. Es scheint, dass HPV-positive Patienten einen besseren
klinischen Verlauf haben, als HPV-negative Patienten. Dies muss jedoch

langfristig in gro3en Patienten-Kollektiven bestatigt werden.



Abkuirzungen

Abb: Abbildung

ACCRA-HN-Studie:  adjuvant Cetuximab and Chemotherapie in head and neck cancer

AIDS: Acquired immunodecifiency syndrome

CA: Karzinom

CT: Computer Tomographie

CTX: Chemotherapie

CUP: cancer of unkown primary origin

DNA: Desoxyribonukleinsaure (-acid)

ECC: European Cancer Congress

ECE/ECS: extrakapsulares Tumorwachstum einer Lymphknotenmetastase
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EGFR: Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor

Gy: Gray

Hb: Hamoglobinwert

HPV: Humanes Papillomavirus

HR: Hazard Ratio

ICH: Immunhistochemie

IMRT: Intensitatsmodulierte Strahlentherapie

KI: Konfidenzinterval

LK: Lymphknoten

Met: Metastase

ND: neck dissection = ausgiebige chirurgische Resektion der Halslymphknoten

und des umliegenden Gewebes zwischen Mandibula und Clavicula

OP: Operation

PE: Probeexzision

PEC: Plattenepithelkarzinom
RCT: Radiochemotherapie
RT: Radiotherapie

TH: Therapie
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TNM-Klassifikation: Einteilung von malignen Tumoren in Stadien. Die drei wichtigsten
Kategorien entsprechen den drei Buchstaben: T= Tumor, N= Node

(Lymphknoten) und M= Metastase

UICC: Union International Contre le Cancer
USA: United States of America
5-FU: 5-Fluorouracil
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1. Einleitung

Malignome im  Kopf-Hals-Bereich sind  weltweit die sechsthaufigste
Tumorerkrankung beim Menschen™. Allein in Deutschland erkranken jahrlich
ungefahr 25 von 100.000 Einwohnern an Tumoren im Kopf-Hals-Bereich® —
Frauen sind davon statistisch etwas weniger betroffen als Manner. Erklart wird
diese Ungleichheit hinsichtlich der Geschlechtsverteilung Ublicherweise mit den
Schadstoffen Alkohol und Nikotin, durch die diese Tumore entstehen kdnnen und
dass Frauen diese weniger konsumierten. Trotz der scheinbar abnehmenden
Haufigkeit einiger Kopf-Hals-Tumore durch gro3angelegten Anti-Rauch-
Kampagnen und der tatsachlich abnehmende Anzahl an Rauchern in der
Gesamtgesellschaft, wie auch der aktuelle Tabak-Atlas 2015 des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) bestatigt, steigt jedoch die Inzidenz vor allem
der Oropharynxkarzinome gerade bei jungen Menschen und Frauen. Diese
Ergebnisse sind erstaunlich und stellen die rein Noxen-induzierte Tumorbildung in
Frage. Vielmehr zeigen aktuelle Publikationen eine kausale Verbindung zwischen
HPV-Infektionen und Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich, besonders

bei Oropharynxkarzinomen auf.?*®

HP-Viren gehdren zu der Familie der Papillomaviridae und besitzen einen
unverhdllten DNA-Doppelstrang. Sie sind wirtsspezifisch, d.h. sie infizieren
lediglich einen bestimmten Wirt, namlich den Menschen. Dort werden die
Epithelzellen bei Kontakt mit der Haut und verschiedenen Schleimhauttypen
befallen und die Viren kénnen ein unkontrolliertes Wachstum von Tumorzellen
hervorrufen. Als wahrscheinlicher Ubertragungsweg wird vor allem ungeschiitzter

Sexualverkehr (oral, genital und anal) in der Forschung diskutiert. 46828

Man kann die Viren nach dem onkogenen Risikopotential einteilen®:
a) Low-Risk-Typen: 6, 11, 42, 43, 44

b) Intermediar-Risk-Typen: 33, 35, 39, 51, 52, 58

C) High-Risk-Typen: 16, 18, 31, 45

oder anhand der klinischen Manifestationen:

a) Kutane Typen: z.B. Typ 1-4, 7



b) Anogenitale Typen: z.B. Typ 6, 11, 16, 18, 31, 33, 42, 43, 44, 52 %

Die sog. ,low-risk-Typen® verursachen etwa haufig Warzen (Bsp. Condylomata
accuminata, juvenile Larynxpapillomatose) an dem Infektionsort. Bosartige
Tumorerkrankungen wie das Zervixkarzinom oder eben Kopf-Hals-Tumore werden
durch die sogenannten ,high-risk-Typen®, wie z.B. HPV 16 und HPV 18 verursacht.
Die Fahigkeit der ,high-risk-Typen® ist auf der Interaktion der viralen
Onkogenprodukte E6 und E7 aufgebaut, die mit den zellularen

Tumorsuppressorproteinen p53 und pRB (Retinoblastom-Protein) interagieren.

p53 und pRB kontrollieren den Zellzyklus und reagieren auf DNA-Schaden in
normalen Zellen. Die viralen Onkoproteine E6 und E7 greifen in die
Zellzyklusregulation ein®'. E6 verursacht eine Resistenz gegeniiber dem
programmierten Zelltod (Apoptose) und eine chromosomale Instabilitat mit
Akkumulation von DNA-Mutationen, die durch Herabsetzung von p53 bewirkt
wurde. Durch das virale Onkogen E7 wird das pRB herabgesetzt und so
Transkriptionsfaktoren (E2F) freigesetzt. Dieses ermoglicht ein Fortschreiten des

Zellzyklus in die s-Phase und die Synthese der viralen DNA.

Wahrend nun der kausale Zusammenhang zwischen Infektionen mit humanen
Papillomaviren (HPV) und Karzinomen der Zervix uteri hinlanglich untersucht
worden ist”'®, fehlt es bislang an ausreichenden Untersuchungen fiir den
Zusammenhang zwischen HP-Viren und Kopf-Hals-Tumoren. Denn es scheint,
dass sich Kopf-Hals-Karzinome, die durch eine HPV-Infektion bedingt sind,
klinisch  und prognostisch von jenen typischen Kopf-Hals-Karzinomen
unterscheiden, die durch die haufigsten Noxen, wie Alkohol und Rauchen,
entstanden sind®®>"1%151822 Dpies wiirde, so ist zu hoffen, eine Anpassung der
TherapiemalRnahmen ermdoglichen, die weniger Nebenwirkungen verursachen und

die Uberlebenszeit fiir den Patienten insgesamt verlangern kénnte.

Was die Inzidenz von HPV bei Kopf-Hals-Tumoren angeht, schwankt diese jedoch
weltweit deutlich. Ganz im Gegensatz zu den Zervixkarzinomen, die annahernd zu
100% HPV-positiv sind. Die Haufigkeit des HPV-Nachweises in Kopf-Hals-
Karzinomen ist je nach Studie und geographischem Gebiet sehr

|1 ,5,17,23,26,27

variabe Zusatzlich abhangige Faktoren sind aullerdem Alter,



Geschlecht, Ethnizitdt und verwendete Detektionsmethode. Umfassende
Untersuchungen, die speziell die deutsche Population im Blick haben, fehlen aber
bislang. Genauso wie spezifische Aussagen dazu, ob die Befunde innerhalb der
deutschen Bevolkerung wiederum Unterscheidungen aufweisen. Gibt es weltweit
Unterschiede in der Infektions-Haufigkeit zwischen den Landern, dann unter
Umstanden auch regionale Besonderheiten. Die vorliegenden Ergebnisse sollen
die Haufigkeit von HPV-Infektionen bei Kopf-Hals-Tumoren fur Dusseldorf und

Einzugsgebiet der Landeshauptstadt von Nordrhein-Westfalen aufzeigen.

Die Abbildung 1 zeigt schematisch, wie durch eine Virusinfektion weitere
Mutationen im Zellkern auftreten und zu einer malignen Tumorerkrankung fihren
kann. Die Latenzzeit fur eine solche Transformation einer Zelle kann dabei Uber
10-20 Jahre dauern.

Typische Tumorerkrankungen durch eine HPV-Infektion sind Zervix- und

Oropharynxkarzinome.

