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1. Zusammenfassung

Zusammenfassung

Jedes Jahr erkranken in Deutschland ca. 17.500 Menschen an Kopf-Hals-Tumore. Wihrend
sich die beiden Hauptrisikofaktoren der letzten Jahrzehnte, Nikotin- und Alkoholabusus, in der
Gesellschaft riickldufig zeigen, gewinnt ein neuer Risikofaktor der Kopf-Hals-Tumore
zunehmend an Bedeutung. Viele Studien belegen inzwischen, dass die Infektion mit dem high-
risk Papillomvirus Typ 16 ebenfalls zu einem erhohten Risiko fiihrt, an einem Kopf-Hals-
Tumor zu erkranken. Trotz verbesserter diagnostischer und therapeutischer Verfahren weisen
Kopf-Hals-Karzinome mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 50% eine ungiinstige Prognose
auf, welche sich in den vergangenen Jahren kaum verbessert hat. Aus diesem Grund muss nach
Methoden geforscht werden, die den Patienten neue und individuell angepasste

Therapieoptionen ermdglichen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass HPV-positive Kopf-Hals-Tumoren meist eine hohere
Radiosensibilitit aufweisen als Kopf-Hals-Tumore ohne HPV-Assoziation. Nichtsdestotrotz
gibt es unter den Patienten mit HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren eine nicht unerhebliche
Anzahl an Patienten, die entweder gar nicht oder nur unzureichend auf eine Radio- oder
Radiochemotherapie ansprechen. Dabei gilt es, Merkmale und molekulare Mechanismen der
Tumore zu detektieren, die das Malignom sensibel gegeniiber dieser Therapie machen, um

entsprechend nur diesen Patienten eine Radiochemotherapie anzubieten.

Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir die erhohte Radiochemosensibilitit ist eine erhohte Expression
des proapoptotischen Interferon regulatory Factors 1 (IRF1). Bei HPV-positiven
Cervixkarzinomen konnte nachgewiesen werden, dass die durch den Signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT3) aktivierte Expression von IRF1 zu einer erhohten
Chemosensibilitdit der Tumore fiihrte. Ob dieser Effekt auch bei Kopf-Hals-Tumoren
nachweisbar ist und in wieweit das humane Papillomvirus Typ 16 mit der Aktivierung des
STAT3-IRF1-Signalwegs in Verbindung gebracht werden kann, soll mit der vorliegenden

Arbeit tiberpriift werden.

Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit ein Kollektiv von 85 Patienten ausgewihlt, die an einem
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich erkrankt waren und primédr mit einer
Radiochemotherapie behandelt wurden. Bei allen Patienten wurde der HPV-Status in den
Tumorgewebeproben bestimmt und durch immunhistochemischen Farbungen die Expression

von IRF1 in den Tumorzellen und den, um den Tumor umgebenden, Immunzellen untersucht.

Maria Christine Kinberger Universitét des Saarlandes 11



1. Zusammenfassung

Anschliefend wurde die IRF1-Expression des Tumorgewebes mit Hilfe des, in der Literatur
hiufig verwendeten, Immunereaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner quantifiziert.
Die Werte wurden nachfolgend mit dem Ergebnis der primédren Radiochemotherapie
verglichen, in der es entweder zu der gewiinschten Vollremission des Tumorgewebes kam oder
die Radiochemotherapie weniger gut anschlug und sich lediglich eine Teilremissionen oder

keine Reduktion des Tumorvolumens darstellte.

In der statistischen Auswertung zeigte sich, dass Tumore, die mehr IRF1 exprimierten eher
dazu neigten, auf eine primére Radiochemotherapie mit einer Vollremission des Tumorgewebes
zu reagieren als Tumore mit wenig IRF1-Expression. Vor allem bei Tumoren, deren IRF1-
Expression mit einem IRS-Wert von acht - was den hochsten Werten entspricht, die in dieser
Arbeit erreicht wurden - angegeben wurde war die statistische Wahrscheinlichkeit einer
Vollremission gegeniiber Tumoren mit einem IRS-Wert von null signifikant hoher. Bei HPV-
positivem Status oder ménnlichem Geschlecht verstérkt sich dieser Effekt noch. Die Anzahl
der infiltrierenden Immunzellen und das Verhiltnis der IRF1-positiven Immunzellen gegeniiber
den IRFl-negativen Immunzellen schien hingegen nicht mit dem Ansprechen auf eine
Radiochemotherapie in Verbindung zu stehen. Auch konnte kein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der IRF1-Expession nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region mit hoher IRFI1-Expression wesentlich
sensibler auf eine Radiochemotherapie reagierten als Karzinome mit geringer IRF1-Expression.
Bei der Entscheidung, ob ein Patient mit einem prinzipiell noch operablen Kopf-Hals-Tumor
primér mit einer Radiochemotherapie behandelt werden sollte, konnte dieser Faktor kiinftig
eine entscheidende Rolle spielen, auch wenn in weiteren Arbeiten der Effekt des STAT3-IRF1-
Signalweges und die beeinflussende Rolle der HPV-assoziierten Onkogene noch genauer

untersucht werden miissen.
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1. Zusammenfassung

Summary

Every year approximately 17,500 people are diagnosed with head and neck tumours in
Germany. While the main risk factors, tabacco and alcohol abuse are declining the last decades
a new risk factor for head and neck cancer becoming more prominent. Now many studies have
shown that an infection with the high-risk papillomavirus type 16 also leads to an increased risk
of developing a head and neck tumor. Despite improved diagnostic and therapeutic procedures,
head and neck carcinomas still have an unfavorable prognosis with a 5-year survival rate of
50%, which has only barely improved in the recent years. For this reason, methods need to be

explored to allow patients new and personalized treatment options.

It is known from the previous research that HPV-positive head and neck tumors usually have a
higher radiosensitivity than head and neck tumors without HPV association. Nonetheless,
among patients with HPV-positive head and neck cancer, there is a considerable number of
patients who either do not respond at all or only insufficiently respond to radio- or
chemoradiotherapy. It is important to detect the features and molecular mechanisms of the
tumors that make the malignancy sensitive to this therapy, in order to offer only these patients

a chemoradiation therapy.