Weitere Mutationen

Latenzzeit 10-20 Jahre

>

Tumorerkrankungen
HPV wie Cervixkarzinom
und Oropharynx Karzinom

Abb. 1: Eine HPV-Infektion kann nach Jahren durch Mutationen eine Tumorerkrankung
auslosen. Links ein elektronisch-mikroskopisches Bild eines HP-Virus. (Quelle: Wikimedia
Commons.de;11/2015)



1976 fand Harald zur Hausen heraus, dass das humane Papillomavirus eine Rolle
bei der Bildung eines Zervixkarzinoms spielen kann. Anfang der 80er Jahre
erforschte er mit seinen Mitarbeitern die HPV-Typen HPV 16 und HPV 18 aus
Tumorgewebe der Zervix***. So wurde durch das Aufspiiren der Ursache der
dritthaufigsten Tumorerkrankung der Frau neue Zukunftsaussichten der
Pravention und Behandlung gebahnt und es gelang die Entwicklung des HPV-
Impfstoffes, welche seit 2006 erhaltlich sind>*3*.

Den Nobelpreis fur Physiologie und Medizin erhielt Harald zur Hausen 2008
zusammen mit dem Franzosen Luc Montagnier und der Franzdsin Frangoise

Barré-Sinoussi.



2. Fragestellung

Ziel dieser Untersuchung ist es, die Haufigkeit und den klinischen Verlauf der
HPV-Infektion an einem Patientenkollektiv mit Kopf-Hals-Karzinomen an dem

Universitatsklinikum Dusseldorf zu untersuchen.
2.1. Histologische Parameter:
e Zentraler histologischer Parameter ist der p16 Status im Tumorgewebe
2.2. Klinische Parameter:
Es wurden folgende Kriterien im Patientenkollektiv ermittelt:

e Geschlecht
o Alter
e Tumorstadium
e Lokalrezidiv
e Fernmetastasierung
e Tumorlokalisation
e Tumorhistologie
e Therapieregime
o Operation (Probeentnahme, radikale Tumorresektion)
o Chemotherapie (verschiedene Regime)
o Radiotherapie (primare, adjuvante, palliative Radiotherapie)
e Hamoglobinwert
e Performance Status
¢ Noxenanamnese (z.B. Rauchen, Alkohol)

e Uberlebenszeit



3. Material und Methodik

3.1 Patientenkollektiv

Nach Analyse der internen Datenbanken des Universitatsklinikums der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf konnten insgesamt 216 Patienten mit einem Kopf-
Hals-Tumor identifiziert werden, die im interdisziplinaren Tumorboard (Klinik fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Klinik fur Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie und der Kilinik Strahlentherapie und Radioonkologie) von
Dezember 2009 bis September 2011 besprochen und behandelt wurden.

Das Aktenzeichen Nr. 3920 wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitat im Rahmen der ethischen und rechtlichen Beratung fiir diese Arbeit
vergeben, ein Ethikvotum liegt somit vor und umfasst die gesamte in der
vorliegenden Arbeit untersuchte Fragestellung, also auf alle histopathologischen

Untersuchungen und auf die retrospektive Datenanalyse.

Von den 216 Patienten konnten retrospektiv 162 Patienten ausgewertet werden,

die die unten genannten spezifischen Einschlusskriterien erfullten.

Diese waren Alter (>18 Jahre) und histologisch gesicherte Kopf-Hals-Tumore der
folgenden Lokalisationen: Oropharynx-, Hypopharynx-, Larynx-, Mundhohlen-,
Nasennebenhdhlen-Karzinome und Metastasen der oben genannten Tumoren,
wobei hier keine Entitat doppelt genommen wurde. Diese Tumorentitaten
umfassten sowohl Plattenepithel- und Adenokarzinome. Vereinzelte andere
Entitaten, wie lymphoepitheliales Karzinom, Schilddrisenkarzinom (von den
Follikelepithelzellen ausgehenden Tumor) oder sarkomatoides Karzinom wurden

aus wissenschaftlichem Interesse auch vereinzelt auf den p16-Status Uberpruft.

Zu den Ausschlusskriterien gehorte die Entnahme der Gewebeprobe an einem
anderen Standort als der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf oder die Nicht-
bestimmbarkeit des HPV-Status (z.B. durch Artefakte, zu geringe
Gewebeprobenmenge fur die Anfarbbarkeit). Dieses war leider bei 54 Patienten
der Fall. Daher reduzierte sich die Zahl der auswertbaren Patienten von 216 auf
162.



3.2 Datenerhebung

Retrospektiv wurden primar eine HPV-Infektion und ihr Klinischer Verlauf
untersucht. Hierbei wurde das p16, ein Surrogat-Marker fur die HPV-Infektion,
bestimmt. Auf’erdem wurden soziodemographische Merkmale wie Alter,
Geschlecht, Tumorstadium (TNM-Klassifikation), Risikofaktoren (wie Alkohol- und
Tabakkonsum), Hamoglobinwert vor der Probeentnahme bzw. Operation,
Sicherheitsabstand des Operationspraparates, Histologie, Lymphknotenkapsel-
durchbruch, Nebendiagnosen des Patientenkollektivs und die Behandlung des

Tumors analysiert.

Fur die Erhebung der Uberlebensdaten wurden die Einwohnermeldeamter der
letztbekannten Wohnorte der Patienten, zwei Jahre nach Operation bzw.
Probeentnahme, angeschrieben. Anhand der Rickmeldung der Behdrde uber die
aktuelle Meldeadresse bzw. das Todesdatum konnte die Uberlebenszeit der

Patienten berechnet werden.

Die Performance der Patienten wurde mit Hilfe des ECOG- (Eastern Cooperative

Oncology Group) Performance-Status eingeschatzt und ausgewertet.

Die retrospektiv erhobenen histologischen und klinischen Daten wurden mittels
des MS-Office-Programms Excel (Version Word 2013) in einer Datenbank
zusammengetragen. Die statistische Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte
mittels des Statistik-Programms SPSS 22. Die abschlieRende Datenauswertung
erfolgte anfangs deskriptiv. Als Verfahren der deskriptiven Statistik wurden der
Mittelwert, absolute und relative Haufigkeitsverteilungen, der Median und die
Standardabweichung verwendet. AnschlieRend wurden Uberlebenskurven nach
Kaplan-Meier kalkuliert und fur Unterschiede mit dem log-Rank-Test ausgewertet.
Die multivariaten Analysen erfolgten dabei durch Cox-Regressions-Berechnungen
zur Evaluation prognostischer Parameter. Als Signifikanzniveau wurde fur alle
Testverfahren eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (p<0,05)

festgelegt.

Ein typisches Beispiel des Patientenkollektivs flr einen Tumor im Kopf-Hals-
Bereich zeigt die Abbildung 2. Die 53 jahrige Patientin wurde in der
Universitatsklinik Dusseldorf therapiert. Die histologische Untersuchung zeigte,

dass der Tumor HPV-positiv war. Auffallend bei der Patientin war auch eine



ausgepragte zervikale Lymphknotenmetastasierung. Eine radikale operative
Tumortherapie war bei der Patientin aufgrund des fortgeschrittenen
Tumorstadiums nicht moglich. Als Therapie erhielt die Patientin deshalb eine
primare Radiochemotherapie mit 5-FU und Cisplatin. Darunter kam es zu einer
Regression des Tumors. Bestrahlt wurde die Patientin mit Hilfe der IMRT-Technik
bis 72 Gy. Leider kam es im weiteren klinischen Verlauf bei der Patientin zu einer
Lungen- und Lebermetastasierung, aber die Patientin lebt noch und erhalt zurzeit
eine palliative Chemotherapie. Lokal im Kopf-Hals-Bereich war der Tumor
regredient.

Bisher ist die Prognose (5-Jahres-Uberlebensrate) bei fortgeschrittenen Kopf-

Hals-Tumoren noch sehr eingeschrankt.

Abb. 2: CT-Kopf/-Hals einer Patientin mit einem 3-Etagen-Tumor. Mit Pfeilen markiert ist
der Tumor im Mundbereich und die beidseits zervikalen Lymphknoten-Metastasen vor
Therapiebeginn (links) und eine deutlich sichtbare Regredienz nach Radiochemotherapie
(rechts).