An explanation for a high chemosensitivity is an increased expression of the pro-apoptotic
interferon regulatory factor 1 (IRF1). It has been shown that in HPV positive cervix carcinomas
the expression of IRF1, activated by the signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3), led to increased chemosensitivity of the tumors. Whether this effect is also detectable
in head and neck tumors and to what extent the human papilloma virus type 16 can be linked

to the activation of the STAT3-IRF]1 signaling pathway will be examined in the present work.

For this purpose, a collective of 85 patients suffering from a squamous cell carcinoma of the
head and neck were selected in this study and treated primarily with radiochemotherapy. In all
patients, the HPV status was determined in the tumor tissue samples and immunohistochemical
staining showed the expression of IRF1 in the tumor cells and the infiltrate cells surrounding
the tumor. Subsequently, the IRF1 expression of the tumor tissue was quantified using the in
the literature known Immunoreactive Score (IRS) according by Remmele and Stegner. The

values were compared to the result of primary chemoradiotherapy, in which either the desired
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1. Zusammenfassung

complete remission of the tumor tissue occurred or the chemoradiation was not as successful

with only a partial remission or no reduction in tumor volume.

Statistical evaluation revealed that tumors expressing more IRF1 tended to be more response to
primary chemoradiotherapy with complete remission of the tumor tissue with low IRF1
expression. Especially in tumors whose IRF1 expression was categorized with an IRS score of
eight, which was the highest value in this work, the statistical probability of complete remission
was significantly higher than tumors with an IRS score of zero. Furthermore with HPV-positive
status or male sex, this effect is more pronounced. The number of infiltrating cells and the ratio
of IRF1-positive infiltrates to IRF1-negative infiltrates did not seem to be related to the response
to chemoradiotherapy. Also, no statistically significant relationship between HPV status and

IRF1-expession could be demonstrated.

In summary, the data showed that a squamous cell carcinoma of the head and neck region with
high IRF1 expression reacted much more sensitively to chemoradiotherapy than carcinomas
with low IRF1 expression. In the future, this factor could play a crucial role in deciding whether
a patient with an operable head and neck tumor should be treated primarily with
chemoradiotherapy. However in further work the effect of the STAT3-IRF1 signaling pathway

and the impact of HPV needs further investigation.
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2. Einleitung

2. Einleitung
2.1 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region

2.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognoseaussichten

Epidemiologie

Sowohl weltweit, als auch in Deutschland, nehmen jihrlich Inzidenz und Privalenz maligner
Erkrankungen zu. So wurde in Deutschland im Jahr 2016 bei insgesamt iiber 492.000 Menschen
eine bosartige Krebserkrankung neu diagnostiziert (Robert-Koch-Institut, 2020). Fiir das Jahr
2020 schitzt das Robert-Koch-Institut die Malignominzidenz auf 510.000. Daraus ergibt sich
eine steigende Bedeutung der Tumorerkrankungen bei den hiufigsten Todesursachen. 2016
starben in Deutschland iiber 229.000 Patienten an malignen Neubildungen und/oder deren
Folgen. Somit stehen bosartige Erkrankungen weiterhin direkt hinter Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems an zweiter Stelle bei den hdufigsten Todesursachen (Statistisches Bundesamt,

2018).

Todesursachen nach Krankheitsarten 2018

in %

23,6 %
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4,3% 36,2 %

Krankheiten des
Krankheiten des L 954 8?4 o
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Abbildung 1: Todesursachen nach Krankheitsarten 2018

An Kopf-Hals-Karzinomen, unter denen Tumore an Lippe, Mundhohle, Kehlkopf und Rachen

zusammengefasst werden, erkranken in Deutschland jéahrlich ca. 17.500 Personen. Histologisch

Maria Christine Kinberger Universitét des Saarlandes 15



2. Einleitung

handelt es sich dabei in 95% der Fille um Plattenepithelkarzinome. Sehr viel seltener sind
Adenokarzinome in dieser Lokalisation zu finden. Auffillig ist der deutliche Unterschied in
Privalenz und Inzidenz dieser Tumorerkrankungen zwischen den Geschlechtern. So erkrankten
im Jahr 2016 etwa 12.700 Minner an einem Kopf-Hals-Karzinom, woraus sich ein Anteil von
5,0% aller diagnostizierten malignen Neubildungen des minnlichen Geschlechts ergibt.
Hingegen erkrankten Frauen im selben Jahr in nur ca. 4700 Fillen, was einen prozentualen

Anteil von 2,0% an den Gesamtmalignomen entspricht (Robert-Koch-Institut, 2020).

Prozentualer Anteil der hiufig Tumorlokalisati an allen Kreb krankungen in Deutschland 2016
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Abbildung 2: Tumorlokalisationen nach Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016

Zu den Kopf-Hals-Tumoren zihlen in dieser Abbildung die Tumore der Mundhdhle und des Rachens,
sowie die Tumore des Kehlkopfs. Bei Ménnern ergibt dies eine Summe von rund 5,0 Prozent aller
Kebsneuerkrankungen, bei Frauen entspricht der prozentuale Anteil hingegen nur 2,0 Prozent.

Die stark unterschiedliche Privalenz der Kopf-Hals-Tumore héngt vermutlich mit
Risikofaktoren, wie Tabak- und Alkoholabusus zusammen (Pantel und Guntinas-Lichius, 2011;

Robert-Koch-Institut, 2020).

Atiologie

Maligne Tumore entstehen durch eine unbegrenzte und unkontrollierte Zellteilung. Am Anfang
der Kanzerogenese steht zunédchst immer die Schidigung oder Verinderung der Erbinformation
einer Zelle (Loffler und Petrides, 2013). Diese Schiadigung kann entweder spontan oder durch
kanzerogene Einfliisse, wie zum Beispiel durch chemische Substanzen, Strahlung oder Viren,
entstehen (Loffler und Petrides, 2013). Meist ist der Korper in der Lage, diesen Defekten
entgegenzuwirken. Gelingt dies jedoch durch Ausfall der zelleigenen Reparaturmechanismen
nicht, kommt es zur Weitervererbung der Mutationen an die Tochterzellen. Wenn durch

Mutationen Onkogene aktiviert und gleichzeitig Tumorsuppressorgene gehemmt werden, teilt
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sich die betroffene Zelle unabhingig von Wachstumssignalen und wird unempfindlich
gegeniiber wachstumshemmenden und Apoptosesignalen. In Folge dessen kann ein
ungehemmtes Teilungspotential der Zellen entstehen, auf dessen Basis es zur

Malignomentstehung kommt (Poremba at al., 1999).