3.3 Histologische und immunhistologische Untersuchungen

In dem ausgewahlten Patientenkollektiv von 162 Patienten wurde Gewebe bei
einer geplanten Operation oder Probeentnahme (z.B. Panendoskopie)
entnommen. Im Institut fir Pathologie am Universitatsklinikum Dusseldorf wurden
die gewonnenen Gewebeproben (Tumorgewebe einschlieldlich eventueller
Lymphknotenmetastasen) weiter untersucht. Es wurde eine Routinediagnostik
durchgefuhrt, die Fixierung, Farbemethode und Paraffineinbettung beinhalten, und
durch das Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Dusseldorf validiert

wurden.

Das formalinfixierte Gewebe, das in Paraffinblocke eingebettet war, wurde
herausgesucht und reprasentative Stellen detektiert. Diese jeweils einem
Patienten zugeordneten Gewebeproben hatten eine eigene, von dem Institut fur
Pathologie, gegebene Identifikationsnummer, so dass eine genaue Zuordnung von
Block bzw. jeweiliger Gewebeprobe zum entsprechenden Fall gewahrleistet
wurde. Die immunhistochemischen (ICH) Untersuchungen zur Frage einer p16-
Expression im Tumorgewebe wurden im ICH-Labor des Instituts flr Pathologie am
Universitatsklinikum Ddusseldorf durchgefiihrt. Bei 54 Patienten war das
vorhandene Tumorgewebe nicht analysierbar. Grinde daflr waren quantitativ
nicht ausreichende Gewebemengen, Anfarbungsartefakte, unzureichende
Fixierung oder Herkunft der Patienten aus externen Kliniken (vergleiche

Ausflhrungen zu Ausschlusskriterien auf Seite 6).

Zur Bestimmung von p16 wurde das CINtec® p16-Histologie-Kit der Firma Roche
verwendet. CINtec® p16-Histologie ist ein Immunhistochemie-Assay fur den
qualitativen Nachweis des p16™<*3-Protein auf formalinfixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebeschnitten von Zervix-Biopsien oder anderen Geweben. Es
handelt sich hierbei um einen monoklonalen Maus-Antikorper gegen p16-Protein,
der nur zur in-vitro-Diagnostik bestimmt ist. Als Kontrollgruppe hinsichtlich des
p16™K*_Status werden vom Unternehmen gesundes Pankreasgewebe und
Tonsillengewebe sowie eine Zervixkarzinomprobe mitgeliefert. Die Ergebnisse
sollten von einem qualifizierten Pathologen in Verbindung mit histologischen
Untersuchungen und klinisch relevanten Informationen und angemessenen
Kontrollen interpretiert werden. Die Auswertung der gefarbten Schnittpraparate

erfolgte gemeinschaftlich unter der Anleitung von Oberarzt Dr. Frank Jankowiak.



Die immunhistochemisch bearbeiteten Tumorgewebe wurden mikroskopiert und

die unten gezeigten Fotos wurden an einem Zeiss Axioskop 40 angefertigt.
Die Kriterien, nach dem der Befund als p16-positiv bewertet wurde, beinhalten:
- Prozentuale Anteile (in Relation zu den gesamten Tumorzellen)

- Zytoplasmatische vs. Kernfarbung

- Einteilung der Befunde in Kategorien

Die Auswertung erfolgte Uber semiquantitative Schatzung, eine Methode, die eine
allgemein  anerkannte  Bewertungsgrundlage  fUr  immunhistochemische
Farbeverfahren darstellt. Die Bewertung wurde gemeinschaftlich mit dem
Pathologen am mikroskopischen Praparat durchgefihrt. Dabei wurde der
Prozentsatz der immunreaktiven, also angefarbten Zellen bestimmt. Die
Anfarbbarkeit wurde als positiv gewertet, wenn eine nukledare und/oder
zytoplasmatische Farbung bestand. Wenn gar keine Farbung oder nur eine
schwache Anfarbbarkeit gesehen wurde, ist das Tumorgewebe als p16-negativ
eingestuft worden (0-30%). Bei geringer Farbung (30-60%) ist ein intermediarer
p16-Status postuliert worden. Erst eine starke Farbung (>60%) ist als p16-positiv

gewertet worden und zeigt eine Uberexpression von p16'N4a, 3537
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Die Abbildungen 3 und 4 zeigen Beispiele fur eine Infektion mit einem HPV-Virus.
In beiden Abbildungen ist eine starke Uberexpression von p16 im Zytoplasma und
im Zellkern bei Patienten, die einen Kopf-Hals-Tumor hatten, zu sehen.
Histologisch fand sich bei beiden Patienten ein malig differenziertes
Plattenepithelkarzinom. Im Mikroskop zeigte sich eine dunkelbraune Farbung >60

% im Zytoplasma und im Zellkern der untersuchten Praparate.

Oropharynx-Karzinom p 16: 90% positiv

Abb. 3: p16-Immunhistologie, Oropharynxkarzinom, maRiggradig differenziertes nicht
verhornendes Plattenepithelkarzinom, diffus p16-positive Tumorzellnester, starke

Uberexpression von p16 im Zytoplasma und Kern.
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Oropharynx-Karzinom: p 16: 90% positiv

Abb. 4: p16-Immunhistologie, Oropharynxkarzinom, maRig differenziertes, gering
verhornendes Plattenepithelkarzinoms, diffus p16-positive Tumorzellnester, starke

Uberexpression von p16 im Zytoplasma und Kern.

12



Ein Beispiel fir einen Tumor, der nicht durch eine HPV-Infektion verursacht
worden ist, findet sich in der Abbilung 5. Hier wurde das Praparat eines Patienten
mit einem geringgradig differenzierten Plattenepithelkarzinom im Mundboden
untersucht. Dabei fanden sich nach den immunhistochemischen Farbungen keine

Farbungen des Zytoplama und des Zellkern im Mikroskop.

Mundbodenkarzinom Rezidiv: p16 negativ 0%

Abb. 5: p16-Immunhistologie, Mundbodenkarzinom-Rezidiv, geringgradig differenziertes

verhornendes Plattenepithelkarzinom, p16 negativ, keine Expression.
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Ein Beispiel, bei dem die Beurteilung, ob eine HPV-Infektion im Tumorgewebe
vorliegt oder nicht, schwieriger ist, findet sich in Abbildung 6. Hier ist ein Beispiel
einer intermediaren Einstufung zu sehen. Bei einem sekretorischen Parotistumor
findet sich nur eine schwache Farbung fir p16. Nur bei 30% zeigt sich eine

Farbung im Zytoplasma und im Zellkern.

Parotis Carcinom: p 16 intermediate: 30 %

Abb. 6: p16-Immunhistologie, Parotiskarzinom, sekretorisches Karzinom (ETV 6-NTRV 3-

Translokation), p16 schwach, das bedeutet nur fokal positiv, intermediare Einstufung.
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4. Ergebnisse

Deskriptive Statistik

Es konnten die Daten von 162 Patienten (108 (66,6%) Manner, 54 (33,3%) Frauen)
aus der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf mit einem Kopf-Hals-Tumor
ausgewertet und auf eine HPV-Infektion und ihrem klinischen Verlauf untersucht
werden. Das  Durchschnittsalter fir  Manner betrug 62,3 Jahre
(Standardabweichung 12,4, der jungste Mann war 27 Jahre, der alteste 96 Jahre
alt) und fur die Frauen 63,8 Jahre (Standardabweichung 13,4, die jungste Frau
war 19 Jahre alt und die alteste 90 Jahre).

120 Geschlechterverteilung
N=162
1004
80-
%
€ o
40
20-

Manner Frauen

Abb. 7: Geschlechterverteilung, 1= Manner (blau) , 2= Frauen (rot) bei allen untersuchten

Patienten. Die y-Achse gibt die Anzahl der Patienten an.
Die Gesamtgruppe der Kopf-Hals-Tumoren lasst sich weiter unterteilen in
Oropharynx= 64 (39,5%), Nasopharynx= 10 (6,2%), Larynx= 13 (8%),

Hypopharynx= 15 (9,3%), Mundhoéhle= 33 (20,4%), CUP= 5 (3,1%) und sonstige
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(z.B. Lungenmetastasen der o.g. Entitaten)= 22 (13,6%). Die meisten Patienten,
die untersuchten worden sind, wurden vorher im Universitatsklinikum Duisseldorfer
der Klinik fir Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde (118 (72,8%) Patienten) behandelt
und 31 (19,1%) Patienten kamen aus der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie. Bei 13 (8%) Patienten fehlte die Angabe, bei welcher Klinik die

Probe entnommen wurde bzw. wo die Operation erfolgte.