Je mehr Faktoren auf den Korper einwirken, die potenziell dazu in der Lage sind, die
Erbinformation zu schidigen, desto hoher ist das Risiko, an einem Malignom zu erkranken. Je
nach Tumorentitit gibt es verschiedene Risikofaktoren, welche die Wahrscheinlichkeit einer
malignen Entartung der jeweiligen Korperzellen erhohen. Bei den Epithelzellen des Kopf- und
Halsbereichs sind dies iiberwiegend erhohter Alkohol- und Tabakkonsum, sowie humane

Papillomviren (Marur et al., 2010; Voges et al., 1993).

Ca. 70-80% der diagnostizierten Kopf-Hals-Tumore sind mit Alkohol- und/oder Tabakkonsum
assoziiert (Hashibe et al., 2007; Hashibe et al., 2009). So ist der Hauptrisikofaktor, an einem
Oropharynxkarzinom zu erkranken, bei Nichtrauchern ein erhohter Alkoholkonsum und bei
Menschen, die keinen Alkohol konsumieren, der Nikotinabusus (Galbiatti et al., 2013). Eine
Kombination der beiden kanzerogenen Noxen multipliziert das Risiko einer
Karzinomentstehung (Meier et al., 1990). Ursidchlich konnte hierfiir die durch chronischen
Alkoholkonsum reduzierte Speichelproduktion sein. Dadurch haben kanzerogene Noxen zum
einen eine erheblich lingere Kontaktzeit mit der Mund- und Rachenschleimhaut, zum anderen
ist der Verdiinnungseffekt durch den Speichel wesentlich schwicher und somit die
Konzentration der Schadstoffe hoher. Dies erleichtert zudem die Penetration der Noxen in die
Schleimhaut (Meier et al., 1990). Jedoch unterscheiden sich je nach anatomischer Lokalisation
die schidlichen Einfliisse der Genussmittel. Bei isoliertem Tabakkonsum ist das relative Risiko
an einem Malignom im Larynxbereich zu erkranken 10,0 mal hoher als ohne Tabakkonsum. Im
Oro- und Hypopharynxbereich steigt das relative Risiko hingegen nur auf 4,0-5,0 (Maier et al.,
1991). Entscheidende Unterschiede gibt es dabei je nach Heimat der Patienten. Besonders hoch
ist das Risiko in Europa und Siidamerika. In Nordamerika ist es hingegen deutlich geringer
(Hashibe et al., 2007). Ein moglicher Erkldarungsversuch fiir diese lokalen Differenzen liegt in
den unterschiedlichen gesetzlichen Grundlagen der Inhaltsstoffe von Zigaretten. Nitrosamine
und polyzyklische aromatische Hydrocarbonate, welche als besonders stark kanzerogen gelten,
variieren in ihrer Konzentration von Land zu Land und konnten so einen unterschiedlich starken
Einfluss auf die Karzinomentstehung haben. Alleiniger Alkoholkonsum scheint hingegen nur
in hohen Dosen und starken Prozenten kanzerogen zu wirken. Hier ist der toxische Einfluss auf

den Pharynx am groflten (Hashibe et al., 2007).
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Weitere Einflussfaktoren bei der Entstehung oraler Plattenepithelkarzinome sind
Strahlenexposition bei Lippenkarzinomen, Immunsuppression, schlechte Mundhygiene und

EBV-Infektionen bei Nasopharynxkarzinomen (Voges et al., 1993; Young et al., 1988).

Prognose

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt derzeit bei Minnern bei etwa 48%, die 10-Jahres-
Uberlebensrate bei nur 36%. Bei den Frauen liegt die relative Uberlebensrate nach 5 Jahren bei
etwa 59% und nach 10 Jahren bei etwa 50%. Damit sind Kopf-Hals-Karzinome hinsichtlich der
Prognose fiir die Patienten verglichen mit anderen Tumorentititen im untersten Drittel

einzuordnen (Robert-Koch-Institut 2016).

2.1.2 Klassifikation, Staging und Differenzierung

Kopf-Hals-Tumore werden nach dem weltweit anerkannten TNM-System klassifiziert, welches
unterschiedliche Schweregrade hinsichtlich der Ausdehnung des Primértumors (T), des
Lymphknotenbefalls (N) und Fernmetastasen (M) anzeigt. Mit dem Préfix ,,c* wird angegeben,
dass die TNM-Einteilung anhand von klinischen Untersuchungen erfolgt ist. Steht hingegen ein
,p*“ vor der Diagnose, handelt es sich um eine (postoperativ) pathologische Erhebung. Der
Zusatz R steht fiir das Vorhandensein von Resttumorgewebe nach Therapie. Der Zusatz G
beschreibt das Grading des Tumors, also den Grad von Atypien und Entdifferenzierung des
Tumorgewebes. V- und L-Zusitze konnen bei Bedarf zudem die Invasion von Venen und
Lymphgefdlen anzeigen. Der C-Faktor gab in idlteren Versionen der TNM-Klassifikation die
Sicherheit der Diagnose, abhingig von den verwendeten Untersuchungsmethoden, an. Seit
2017 wird dieser jedoch nicht mehr verwendet. Je nach Lokalisation des Primértumors gelten

unterschiedliche TNM-Klassifikationen (Brierley et al., 2016). Tabelle 1 zeigt diese auf.