Die folgenden Abbildungen zeigen nun, wie die Patienten therapiert wurden und
welche Risikofaktoren sie hatten.

Radiotherapiekollektiv (n=100)

1:Bestrahlung

3:Radiotherapiewurdeabgelehrﬁ
4:Verzogerte Bestrahlung
5:Auswartige Bestrahlung

i

Anzahl

404

Abb. 8: Behandlung innerhalb des Patientenkollektivs. 100 (61,7%) Patienten erhielten
eine Bestrahlung, 15 (9,3%) davon eine primare Radiotherapie und 79 (48,8%) Patienten
eine adjuvante Bestrahlung. 4 (2,5%) Patienten sind mit einer adjuvanten, aber palliativen
Bestrahlung therapiert worden. 7 (4,3%) Patienten bekamen eine alleinige palliative
Bestrahlung als Behandlung. 22 (13,6%) Patienten lehnten eine notwendige
Radiotherapie ab, bei 1 (0,62%) Patient erfolgte die Bestrahlung verzdgert und war
deshalb nicht mehr adjuvant und 4 (2,47%) erhielten die Bestrahlung alio loco. Die Balken

4 und 5 sind Teil des Bestrahlungsgesamtkollektivs.
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Die ,Standard“- Therapien sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Eine
Radiochemotherapie erfolgt als primare Radio-(Chemo-)Therapie bis 70 Gy mit
5x2 Gy pro Woche in IMRT-Technik oder als eine adjuvante (nach erfolgter
Operation) Radio-(Chemo-)Therapie bis 66 Gy mit 5x2 Gy pro Woche in gleicher
Technik. Simultan erfolgte eine Chemotherapie mit Cisplatin und 5-FU in der 1.
und 5. Behandlungswoche. Alternativ  wurde bei schlechten Nierenwerten
(Retentionsparametern) Carboplatin oder Mitomycin C und 5-FU angewendet.
Falls ein Patient eine Chemotherapie ablehnt, ist es auch mdglich, eine
Radioimmuntherapie mit dem chimaren monoklonalen Antikérper Cetuximab
(Handelsname: Erbitux ®imClone Systems, Bristol-Myers Squibb und Merck KGaA)
vom Typ IgG1 gegen den Epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR) zu geben. Auch
die alleinige Radiotherapie erfolgt mit den 0.g. Dosen. Eine palliative (adjuvante)

Bestrahlung kann mit Dosen von 36-60 Gy erfolgen.

Die Tabelle 1 zeigt die durchgeflihrten Therapien in dem Patientenkollektiv:

adjuvante Therapie nach OP/PE Patientenzahl in %
(absolut)

keine 38 23,5%
alleinige Radiotherapie (RT) 42 25,9%
standard Radiochemotherapie 53 32,7%
Radioimmuntherapie 2 1,2%
RCTX und Immuntherapie (ACCRA) 8 4,9%
neoadjuvante Chemotherapie 1 0,6%
palliative RTX 1 0,6%
palliative RCTX 6 3,7%
palliative CTX 6 3,7%
adjuvante Therapie indiziert, Patient 5 3,1%
lehnt Therapie ab

Summe 162 100%
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Insgesamt  verstarben 60 (37%) von 162 Patienten in  einem
Beobachtungszeitraum von 2 Jahren. Von 3 (1,85%) Patienten waren die
Uberlebensangaben nicht zu ermitteln. Die vier haufigsten Todesursachen waren

Pilzpneumonie, Pneumonie allgemein, Sepsis und Tumorblutung.

Abbildung 9 zeigt die bei 20 der 60 verstorbenen Patienten bekannten
Todesursachen. Auffallig ist die hohe Rate an Pneumonien, einschliel3lich
Pilzpneumonien. Diese Nebenwirkung der Therapie stellt ein hohes Risiko in
unserem Patientenkollektiv dar und deckt sich mit den bekannten Todesursachen

aus den Statistiken.

Todesursachen im Kollektiv (n=20)
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Abb. 9: x-Achse zeigt die Todesursachen der Patienten im untersuchten Kollektiv. Die y-
Achse gibt die Anzahl der Patienten wieder. Der markierte Bereich kennzeichnet die

haufigsten Todesursachen ,Pneumonie“ und ,Pilzpneumonie®.
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76 (46,9%) Patienten waren Raucher, 41 (25,3%) Patienten hatten einen Nikotin-

und Alkohol-Abusus. 2 (1,2%) Patienten gaben eine Alkoholabhangigkeit an. 43
Patienten (26,5%) nahmen keine Noxen zu sich.

Verteilung der bekannten Noxen im
Kollektiv (n=162)

801 Rauchen

G0

Rauchent Alkohol- und
Alkohol Nikotinkarenz

Anzahl

209

Alkohol

Abb. 10: Die Abbildung zeigt die unterschiedlichen Noxen, denen die Patienten
ausgesetzt waren. Die y-Achse gibt die Anzahl der Patienten wieder.
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Der histologische Differenzierungsgrad des Tumorgewebes wird in G1-G3,
manchmal auch G4 und G9 eingeteilt (hach UICC). Das sog. Grading hat Einfluss

in der Entscheidung der Behandlung, z. B. der Radiotherapie.

In dem untersuchten Kollektiv von Kopf-Hals-Tumoren fanden sich 105 (64,8%)
Patienten mit einem G2 Grading, also einem maRig differenzierten Tumor
(Abbildung 11). 36 (22,2%) Patienten hatten ein schlecht/niedrig differenziertes
Karzinom (G3), nur 4 (2,5%) Patienten ein gut differenziertes Tumorgewebe. Bei
einem Karzinom (1 (0,6%) war ein nicht differenziertes sog. anaplastisches
Gewebe angegeben. Von 16 Patienten (9,9%) lagen keine Angaben zum

Differenzierungsgrad vor.

Histologisches Grading im Kollektiv
(n=146)

120

100

80

Anzahl

60

40

20

G1,2.3 oderd

Abb. 11: Die Abbildung zeigt welches histologische Grading, die unterschiedlichen
Tumoren hatten. Am haufigsten lag mit G2 ein maRig differenziertes bosartiges Gewebe

vor (gruner Balken). Bei 16 der 162 Patienten fehlten leider Angaben zum Grading.
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Fur eine kurative Tumortherapie ist es wichtig, bei einer Radikalen Operation
einen Sicherheitsabstand von > 5mm zum Tumorrand einzuhalten, um lokale
Rezidive des Tumors zu vermeiden®. Wenn der Sicherheitsabstand kleiner als
5mm ist, ist von einem nicht ausreichenden Sicherheitsabstand auszugehen und
es muss z.B. eine adjuvante Radio-(Chemo-)Therapie erfolgen, um das Rezidiv
Risiko gering zu halten. Im Kopf-Hals-Bereich ist genligend Sicherheitsabstand oft
schwierig zu erreichen, da es dort u.U. zu entstellenden oder lebensbedrohlichen
Ereignissen kommen kann. Die Tumore wachsen manchmal in die Schadelbasis

ein oder ummauern lebenswichtige Nerven- und Gefal3strukturen.
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Abbildung 12 zeigt den Sicherheitsabstand, der bei den operierten Patienten
eingehalten wurde. Von insgesamt 98 operierten Patienten lag bei 76 eine
Aussage Uber den Sicherheitsabstand vor. Bei 64 Patienten erfolgte eine
Probeentnahme, also keine Tumorradikaloperation.

Bei 14 der 76 operierten Patienten mit Aussage zum Sicherheitsabstand (18,4%)
fand sich ein Sicherheitsabstand von mehr als 5 mm im Operationspraparat. Bei
62 dieser operierten Patienten (81,6%) war der Sicherheitsabstand kleiner als

5mm. Bei 22 der gesamten operierten Patienten fehlten Aussagen zum
Sicherheitsabstand.