Tabelle 1: 7. Version der TNM-Klassifikation bei Kopf-Hals-Tumoren

Einteilung Beschreibung

T Primértumor

Tx Keine Beurteilung des Primértumors moglich

TO Kein Hinweis auf einen Primértumor

Tis Carcinoma in situ

Mundhdohle

T1 Tumor < 2cm in groBter Ausdehnung

T2 Tumor > 2 cm, aber <4 cm in groBter Ausdehnung

T3 Tumor > 4 cm in groBter Ausdehnung

T4a Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie kortikale Knochen, tiefe dullere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hypoglossus, M.
palatoglossus und M. styloglossus), Kieferhohle oder Gesichtshaut
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T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie Mastikatorraum,
Pterygoidplatten oder Schidelbasis; oder umschlie3t die A. carotis
interna

Oropharynx

Tl Tumor < 2cm in grofBter Ausdehnung

T2 Tumor > 2 cm, aber <4 cm in grof3ter Ausdehnung

T3 Tumor > 4 cm in groter Ausdehnung

T4a Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie Larynx, dullere Muskulatur der
Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), Lamina medialis des Processus pterygoideus, hartem
Gaumen und Unterkiefer

T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie M. pterygoideus lateralis,
Lamina lateralis des Processus pterygoideus, Schidelbasis; oder
umschliet A. carotis interna

Hypopharynx

T1 Tumor auf einen Unterbezirk des Hypopharynx begrenzt und <2 cm in
groflter Ausdehung

T2 Tumor infiltriert mehr als einen Unterbezirk des Hypopharynx oder
einen benachbarten Bezirk oder > 2cm, aber < 4cm in grofter
Ausdehnung, ohne Fixation des Hemilarynx

T3 Tumor > 4 cm in groBter Ausdehnung oder Primértumor oder Fixation
des Hemilarynx

T4a Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, z.B. Schild-/Ringknorpel,
Zungenbein, Schilddriise, Osophagus, zentrale Weichteile des Halses

T4b Tumor infiltriert privertebrale Faszien, umschlieit A. carotis interna
oder infiltriert Strukturen des Mediastinums

Larynx

Supraglottis

T1 Tumor auf einen Unterbezirk der Supraglottis begrenzt, mit normaler
Stimmlippenbeweglichkeit

T2 Tumor infiltriert mehr als einen benachbarten Unterbezirk der
Supraglottis oder Glottis oder eines Areals auflerhalb der Supraglottis (z.
B. Schleimhaut von Zungengrund, Vallecula, mediale Wand des Sinus
piriformis) befallen, ohne Fixation des Larynx

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation, und/oder
Tumor mit Infiltration des Postkrikoidbezirks, des praepiglottischen
Gewebes und/oder geringgradiger Erosion des Schildknorpels (innerer
Kortex)

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich
auBerhalb des Kehlkopfes aus, z.B. Trachea, Weichteile des Halses
eingeschlossen duflere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M.
hyoglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus), gerade
Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Pravertebralraum, mediastinale Strukturen oder
umschlieft die A. carotis interna

Larynx Glottis

T1 Tumor auf Stimmlippe(n) begrenzt (kann auch vordere oder hintere
Kommissur befallen), mit normaler Beweglichkeit

Tla Ausdehnung auf eine Stimmlippe begrenzt
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Tlb Befall beider Stimmlippen

T2 Tumor breitet sich auf Supra- und/oder Subglottis aus und/oder mit
eingeschrinkter Beweglichkeit der Stimmlippen

T3 Tumor auf den Larynx beschrinkt, mit Stimmlippenfixation und/oder
Invasion der Postkrikoidgegend und/oder des priepiglottischen Gewebes
und/oder des paraglottischen Raumes mit geringgradiger Erosion des
Schildknorpels (innerer Kortex)

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich
auBerhalb des Kehlkopfes aus, z.B. Trachea, Weichteile des Halses
eingeschlossen duBere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M.
palatoglossus und M. styloglossus), gerade Halsmuskulatur,
Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Privertebralraum, mediastinale Strukturen oder
umschlieft die A. carotis interna

Larynx

Subglottis

T1 Ausdehnung begrenzt auf die subglottische Region

T2 Ausbreitung auf eine oder beide Stimmlippen, diese mit normaler oder
eingeschrinkter Beweglichkeit

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich
aufBerhalb des Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile des Halses
eingeschlossen duflere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M.
hyoglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus), gerade
Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Priavertebralraum, mediastinale Strukturen oder
umschlief3t die A. carotis interna

N Regionire Lymphknotenmetastasen (Halslymphknoten)

NX Keine Beurteilung der regiondren Lymphknoten moglich

NO Keine regionire Lymphknotenmetastasierung

N1 Metastasierung in einem ipsilateralen Lymphknoten, < 3 cm in grof3ter
Ausdehnung

N2a Metastasierung in einem ipsilateralen Lymphknoten, > 3 cm, aber <6
cm in groflter Ausdehnung

N2b Metastasierung in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, <6 cm in
grofter Ausdehnung

N2c Metastasierung in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, < 6 cm
in grofter Ausdehnung

N3 Metastasierung in Lymphknoten > 6 cm in grof3ter Ausdehnung

M Fernmetastasen

MX Keine Beurteilung der Fernmetastasen moglich

MO Kein Nachweis von Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen nachweisbar

- Die betroffenen Organe werden mit einem Affix gekennzeichnet:

PUL: Lunge MAR: Knochenmark OSS: Knochen
HEP: Leber PER:  Peritoneum PLE: Pleura
BRA: ZNS ADR: Nebenniere LYM: Lymphknoten
SKI: Haut OTH: Andere
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Seit 2017 gibt es zudem eine neuere, weit kompliziertere Version des TNM-Systems, welche
fir Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome teilweise auch den pl6-Status mitberiicksichtigt
(Hoffmann und Tribius, 2018). Dieser pl16-Status dient der Differenzierung zwischen HPV-
positiven und HPV-negativen Karzinomen und wird im Folgendem dieser Arbeit noch
ausfiihrlich erldutert. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist die 8. Version des TNM-Systems

hier nicht aufgelistet.

Um aus der TNM-Klassifikationen Therapieempfehlungen ableiten zu kdnnen, fasst die UICC
(Union for International Cancer Control) dieses System zusammen und unterteilt die

Tumorerkrankungen in vier Stadien. Tabelle 2 spiegelt dies wider.

Tabelle 2: klinische Stadieneinteilung von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region

klinisches TNM-Stadium

Stadium

0 Tis NO MO

I T1 NO MO

II T2 NO MO

III T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO

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

IVb T4b alle N MO
alle T N3 MO

IVc alle T alle N M1

Neben der Ausbreitung des Tumors besitzt insbesondere die histologische Differenzierung der
einzelnen Tumorzellen eine prognostische Aussagekraft. Je geringer eine Tumorzelle
ausdifferenziert ist und je weniger sie dem Ursprungsgewebe dhnelt, umso aggressiver ist das
Malignom. Da aggressive Tumore in der Regel wesentlich schneller wachsen, schneller
Metastasen bilden und schneller rezidivieren, ist deren Prognose meist deutlich schlechter. Die
Unterteilung dieses Differenzierungsgrades nennt man Grading und wird im TNM-System
unter dem Zusatz G angegeben (Brierley et al., 2016).