Intraoperativer Sicherheitsabstand im
operierten Kollektiv (n=76)

60—

40

Anzahl

209

Margin? > 5mm ja=1, nein=2

Abb. 12: Die Abbildung zeigt den bei einer Operation erreichten Sicherheitsabstand. Der
lila Balken zeigt die Anzahl der Patienten mit einem ausreichendem Sicherheitsabstand
(>5mm), der blaue Balken die Patienten mit einem nicht ausreichenden

Sicherheitsabstand (<5mm). Die y-Achse gibt die Anzahl der untersuchten Patienten an.
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Tabelle 2 Patientencharakteristik

Geschlecht [n]

mannlich 108
weiblich 54
Summe 162
Durchschnittsalter [Jahren] 62.8 Jahre + 12.7
ECOG Score [n]
0 60
1 47
2 34
3 20
4 1
Summe 162
Tumor Lokalisation [n]
Nasopharynx 10
Oropharynx 64
Hypopharynx 15
Mundhéhle 33
Larynx 13
CuUP 5
sonstige 22
Summe 162
T-Stadium (TNM-Klassifikation) [n]
1 29
2 44
3 25
4 34
Tx (nicht bestimmt) 25
fehlend 5
Summe 162
N-Stadium (TNM-Klassifikation) [n]
0 48
1 23
2 45
3 9
Positiv ohne Zahlenangabe 13
NXx (nicht bestimmt) 12
fehlend 12
Summe 162
Histologie [n]
Plattenepithelkarzinom 150
Adenokarzinom 3
andere (z.B.Schmincketumor) | 9
Summe 162
Differenzierungsgrad [n]
G1 4
G2 105
G3 36
G4 1
Keine Angabe 16
Summe 162
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Indikation zur Bestrahlung [n]

Keine 35
primare RT 15
adjuvante RT 79
palliative/adjuvante RT 4
indiziert, aber nicht erfolgt 21
palliative RT 8
Summe 162
Chemotherapie [n]
Keine 93
Cisplatin/5-FU 34
MitomycinC/5-FU 8
Cisplatin/5-FU/Cetuximab 7
(Extreme-Studie)
Cetuximab mono 2
Cisplatin/5-FU/Cetuximab 6
(ACCRA-Studie)
Rezidiv Chemo (Docetaxel, 3
Cisplatin,5-FU)
palliativ Chemotherapie 2
(Docetaxel mono)
Cisplatin mono 6
Mitomycin mono 1
Summe 162
Noxen [n]
Keine 43
Rauchen 76
Alkohol 2
Beides 41
Summe 162
OP [n]
Keine 64
OP 98
Summe 162
HPV-Status [n]
Positiv 36
Negativ 118
Intermediar 8
Summe 162
Hb-Wert [n]
>11 g/dl 143
9,5-10,9 g/dl 13
8,0 - 9,4 g/di 3
6,5—-7,9 g/di 2
<6,4 g/dI 0
fehlend 1
Summe 162
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Abbildung 13 zeigt die Haufigkeit der HPV-Infektion in dem Patientenkollektiv der
Universitat Dusseldorf. HPV-positive Tumore fanden sich bei insgesamt 36 (22,2%)
Patienten und HPV-negative bei 118 (72,8%). Die Haufigkeit der Infektion war
deutlich geringer als in der vergleichbaren Literatur?®*%4°. 8 Patienten zeigten ein
intermediares Farbespektrum (5%).

HPV-Infektionsstatus im Kollektiv (n=154)
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p16 positiv=gelb, p16 negativ = blau

Abb. 13: Haufigkeit einer HPV-Infektion bei allen hier untersuchten Kopf-Hals-Tumoren
im Raum Dusseldorf. Der gelbe Balken zeigt die 36 Patienten mit einem p16-positiven
Tumor, der blaue Balken die 118 p16-negativen Tumore. Die y-Achse gibt die Anzahl der

Patienten an. Der Anteil der intermediaren Patienten wurde ausdriicklich nicht in die
Grafik aufgenommen.
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Bei 21 von 64 Patienten (32,8%) mit einem Oropharynxkarzinom fand sich eine
HPV-Infektion. Bei 43 von 64 Patienten (67,2%) war der HPV-Status negativ. Bei

zwei Patienten fehlte die Auswertung beziiglich des HPV-Status.

HPV-Infektionsstatus bei
Oropharynxkarzinomen (n=64)

Oropharynxkarzinome

401

Anzahl

20—

10+

p16 positiv=rot p16 negativ = blau

Abb. 14: Absolute Haufigkeit einer HPV-Infektion bei Oropharnyxkarzinomen im Raum
Dlsseldorf. Der rote Balken zeigt die HPV-positiven Patienten (32,8%) mit einem
Oropharynxkarzinom an. Der blaue Balken zeigt die Verteilung der HPV-negativen
Patienten (67,2%). Die y-Achse gibt die Anzahl der Patienten wieder.
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Die Abbildung 15 zeigt in welchem Allgemeinzustand sich die Patienten befanden.

Dafur wurde das Scoringsystem der Easten Cooperative Oncology Group (ECOG)

verwendet.

60 (37%) Patienten hatten einen guten Allgemeinzustand und wurden in den
ECOG 0 eingeteilt. Das zweithaufigste war ein ECOG 1, welcher bei 47 (29%) der
Patienten vorkam. Bei einem ECOG von 2 sind die Patienten eingeschrankt,
brauchen vermehrt Ruhe, was bei der vorhandenen Patientengruppe bei 34 (21 %)
Patienten der Fall war. Einen ECOG von 3 hatten hingegen 20 (12,3%) Patienten.
Nur 1 Patient (0,6%) in dem Patientenkollektiv hatte einen ECOG 4 (grauer

Balken), was einen bettlagerigen und pflegebedurftigen Zustand anzeigt.

Verteilung ECOG-Status im Kollektiv
(n=162)

60

50

40+

Anzahl
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O=volle Aktivitdt  1=eingeschrankte Z-Selbstversor&ng,3-Selbs1versor ng 4=bettidgerig und
teitat aber Ruhe 5 eingeschrankt, pflegebedurftig
Ruhe>50%
ECOC

Abb. 15: ECOG-Status bei dem erfassten Patientenkollektiv.

Dunkel lila Balken= ECOG (-Status)= 0, d.h. volle Aktivitat moglich; griner Balken= ECOG
1, haben eine eingeschrankte Aktivitat; hell-lla Balken=ECOG 2, Selbstversorgung
moglich, die Patienten brauchen aber <560% des Tages Ruhe; gelber Balken zeigt einen
ECOG 3, eingeschrankte Selbstversorgung, >50% Ruhezeit; grauer Balken= ECOG 4,
bedeutet bettlageriger und pflegebedurftiger Patient.
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Statistische uni-und multivariate Auswertung

Patienten mit HPV-positiven Oropharynxkarzinomen zeigten im Vergleich zu HPV-
negativen Tumoren eine tendenziell langere Uberlebenszeit, die jedoch in dem
Patientenkollektiv noch nicht signifikant war (p=0.76, HR: 2.42, 95% Kl 0.91 —
6.44). Alle weiteren Parameter waren, aufder dem Tumorstadium in der uni- und
multivariate Analyse, nicht signifikant fur das Gesamtuberleben. Ursache hierfur
kdnnten die geringen Fallzahlen in den einzelnen Subgruppen sein. Die univariate
Analyse, die als Endpunkt das Uberleben hat, zeigt die Tabelle 3. Tabelle 4 zeigt

die Auswertung in der multivariate Analyse.

Tabelle 3

Univariate, binarische logistische Regressions-Analyse mit Endpunkt Gesamt-Uberleben

Variabel Hazard 95 % Kl der Odds- p-Wert
Ratios Ratio

Geschlecht 0.97 0.57 - 1.67 0.908

Alter 1.00 0.99-1.03 0.368

Hb-Wert <11g/dl 0.79 0.68 — 0.91 0.001*

HPV (alle Tumoren) 1.38 0.71-2.65 0.341

Oropharynx vs. 1.09 0.65-1.83 0.736

restliche Lokalisation

Nasopharynx vs. 1.32 0.48 — 3.65 0.588

restliche Lokalisation

Mundhohle vs. 0.59 0.28 -1.25 0.592

restliche Lokalisation

Hyopharynx vs. 1.09 0.47 - 2.55 0.837

restliche Lokalisation

Larynx vs. restliche 0.65 0.29-2.18 0.649

Lokalisation

CUP vs. restliche 2.22 0.69-7.10 0.179

Lokalisation

T-Stadium (1-2 vs. 414 211 -8.11 0.001*

3-4)

N-Stadium (0-1 vs. 2-3) 1.61 0.86 — 3.04 0.14
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Histologie (PEC vs. 0.96 0.35-2.69 0.945

andere Histologie)

Tumor Grading (G1-2 1.02 0.41-2.55 0.974
vs.G3)

Schnittrand (<5mm 1.08 0.36 — 3.22 0.894
vs. >5mm)

Chemotherapie (ja vs. 1.44 0.85-2.45 0.180
nein)

ECE vs. no ECE 1.82 0.98-3.40 0.058
Alkohol (ja vs. nein) 0.609 0.36 —1.04 0.068
Nikotin (ja vs. nein) 0.820 0.457 —1.471 0.505

* Signifikante Werte von 5% (Wald-Test)

Tabelle 4

Multivariate logistische Regressionsanalyse flir den Endpunkt Gesamtiberleben

untersucht bei allen Patienten.

Variabel Hazard 95 % Kl der Odds- p-Wert
Ratios Ratio

T-Stadium (1-2 vs. 3.56 1.78-7.12 0.001

3-4)

HPV 1.03 0.47 —2.28 0.933

Hb 0.882 0.74 -1.05 0.162

In der Zusammenschau beider Tabellen lasst sich festhalten, dass sowohl das T-
Stadium, wie auch der Hb-Wert signifikant waren (gelb hinterlegt). Die anderen

untersuchten Parameter hingegen erwiesen sich als nicht signifikant.
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Es ist hinreichend bekannt, dass bei Malignomen sekundare tumorbedingte
Anamien haufig auftreten. Dabei handelt es sich um hyporegenerative,
normozytare, normochrome Anamien. Sie entstehen durch eine verkirzte
Lebenszeit und verminderte Produktion der Erythrozyten. Es liegen viele
Untersuchungen vor, die einen Einfluss des Hamoglobinwertes auf die

Tumortherapie bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches analysieren.

Patienten mit einem niedrigen Hamoglobinwert (<11 g/dl) haben in unserer
Untersuchung ein schlechteres Uberleben in der univariaten, jedoch nicht mehr in
der multivariaten Analyse. Die Hamoglobinwerte konnten bei 161 (99,4%)
ausgewertet werden. Es fehlte bei 1 (0,6%) Patienten die praoperative Hb-Wert
Angabe. Der Hb-Wert der Patienten streute von 6,8 g/dl bis 17,3 g/dl. Der
Mittelwert in diesem Patientenkollektiv lag bei 13,3 g/dl. Die Stratifizierung der
Serum-Hb-Werte erfolgte analog der WHO-Skala:

Anamiegrad Hb-Spiegel im Blut

Nicht anamisch (Grad 0) | > 11 g/dl (6,8 mmoll/l)

Leicht anamisch (Grad 1) 9,5-10,9 g/dl (5,9 — 6,8 mmoll/l)
Mafig anamisch (Grad 2) 8,0—-9,4 g/dl (5,0 —5,9 mmolll)
Stark anamisch (Grad 3) |6,5-7,9 g/dl (4,0-4,9 mmol/l)
Sehr stark anamisch  (Grad 4) | weniger als 6,5 g/dl (4,0 mmol/l)

Tabelle 5: WHO-Skala
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Das Uberleben nach dem Resektionsstatus zeigt die Abbildung 16.

Es wird deutlich, dass Patienten, die eine RO-Resektion (56 (34,6%) Patienten)
hatten, einen deutlich besseren klinischen Verlauf aufweisen, als Patienten, bei
denen mikroskopisch noch Tumoranteile im Resektionsrand nachweisbar sind
(R1-Resektions-Status, insgesamt 50 (30,9%) Patienten). Die schlechtesten
Uberlebenschancen haben Patienten mit einem R2-Resektions-Status
(makroskopisch Tumoranteile im Resektionsrand nachweisbar), 2 (1,2%)
Patienten waren in unserem Patientenkollektiv davon betroffen. Bei 54 (33,3%)
Patienten fehlten Angaben Uber den Resektions-Status, z.B. weil ein Lymphknoten
zur Diagnosesicherung entnommen wurde oder eine PE erfolgte und keine

vollstandige radikale Tumoroperation.

Uberleben nach Resektionsstatus im
operierten Kollektiv (n=108)
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Abb. 16: Uberleben nach Resektions-Status. y-Achse: kumulatives Uberleben, x-Achse:

Uberleben in Monaten. RO= blaue Kurve; R1= grune Kurve, R2= rote Kurve.
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Die Rolle von p16 zeigt sich am besten beim Oropharynxkarzinom. Hier ist ein
verlangertes Gesamtliberleben zu sehen, wenn Patienten p16-postiv sind. Der

klinische Verlauf ist in Abbildung 17 zu sehen.

Uberleben nach HPV-Status bei Patienten mit
Oropharynxkarzinom (n=62)
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Abb. 17: Uberleben nach HPV-Status bei Oropharnyxkarzinomen. y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv = blaue Kurve; p16 negativ =

grune Kurve.
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CUP-Patienten sind Patienten, bei denen der Ursprungstumor nicht bekannt ist.

Das Uberleben dieser Patienten zeigt Abbildung 18.

Uberleben nach HPV-Status bei Patienten mit CUP-
Syndrom (n=5)
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Abb. 18: Uberleben nach HPV-Status bei CUP- Syndrom. y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv= blaue Kurve; p16 negativ= griine

Kurve.

Bei Patienten mit einem CUP-Syndrom ist das Uberleben deutlich schlechter, als
bei Patienten mit gesicherter Lokalisation des Primarius. Im untersuchten
Patientenkollektiv lag ein CUP-Syndrom bei insgesamt 5 Patienten (3,1%) vor, z.B.
als Lymphknotenmetastase im Kopf-Hals-Bereich und wurden deshalb auch wie

ein primarer Kopf-Hals-Tumor therapiert. Die Ergebnisse zeigt die Abbildung 18.
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Uberleben nach HPV-Status bei Patienten mit
Hypopharynxkarzinom (n=13)
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Abb. 19: Uberleben nach HPV-Status beim Hypopharynxkarzinom. y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv = blaue Kurve; p16 negativ =

grine Kurve.

Ein Hypopharynxkarzinom lag bei insgesamt 15 (9,3%) Patienten vor. Davon
waren 2 (13,3%) Patienten HPV-positiv und 11 (73,3%) Patienten HPV-negativ.
Bei 2 Patienten (13,3%) konnte der HPV-Status nicht bestimmt werden, z. B.

aufgrund von Artefakten bei der Anfarbung.
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In unserem Patientenkollektiv fanden sich 10 Patienten (6,2%) mit einem
Nasopharnyxkarzinom. 3 (30%) dieser Patienten wiesen einen positiven HPV-
Status auf. Die Abbildung 20 zeigt das Uberleben fiir HPV-positive und HPV-
negative Patienten in dieser Subgruppe. Auch hier ergibt sich eine Tendenz zum

besseren klinischen Verlauf HPV-positiver Patienten.

Uberleben nach HPV-Status bei Patienten mit
Nasopharynxkarzinom (n=10)
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Abb. 20: Uberleben nach HPV-Status beim Nasopharynxkarzinom. y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv= blaue Kurve; p16 negativ= griine

Kurve.
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Bei dem unten gezeigten Patientenkollektiv war aus onkologischer Sicht entweder
keine Bestrahlung erforderlich (20 (12,4%) Patienten), weil nach erfolgter
Operation kein Risiko bestand weder ein Lokalrezidiv noch eine Metastasierung zu

bekommen, oder die Patienten lehnten eine Bestrahlung ab (22 (13,6%)).

Uberleben nach HPV-Status bei Patienten ohne
Bestrahlung (n=42)
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Abb. 21: Uberleben ohne Bestrahlung. y-Achse: kumulatives Uberleben, x-Achse:

Uberleben in Monaten. p16 positiv = blaue Kurve; p16 negativ = griine Kurve.
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Uberleben nach HPV-Status bei Patienten mit
Mundhohlentumoren (n=33)
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Abb. 22: Uberleben nach HPV-Status beim Mundhdhlenkarzinom. y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv = blaue Kurve; p16 negativ =

grine Kurve.