Tabelle 3: Histologische Klassifikation des Differenzierungsgrades von Plattenepithelkarzinomen der
Kopf-Hals-Region

Differenzierungsgrad Beschreibung

Gl gut differenziert, wenig Mitosen

G2 miBig differenziert

G3 schlecht differenziert, viele Mitosen

G4 undifferenziert

G9 Grad der Differenzierung nicht beurteilbar
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2.1.3 Diagnostik

Zum ersten Schritt der Diagnostik von Kopf-Hals-Tumoren gehort eine umfassende Anamnese,
in welcher unter anderem die aktuellen Beschwerden, die Vorgeschichte und mogliche
Risikofaktoren, wie Nikotinabusus und Alkoholkonsum, erfragt werden. Die anschlieende
klinische Untersuchung beinhaltet die Inspektion und Spiegeluntersuchung des Mund- und
Rachenraums, sowie die Palpation des Halses und der Lymphknoten, bei der raumfordernde
Prozesse bereits grob abgeschitzt werden konnen. Die folgende Panendoskopie, welche eine
Naso-/Oro-/Hypopharyngoskopie, = Tracheobronchoskopie, = Mikrolaryngoskopie = und
Osophagogastroskopie umfasst, erlaubt die Sicht auf zuvor nichteinsehbare Bereiche des
Mund- und Rachenraums und ermoglicht zudem die Entnahme von Gewebeproben aus
verddchtigen Bereichen, welche anschlieBend histologisch untersucht werden konnen. Zur
weiteren Abklidrung konnen bildgebende Verfahren, wie Sonographie, Computertomographie,
Magnetresonanztomographie oder Positronen-Emissions-Tomographie herangezogen werden,

um Tumore zu entdecken und deren Ausdehnung zu erfassen (Pfeiffer et al., 2017).

2.1.4 Standardtherapie

Je nach Tumorentitit, Ausmall, Lokalisation und Tumorstadium wird bei Kopf-Hals-
Karzinomen auf unterschiedliche Therapiemoglichkeiten zuriickgegriffen. Bei kurativen
Ansitzen steht meist die vollstindig operative Entfernung des Tumors im Vordergrund. Bei N+
oder ab T3 erfolgt zudem in der Regel eine sogenannte Neck-Dissektion zur Entfernung der
Lymphabflusswege. Diese kann entweder selektiv mit der Entfernung der Lymphknotenlevel
1-5, radikal mit zusétzlicher Entfernung der Vena jugularis interna, des Nervus acessorius und
des Musculus sternocleidomastoideus oder modifiziert stattfinden. FEine adjuvante
Radiotherapie = oder  Radiochemotherapie = wird meist bei N+, ausgedehnten
Primdrtumorbefunden oder einem G3-Grading angestrebt. Bei kurativ ausgelegten
Radiochemotherapien wird der Tumorbereich mit einer Gesamtdosis von meist 70 Grey
bestrahlt und eine Chemotherapie in der Regel mit Cisplatin und 5-Fluorouracil durchgefiihrt.
Bei lokal fortgeschrittenen oder inoperablen Tumoren kann auch eine kurativ primire
Radiochemotherapie durchgefiihrt werden. Liegt hingegen eine palliative Situation mit
Tumorstadium IV vor, erfolgt standartmifBig eine Firstline Chemotherapie nach dem
EXTREME-Protokoll mit den enthaltenen platinhaltigen Chemotherapeutika, 5-Fluorouracil
und dem monoklonalen Antikorper Cetuximab, der gegen den Epidermalen Wachstumsfaktor-

Rezeptor (EGFR) gerichtet ist. Spricht der Tumor auf diese Therapie nicht an, kann eine
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Secondline-Therapie mit Paclitaxel, Carpoplatin und Cetuximab durchgefiihrt werden (Pfeiffer
etal.,2017). AuBerdem sind die Immuncheckpointinhibitoren Nivolumab seit 2017 (Hartmann,
2018) und Pembrolizumab seit 2018 (Schueler at al., 2018, Hecken J, 2019) als Secondline-
Therapie bei Rezidiven und/oder Progress unter platinbasierter Chemotherapie fiir die

Behandlung von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen zugelassen.

2.1.4.1 Grundprinzipien der Radiotherapie

Neben der chirurgischen Behandlung und der Chemotherapie stellt die Radiotherapie, kurz RT
oder auch Strahlentherapie genannt, den dritten groen Therapieansatz in der Behandlung von
bosartigen Tumorerkrankungen dar. Dabei kommt es zur Applikation von kurzwelligen
elektromagnetischen Wellen oder Teilchen auf Gewebe, um Krankheiten zu heilen, deren
Fortschreiten zu verzogern oder um krankheitsspezifische Symptome zu lindern. Durch die
Energie der elektromagnetischen Wellen oder Teilchen werden beim Durchdringen von
Materie Elektronen aus Atomhiillen von Molekiilen herausgelost. Dies fiihrt zu sehr reaktiven
hinterbliebenen Atomen, die dann als ionisiert bezeichnet werden (Wannenmacher et al., 2013).
Zu Teilchenstrahlung zdhlen o-Strahlung (Heliumionen) und [-Strahlung (Elektronen,
Positronen), zu elektromagnetischer Strahlung Rontgen- und y-Strahlung. Letztere entsteht auf
natiirliche Weise als Nebenprodukt des Kernzerfalls einer radioaktiven Substanz, kann in
Linearbeschleunigern aber auch kiinstlich erzeugt werden (Wannenmacher et al., 2013). Bei
der Applikation von Strahlen auf einen Tumor werden am héufigsten Photonen oder Elektronen
genutzt, die in fraktionierten Einzeldosen iiber einen bestimmten Zeitraum appliziert werden.
Das gesunde Gewebe erhilt durch diese fraktionierte Bestrahlung die Moglichkeit sich
zwischen den einzelnen Bestrahlungssequenzen durch Reparationsvorgéinge zu regenerieren.
Die ionisierende Strahlung wirkt sowohl direkt zerstorerisch, via DNA-Strangbriiche im
Zellkern, als auch indirekt tiber abgespaltene freie Radikale, die ihrerseits die DNA beschéddigen
konnen (Wannenmacher et al., 2013). Bereits nach Bestrahlung mit einem Grey
Rontgenstrahlung ergeben sich etwa 1000 bis 2000 Basenverdnderungen, 500 bis 1000
Einzelstrangbriiche und etwa 50 Doppelstrangbriiche (Kauffmann et al., 2006). Diese Schiden
der Erbsubstanz bewirken einen Stopp des Zellzyklus oder die Einleitung der Apoptose und
beeinflussen den Prozess der Zellteilung negativ. Hieraus erkldart sich die erhohte
Strahlensensibilitit von Tumorzellen, die sich gegeniiber gesundem Gewebe wesentlich
schneller teilen. Nichtsdestotrotz wird bei jeder Applikation von Strahlung auch gesundes

Gewebe beschiddigt. So liegt die optimale Strahlendosis bei einer akzeptablen
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Wabhrscheinlichkeit den Tumor zu vernichten und der noch tolerierbaren iatrogenen Schiadigung
des gesunden Gewebes. Dies ergibt eine sigmoide Dosis-Wirkungs-Beziehung welche

Hermann Holthusen 1936 als Zusammenhang der Wahrscheinlichkeit beschrieb:

a) den Tumor zu vernichten - Tumor Control Probability (TCP)
und

b) das ins Strahlenfeld einbezogene Gewebe zu schidigen — Normal Tissue Complication

Probability (NTCP)
.Optimale Dosis”
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80l . Schadigungs-
Tumor- —— wahrscheinlichkeit
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Abbildung 3. Heilungs-Resultante der Radiotherapie nach Hermann Holthusen

Die Heilung, in Abhingigkeit von der Strahlendosis, ist dargestellt als Resultante zwischen der
Dosisabhingigkeit der Tumorvernichtung (TCP) und der Schidigungswahrscheinlichkeit (NTCP) des
gesunden Gewebes. Die Distanz zwischen den beiden Kurven wird als therapeutische Breite bezeichnet
(verdndert nach Holthusen 1936).

Standartméfig therapiert man Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich mit einer
Gesamtdosis von 70 Grey, die in 35 Fraktionen von jeweils zwei Grey iiber eine Gesamtzeit
von sieben Wochen verabreicht werden (Honecker, Dornoff 2016). Alternativ kann fiir die
bessere Lokalkontrolle des Tumors eine Hyperfraktionierung erwogen werden, bei der die
Strahlengesamtdosis durch Aufteilung der Tagesfraktionen in mehrere Unterfraktionen (z.B.
2 x 1,15 Gy pro Tag bis zur Gesamtdosis von 80,5 Grey) erhoht wird (Horiot et al. 1992). Eine
Verkiirzung der Therapiezeit von sieben auf fiinf Wochen kann mit Hilfe einer Akzelerierung
der Bestrahlung erfolgen. Dabei erhoht sich die Fraktionsfrequenz bei einer gleichbleibenden

Gesamtbestrahlungsdosis. Durch die kiirzere Bestrahlungszeit kommt es zu einer Verstirkung
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der lokal toxischen Effekte, jedoch auch zu einer drastischen Zunahme der akuten

Nebenwirkungen (Ang et al. 2001).

2.1.4.2 Grundprinzipien der Radiochemotherapie

Die therapeutische Breite steht in Abhingigkeit der TCP und der NTCP und kann als der
Bereich zwischen den beiden Kurven dargestellt werden. Je weiter sich die Kurven voneinander
entfernen, umso groBer ist die Wahrscheinlichkeit einer komplikationslosen und
nebenwirkungsarmen Heilung. Bei der zusitzlichen Anwendung einer simultanen
Chemotherapie konnen dem Tumor additive Schidigungen zugefiigt werden, welche die
lokalen Effekte der Strahlentherapie verstirken. Bei supraadditiven Effekten kann sogar ein
groferer Effekt erzielt werden, als die Summe der Effekte der Einzelmodalititen. Auflerdem
kommt es zu einer raumlichen Kooperation, wobei der Primértumor durch die Strahlentherapie
vernichtet wird und die Chemotherapie Mikrometastasen abtotet (Bubach und Bubach 2001).
Bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich wird insbesondere durch den Einsatz von DNA-
alkylierenden Platinderivaten eine Verbesserung der langfristigen Uberlebensrate erzielt
(Stromberger 2019). AuBerdem konnen Mitomycin C, 5-Fluorouracil und Taxane in
verschiedenen Kombinationen zum Einsatz kommen (Honecker and Dornoff, 2016).

Als weit verbreitet gilt dabei das hochdosierte Therapieregime mit Cisplatin (100 mg/m?
Korperoberfliche an den Tagen 1, 22 und 43 der Radiotherapie) als Strahlensensitizer
(Honecker and Dornoff, 2016). Cisplatin reagiert aufgrund seiner Elektrophilie bevorzugt mit
dem N7-Atom von Guanin und Adenin (Estler and Schmidt, 2006). Auf diese Weise fiihrt das
Chemotherapeutikum zu Verkniipfungen innerhalb eines DNA-Strangs, was als Intrastrang-
Quervernetzung bezeichnet wird, oder zu Interstrang-Quervernetzungen zwischen zwei
benachbarten DNA-Stringen. Durch die Inhibierung von Reparaturmechanismen, wie die
Inaktivierung der Telomerase, fiihrt Cisplatin auBlerdem dazu, dass die durch die
Strahlentherapie verursachten subletalen DNA-Schédden der Zelle nicht mehr repariert werden
konnen und Tumorzellen vermehrt abgetotet werden (Coughlin and Richmond, 1989). Das
Chemotherapeutikum wird ausschlieBlich intravends verabreicht und diffundiert aufgrund einer
hohen Plasmaproteinbindung von iiber 90 Prozent schnell in die Gewebe. Insbesondere in der
Niere, iiber die das Medikament ausgeschieden wird, finden sich hohe Konzentrationen, die das
gesunde Gewebe als Nebenwirkung hiufig stark schidigen (Voigt et al., 2006). Bei Patienten
mit einer vorgeschadigten Niere wird daher oft auf das &@hnlich wirkende Carboplatin