In dem Patientenkollektiv hatten 33 Patienten (20,1%) ein Mundhdhlenkarzinom.
HPV-positive Tumore der Mundhdhle haben im Patientenkollektiv ein sehr gutes
Ansprechen. Vorteilhaft bei diesen Tumoren ist, dass sie durch die Lage in der
Mundhdhle friher erkannt werden als andere Kopf-Hals-Tumore. Deshalb zeigt
auch die Abbildung 22 ein besseres Uberleben von Patienten mit einem
Mundhohlenkarzinom. p16-positive Patienten zeigten auch in dieser Analyse ein

besseres Uberleben, jedoch waren die Werte nicht statistisch signifikant.
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Bekannte Risiken fur ein Lokalrezidiv oder eine Fernmetastasierung bei Tumoren
sind extrakapsulares Wachstum (ECE) der Lymphknotenmetastasen, eine R1-

oder R2- Resektion des Tumors sowie die Grof3e des Tumors (T3-T4 Tumore).

Deshalb erfolgt bei dieser Risikokonstellation nach erfolgter Tumorradikaloperation
eine adjuvante Radio-(Chemo-)Therapie. Die Ergebnisse bezuglich dieser
Risikofaktoren wurden in dieser Doktorarbeit ausgewertet und im Folgenden

grafisch dargestellt.

Dabei wurden zunachst die erhobenen Daten zur Radio-(Chemo-)Therapie
ausgewertet, danach die Ergebnisse zu den Risikofaktoren ,Kapseldurchbruch bei
Lymphknotenmetastasen, ,Resektionsstatus®, ,begleitende Noxen“ und
Lfortgeschrittene TumorgréfRe” ausgewertet und in Zusammenhang mit dem HPV-

Infektionszustand herausgearbeitet.
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Uberleben nach HPV-Status bei allen bestrahlten
Patienten (n=9s)
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Abb. 23: Uberleben mit Bestrahlung bei allen Kopf-Hals-Tumoren. y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv= blaue Kurve; p16 negativ= griine

Kurve.

HPV-positive Patienten haben einen giinstigeren Krankheitsverlauf®®. Im
Patientenkollektiv zeigte sich ein langeres Uberleben als bei Patienten ohne HPV-
Infektion. Dies zeigt auch die Abbildung 23. HPV-assoziierte Tumore scheinen auf

eine Radiotherapie besser anzusprechen.
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Uberleben nach HPV-Status bei ACCRA-
Studienpatienten (n=6)
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Abb. 24: Uberleben mit Chemotherapie, Bestrahlung, Chemotherapie und
Antikdrpertherapie mit Cetuximab (Handelsname: Erbitux®). y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16-positiv = blaue Kurve; p16-negativ =

grune Kurve.

Am Standort Dusseldorf wurden Patienten zum Teil auch in die ACCRA- (adjuvant
Cetuximab and Radio- Chemotherapie in head and neck cancer) Studie

eingeschlossen. 6 ( 3,7%) Patienten in unserem Kollektiv erhielten diese Therapie.

Die Studie zeigte fur eine zusatzliche Cetuximab-Gabe (chimarer, monoklonaler
Antikorper vom Typ IgG1 gegen den Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR)) zur Standard-Radiochemotherapie keinen Uberlebensvorteil. Die HPV-
positiven Patienten der ACCRA-Studie haben aber auch hier ein langeres

Gesamtlberleben als HPV-negative Patienten.
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Uberleben nach HPV-Status und Resektionsrand bei
allen operierten Patienten (n=76)
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Abb. 25: Uberleben nach operativer Therapie. Einfluss des Resektionsrandes. y-Achse:
kumulatives Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. Resektionsrand gréfer 5 mm =

blaue Kurve; Resektionsrand kleiner als 5 mm = griine Kurve.

Die Ergebnisse fur die Untersuchung des Resektionsrandes sind in der Abbildung
25 dargestellt. Hier fanden sich keine Unterschiede bei Patienten die HPV-positiv

bzw. HPV-negativ waren.
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Die Untersuchung fiir das kumulative Uberleben nach dem Resektions-Status
findet sich in der Abbildung 26. Umso gréRer der Resektionsrand war, umso
langer war das kumulative Uberleben der Patienten. Die schlechtesten Ergebnisse
fanden sich bei Patienten, bei denen makroskopisch Tumorreste nach der

Operation im Resektionsrand verblieben waren.

Uberleben nach Resektionsstatus bei allen
operierten Patienten (n=76)
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Abb. 26: Uberleben nach Resektionsstatus. Einfluss von RO (blau), R1 (griin) und R2 (rot)

auf das Uberleben. y-Achse: kumulatives Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten.
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Die Abbildung 27 =zeigt das Uberleben der Patienten nach einem
Kapseldurchbruch des Tumors in einem Lymphknoten. Dies ist ein Zeichen flr
einen fortgeschrittenen Tumor. In der vorliegenden Untersuchung war das
kumulative Uberleben der Patienten besser, wenn eine HPV-Infektion
nachgewiesen werden konnte. Die statistische Auswertung ergab jedoch keine

Signifikanz.

Uberleben nach Lymphknotenstatus mit
Kapselpenetration bei lymphonodektomierten
Patienten (n=71)
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Abb. 27: Uberleben nach Lymphknotenstatus (Kapseldurchbruch). y-Achse: kumulatives
Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. p16 positiv= blaue Kurve; p16 negativ= griine

Kurve.

Ein Lymphknotenstatus aus den histologischen Praparaten war bei 71 (43,8% des
Gesamtkollektives) der Patienten angegeben. Bei 49 (69%) dieser Patienten war
kein Kapseldurchbruch der Lymphknotenmetaste(n) zu sehen, bei 22 (31%) der

Patienten war dieser vorhanden. Bei 91 (56,2% des Gesamtkollektives) Patienten
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fehlten Angaben hinsichtlich dieses Parameters, weil die Patienten keine neck

dissection erhielten.

Untersucht wurde auch der HPV-Status bei Patienten mit einem fortgeschrittenen
Tumor (T3- und T4- Tumoren). Die Ergebnisse zeigt die Abbildung 28. Hier ergab
sich ein tendenziell besseres Uberleben bei Patienten mit einer HPV-Infektion.

Jedoch war auch in dieser Untersuchung der Unterschied nicht statistisch

signifikant.

Uberleben nach HPV-Status bei Patienten mit T3-
und T4-Tumoren (n=59)
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Abb. 28: Uberleben bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium (T3-und T4-
Tumoren) und Zusammenhang mit der HPV-Infektion. y-Achse: kumulatives Uberleben, x-

Achse: Uberleben in Monaten. p16-positiv= blaue Kurve; p16-negativ= griine Kurve.

44



Analysiert wurde auch das Uberleben der Patienten, die bestimmten
Risikofaktoren ausgesetzte waren. Untersucht wurden Risikofaktoren wie etwa
Zigarettenabusus, Alkoholmissbrauch und die Kombination von beiden

Risikofaktoren. Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung.

Uberleben nach Noxen im gesamten Kollektiv
(n=162)
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Abb. 29: Uberleben von Patienten aller Tumorstadien im Zusammenhang mit Noxen. y-
Achse: kumulatives Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. Blaue Kurve: Raucher,

grune Kurve: Alkoholabusus. Gelb: Alkohol- und Nikotinabusus, lila Kurve: keine Noxen.
Die Auswertungen hinsichtlich des Uberlebens nach Noxen erwecken den

Eindruck, dass durch Noxen (Alkohol, Rauchen oder beides) das

Gesamtuberleben nicht verandert wird.
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Uberleben nach ECOG-Status im gesamten
Kollektiv (n=162)
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Abb. 30: Uberleben von Patienten in Abhangigkeit nach dem ECOC-Status.

y-Achse: kumulatives Uberleben, x-Achse: Uberleben in Monaten. Blaue Kurve: ECOC=0,
d.h. volle Aktivitat, grine Kurve: ECOC=1, d.h. eingeschrankte Aktivitat, braune Kurve:
ECOC=2, d.h. Selbstversorgung, aber Ruhe 50%, ECOC=3, d.h. Selbstversorgung
eingeschrankt, Ruhe >50%, ECOC=4, d.h. bettlagerig und pflegebedurftig.

Die Patienten mit einem besseren ECOC-Status haben demnach ein besseres

Gesamtuberleben.
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5. Diskussion

Tumorerkrankungen konnen nicht nur durch eine genetische Disposition ausgelost
werden, sondern auch durch eine chronische Entziindung bedingt durch eine

2,22

Infektion“““. Insbesondere der deutsche Mediziner Harald zur Hausen konnte

zeigen, dass eine Infektion mit einem HP-Virus ein Zervixkarzinom auslosen

kann32,33,41 -60.