zuriickgegriffen, das sich weniger nephrotoxisch zeigt (Voigt et al., 2006). Eine Kombination
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der platinhaltigen Chemotherapeutika kann vor allem bei fortgeschrittenen Befunden mit dem
Antimetaboliten 5-Fluorouracil (5-FU) erfolgen. Als Pyrimidinanalogon wird 5-FU an der
Stelle von Uracil in die RNA eingebaut. Durch die Synthese dieser fehlerhaften RNA, wird die
Protein-Biosynthese gehemmt und das Zellwachstum blockiert. Dariiber hinaus hemmt 5-
Fluorouracil die Thymidilat-Synthase, die das Schliisselenzym der Pyrimidinbiosynthese
darstellt. Auch auf diese Weise kommt es zu einer Hemmung des Zellwachstums (Estler and
Schmidt, 2006). Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von 5-FU wird dieses Medikament meist
als Dauerinfusion iiber 24 Stunden mit einer Dosis von 600 mg/m?> Korperoberfliche
verabreicht (Honecker et al., 2016). Auch Mitomycin C kann als Kombinationspréparat in der
Radiochemotherapie der Kopf-Hals-Tumore dienen. Das als Prodrug verabreichte Medikament
wirkt via Quervernetzung der DNA, was zu einer Hemmung der DNA-Synthese fiihrt (Budach
et al., 2005; Aktories et al., 2017). Taxane wie zum Beispiel Docetaxel werden vor allem fiir
Induktionstherapien in Kombination mit platinhaltigen Chemotherapeutika verwendet (Semrau

etal., 2013).
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Abbildung 4: Heilungs-Resultante der Radiochemotherapie nach Hermann Holthusen
Linksverschiebung der TCP-Kurve und Erhohung der therapeutischen Breite durch Anwendung einer
simultanen Chemotherapie (verdndert nach Holthusen 1936).

Da die Bestrahlungstherapie vorwiegend lokal wirkt, die Chemotherapeutika aber im gesamten
Korper ihre negative Wirkung auf das Zellwachstum auslosen, fithrt die kombinierte
Radiochemotherapie zu vermehrten Nebenwirkungen und verlangt besondere Erfahrung auf

dem Gebiet der Supportivtherapie. Prinzipiell lassen sich die unerwiinschten Wirkungen als
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akute und spite Nebenwirkungen unterteilen. Zu den akuten Nebenwirkungen zdhlen
unteranderem Mukositis, Dysphagie, Heiserkeit und Ubelkeit und Erbrechen (Trotti, 2000).
Spite oder chronische Komplikationen halten mindestens drei Monate an und kdnnen auch
Monate nach Therapiebeendigung auftreten. Zu ihnen zdhlen Xerostomie, Osteonekrose,
Schilddriisenfunktionsstorungen, Geschmackstorung, Heiserkeit und Osophagusstrikturen
(Cooper et al., 1995). Je nach verwendetem Chemotherapeutikum konnen insbesondere

Nierenschidden, Mittel- und oder Innenohrschidigungen und ZNS-Schiden auftreten.

2.2 Humane Papillomviren

Papillomviren sind weltweit verbreitete doppelstringige DNA-Viren, die sich anhand von
Sequenzhomologien des Hauptkapsidproteins L1 in insgesamt 29 Genera untergliedern lassen
(Bernard et al.,, 2010). Die groften Gattungen machen dabei die Alpha-, Beta- und
Gammapapillomviren aus, welche zusammen mehr als 180 Virustypen umfassen. Ca. 120
davon gelten aktuell als humanpathogen (Bernard, et al., 2010; de Villiers et al., 2004). Der
Name dieser Virusfamilie kommt von der Eigenschaft der Viren, fiir die Entstehung von
Papillomen (Warzen) verantwortlich zu sein.

Abhingig vom Typ des Virus werden Zellen des mukosalen oder des kutanen Epithels befallen.
Wihrend Alphapapillomviren hauptsdchlich Schleimhéute befallen, infizieren Virustypen der
Beta- und Gammagattung eher verhornende Epithelien der Haut. (Harwood, Proby, 2002; de
Villiers et al., 2004). Des Weiteren lassen sich humane Papillomviren nach ihrer Fahigkeit
Keratinozyten zu immortalisieren in Hochrisiko- und Niedrigrisikotypen unterteilen, wobei
sich erstere dadurch auszeichnen, transformierende Infektionen auslosen zu konnen. Zu ihnen
gehoren nach der World Health Organisation (WHO) unteranderem die Typen HPV 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 (Doorbar et al., 2012).
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Abbildung 5: Phylogenetischer Stammbaum der Papillomviren

Papillomviren lassen sich anhand ihrer Sequenzhomologien des Kapsidproteins L1 untergliedern. Die
Angehorigen eines HPV-Typs unterscheiden sich definitionsgemaf$ in weniger als 10% der Nukleotide
im L1-Gen. Die grofiten Gattungen machen dabei die Alpha-, Beta- und Gammapapillomviren (Bernard
et al. 2010).

2.2.1 Virusaufbau und Genomorganisation

Humane Papillomviren sind mit einem Durchmesser von ca. 55 nm im Vergleich zu anderen
Viren eher klein und besitzen keine Virushiille. Dies macht sie gegeniiber Hitze und
organischen Losungsmitteln unempfindlich. Das Genom der Papillomviren ist aus einer
zirkuldren, doppelstriangigen DNA aufgebaut, welche aus rund 8000 Basenpaaren besteht (zur
Hausen, 1996) Verpackt ist dieses Genom in einem Kapsid, bestehend aus zwei viralen
Proteinen, L1 und L2, in einem Verhéltnis von 30:1 (Kirnbauer et al., 1993). Das L1, welches
mafgeblich fiir die Immunogenitidt der verschiedenen HPV-Typen verantwortlich ist, bildet
tiber Disulfidbriicken 72 Pentamere aus, wodurch ein ikosaedrisches Kapsid entsteht. Die
groBeren L2-Proteine sind in dieses eingelagert (zur Hausen, 1996; Klug und Finsch, 1965).
Die DNA kann in die drei groen Bereiche unterteilt werden: die nicht kodierende long control-
region (LCR), auch upstream regulatory region (URR) genannt, die early (E)-region und die
late (L)- region. Die LCR reguliert die virale Genom-Replikation und enthilt dafiir zahlreiche
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Bindestellen fiir zelluldre Transkriptionsfaktoren. Die early region kodiert die sechs frithen
viralen Proteine E1, E2, E4, ES, E6 und E7. Die beiden spiten Proteine L1 und L2, welche das
Kapsid des Virus bilden, werden in der late region kodiert (zur Hausen, 1996). Abbildung 1

zeigt die Organisation des Genoms am Beispiel von HPV 16.