Aufgrund dieser Entdeckung und der Beschreibung seiner
pathologischen Bedeutung als Beweis fur die klinische Relevanz einer HPV
Infektion und der damit verbundenen Entwicklung eines Impfstoffes wurde ihm
2008 der Nobelpreis fur Medizin verliehen. Mittlerweile ist aullerdem bekannt,
dass eine Infektion mit einem HP-Virus auch einen Tumor im Mundhdhlenbereich

auslosen kann?’

Haufigkeit von HPV bei Oropharynxkarzinomen in
verschiedenen Populationen
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Abb. 31: Haufigkeit von HPV bei Oropharnyxkarzinomen®*®'** Die Balken zeigen die

unterschiedlichen Regionen an. y-Achse: Haufigkeit in Prozent.
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In den USA fand gegen Ende der Sechziger Jahre des vorherigen Jahrhunderts
eine landesweite Kampagne gegen Alkohol und Nikotin statt. Im Zuge dieser
Informationskampagne wurde erwartetet, dass sich auch die Anzahl der Kopf-
Hals-Tumore mit der Zeit in der Bevolkerungen reduzieren wurde.
Interessanterweise stelle man jedoch bei einer Folgeuntersuchung in den
Siebziger Jahren eine Zunahme von Kopf-Hals-Tumoren vor allem bei gut
situierten weilken Mannern fest. Lange war man sich nicht im Klaren, was die
Ursache dafur war, bis man feststellte, dass eine Infektion mit einem HP-Virus
hierfur verantwortlich war. Mittlerweile hat sich gezeigt, dass Patienten mit einer
HP-Virus-Infektion einen deutlich besseren klinischen Verlauf aufweisen, als
Patienten, die den Tumor durch herkdmmliche Noxen wie Alkohol und Nikotin
bekommen haben. Professor Dr. K. Ang konnte in einer Publikation im New
England Journal of Medicine zeigen, dass Patienten mit einer HPV-Infektion
selbst dann einen deutlich besseren klinischen Verlauf hatten, wenn sie geraucht
haben®. Professor Dr. Angs Beobachtung in einer amerikanischen

Bevolkerungsgruppe scheint auch die vorliegende Untersuchung zu zeigen.

Die Subgruppen-Analyse war in der vorliegenden Untersuchung in der Heinrich-
Heine Universitat wie in der multivariaten Untersuchung nicht signifikant, aber
einen moglichen Trend zeigten die Kurven dennoch. Auch hier waren Patienten
mit einem p16-positiven Status und damit einer stattgefundenen HPV-Infektion
deutlich besser gestellt, was das Uberleben betraf, als p16-negative Patienten.
Dies zeigt, dass Patienten mit einem p16-positiven Status eine ganz andere
Tumorentitédt aufweisen, als Patienten, die den Tumor durch Alkohol- und
Nikotinabusus bekommen haben. Diskutiert werden muss in diesem
Zusammenhang, ob bei diesen Patienten die Therapie nicht weniger toxisch
gestaltet werden sollte**'®. Heutzutage muss man in der Strahlentherapie sehr
aggressiv vorgehen, wenn man einen Kopf-Hals-Tumor primar behandelt oder bei
Hochrisiko-Patienten nach einer Operation adjuvant therapiert®®®®. Gewéhnlich
werden Patienten in der primaren Behandlung bis 70 Gy behandelt und erhalten
simultan eine Chemotherapie mit 5-FU und Cisplatin®®""">%98 |n der adjuvanten
Situation werden die Patienten bis 66Gy bestrahlt. Auch hier muss haufig eine
Chemotherapie zur Strahlentherapie addiert werden. Mogliche Risikofaktoren sind

dabei Mittellinienuberschreitung des Primartumors und Kapseldurchbruch. Da die
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Strahlentherapie im Halsbereich den Schlucktrakt und die Schleimhaute in
Mitleidenschaft zieht, entwickeln die Patienten haufig gegen Ende der Bestrahlung
eine ausgepragte Mukositits und konnen kaum schlucken. Wie bereits in der
Einleitung ausgefuhrt, ist die Therapie der Kopf-Hals-Tumoren mit einer Reihe

lebensqualitatseinschrankender Nebenwirkungen vergesellschaftet.

Eine Alternative konnte in dem Zusammenhang sein, die Strahlendosis zu
vermindern oder auf eine Chemotherapie zu verzichten®. Dies muss nun anhand
von prospektiv randomisierten Studien untersucht und validiert werden. Ebenso
weily man, dass HPV- negative Patienten vermutlich einen deutlich schlechteren
Verlauf haben. Hier kann jetzt diskutiert werden, ob man die Therapie noch
aggressiver gestalten muss, zum Beispiel durch Erhéhung der Strahlendosis oder
einer aggressiveren Chemotherapie. Auch dies muss in randomisierten Studien
untersucht werden. Damit wurde sich auch in der Strahlentherapie der allgemeine
onkologische Trend bemerkbar machen, die onkologische Therapie immer mehr
zu personalisieren und zu individualisieren und zwar anhand tumorspezifischer

Marker wie etwa dem p16.

Eine weitere Uberlegung, die sich aus den hier erhobenen Daten ergibt, ist eine
Impfung gegen HPV. Der deutsche Nobelpreistrager Harald zur Hausen konnte
erstmals nachweisen, dass eine HPV-Infektion fur das Entstehen von
Zervixkarzinomen sehr entscheidend ist. Der zweite Schritt war dann die
Entwicklung eines Impfstoffes. Durch die Impfung kann jetzt die Infektionsgefahr
bei der Frau und die Entstehung eines Zervixkarzinoms drastisch reduziert werden.
In Europa und in den USA werden immer mehr junge Leute geimpft. Dadurch
kann in den nachsten Jahren die Inzidenz des Zervixkarzinoms systematisch
reduziert werden. In Zukunft konnte diskutiert werden, ob sich auch die Inzidenz
vom HPV-positiven Oropharynxkarzinomen oder allgemein Kopf-Hals-Tumoren,
durch eine solche Impfung reduzieren lasst'**"*, Die vorliegenden Daten zeigen,

dass es eine signifikante Durchseuchung mit HPV in Europa gibt.

Viele Studien werden ohne Berucksichtigung von Komorbiditdten gemacht. Auch
bei unseren Patienten sind die Nebendiagnosen im fortgeschrittenen Alter
vorhanden und relevant bei der Entscheidung der Tumortherapie und haben

zusétzlich auch Einfluss auf das Uberleben. Wichtig ist deshalb, eng mit dem
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Hausarzt zusammenzuarbeiten um die Patienten gut zu kennen und die
Therapieentscheidung dementsprechend anzupassen. Ebenso mussen in
interdisziplinarem Dialog Risikofaktoren abgewogen und bewertet werden, um die
Therapiekomponenten und ihre Toxizitaten dem individuellen Risikoprofil der

Patienten anzupassen.
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6. Schlussfolgerung

Die existierenden Therapiestrategien flur Oropharynxkarzinome bei Patienten mit
und ohne die klassischen Risikofaktoren wie Tabak- und Alkoholkonsum muissen
vor dem Hintergrund der Erfahrungen zur Bedeutung einer HPV-Infektion
hinterfragt werden. Es scheint, dass HPV-positive Patienten einen besseren
klinischen Verlauf der Krebserkrankung bei Kopf-Hals-Tumoren vor und nach der
Tumortherapie aufweisen und deshalb auch ein langeres Gesamtuberleben, als
HPV-negative Patienten zeigen. Dies muss jedoch noch in grolien

Patientenkollektiven bestatigt werden.

Die hohe Inzidenz von HPV-Infektionen weltweit und der mdgliche Schutz durch
eine HPV-Impfung sollten als Strategie zur Pravention von Kopf-Hals-Tumoren
genutzt werden und deswegen zu einer frihen Impfung von Kindern beider

Geschlechter auch in Deutschland fuhren.

Ein Vorteil bei bestehenden Fallen ist die mittlerweile fast standardisierte p16-
Bestimmung bei Kopf-Hals-Tumoren. Dadurch kann zumindest nachgewiesen
werden, welchen Ursprung einige Tumore haben. Durch die zunehmende Menge
der Bestimmungen und die Analyse der Daten kdonnen heute immer bessere
Schlusse bezlglich der Therapiestrategien gezogen werden. Dazu soll auch diese
Arbeit beitragen, die die Daten fur den Raum Dusseldorf von Dezember 2009 bis

September 2011 erfasst und ausgewertet hat.
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