E2 E2

SPI E2 E2 TATA PE

El
-
L

Abbildung 6: Aufbau des HPV-Genoms am Beispiel von HPV 16

Das Genom der Papillomviren ist in drei Regionen unterteilt: Die long control region (LCR) enthilt
Bindestelle fiir zelluldre Transkriptionsfaktoren und fiir virale Proteine; die early region beinhaltet die
Gene fiir die sechs frithen Proteine E1, E2, E4, ES5, E6 und E7, deren Expression vom Promotor p97
(PE) reguliert wird; die late region umfasst die beiden Kapsidproteine L1 und L2, deren Expression
durch den Promotor p670 (PL) reguliert wird. PAE und PAL zeigen Polyadenylierungsstellen innerhalb
des viralen Genoms an (verindert nach Doorbar et al., 2012).

2.2.2 Viraler Lebenszyklus

Da Papillomviren bis auf eine Helikase keine eignen Transkriptionsenzyme besitzen, sind die
Viren auf die Proliferationsmechanismen ihrer Wirtszelle, dem Keratinozyt, angewiesen. Damit
es zu einer Infektion mit Humanen Papillomviren kommt, muss das Virus durch Mikroldsionen
Zugang zu den Basalzellen erhalten (Doorbar 2004). Dies sind die untersten Keratinozyten der
Haut- bzw. Schleimhautschicht, welche noch undifferenziert und teilungsaktiv sind. Das Virus
gelangt iiber rezeptorvermittelte Endozytose in die Basalzelle. Dafiir bindet das Virus zunéchst
an zelluldren Oberflichenrezeptoren, was zu einer Veridnderung des Kapsidproteins L2 fiihrt

und die Internalisierung in die Wirtszelle ermdglicht (Doorbar, et al., 2012; Day et al., 2003).
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Durch das reduzierende Milieu der Zelle und die daraus entstehenden Briiche der
Disulfidbriicken des Kapsids kommt es zur Entpackung des Virus (Li et al., 1998).
Anschlieend gelangt die nun freie DNA {iiber Poren in den Zellkern. Nach der Replikation des
Genoms, welches zunichst in episomaler Form mit ca. 10-200 Kopien pro Zelle vorliegt,
kommt es zur Expression der viralen Gene. Dabei ist das Virus auf die zellulédre
Transkriptionsmaschinerie angewiesen. Zuerst werden die frithen Proteine El, welches die
Funktion einer DNA-Helikase besitzt, und E2 synthetisiert. Zusammen binden diese beiden
Proteine an den Replikationsursprung ORI in der LCR und entwinden die DNA. Dadurch kann
es zur Expression der {ibrigen friihen Proteine kommen (Wilson et al., 2002). In den basalen
undifferenzierten Zellen werden generell nur sehr wenig virale Proteine exprimiert, um dem
hier stark aktiven Immunsystem zu entkommen. Zu einer stirkeren Proteinproduktion kommt
es erst in den hoher gelegenen differenzierten Epithelschichten, da dort das Immunsystem
weniger aktiv ist (Frazer, 2009). Verlassen die Keratinozyten die Basalschicht und wandern in
die suprabasalen Abschnitte des Epithels, stellt sich normalerweise der aktive Zellzyklus ein
und die Keratinozyten beginnen zu differenzieren. Dies wird durch die Expression der beiden
frithen Proteine E6 und E7, die beide als Onkogene fungieren, verhindert. Wie E6 und E7 in
den Zellzyklus eingreifen und die Virusreifung durch anhaltende Proliferation der
Keratinozyten iiber die Basalschicht hinaus, gewéhrleisten, wird im ndchsten Abschnitt genauer
beschrieben. Auch E5 wird in dieser Phase des Lebenszyklus der Viren exprimiert. Auffillig
ist dabei, dass dieses Protein, dem neben E6 und E7 ebenfalls wachstumsstimulierende und
transformierende Eigenschaften zugeschrieben werden, in Beta-Papillomviren nicht
vorzukommen scheint (Quint et al., 2015). Wenn im weiteren Verlauf die Keratinozyten zu
Korneozyten differenzieren, wird der Promoter fiir die spdten Gene aktiv. So kommt es zur
Expression der hoch immunogenen viralen Hiillproteine L1 und L2 und zu der
Zusammensetzung der Viruspartikel. Da Papillomviren nicht lytisch wirken, verlassen die
infektiosen Viren die Korneozyten mit Hilfe von E4 erst, wenn diese im Rahmen ihres normalen
Lebenszyklus abgeschilfert werden (Doorbar, 2005). Bei invasivem Krebs liegt das virale
Genom meist nicht mehr episomal vor, sondern wird in das Wirtsgenom integriert (Doorbar,
2006). Dabei muss das virale zirkuldre Genom zunéchst, durch eine Ringdffnung innerhalb des
E2 Leserahmens, in eine lineare Form gebracht werden. In Folge dessen wird der E2
Leserahmen irreversibel zerstort, was zur Uberexpression der viralen Onkogene E6 und E7
fiihrt. Durch das onkogene Potential dieser beiden Proteine kommt es zu Anhédufung von

Mutationen in der Wirtszell-DNA und zur genetischen Instabilitéit (zur Hausen, 1996).
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Abbildung 7: Lebenszyklus eines high-risk HPV-Typen von der Infektion bis zur Krebsentwicklung
Zunichst gelangen die Viren durch Mikroldsionen in die Basalzellen des kutanen oder mukosalen
Epithels. In Abhéngigkeit von der Differenzierung des Wirtsepithels, werden die Viren in Richtung der
duBeren Epithelschichten transportiert. Dabei werden zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedliche
Proteine exprimiert. In den basalen Schichten wird das virale Genom in den Wirtszellen zunéchst in
Form von Episomen aufrechterhalten. In den suprabasalen Schichten, mit Beginn der Differenzierung
der Keratinozyten, wird das virale Genom amplifiziert. In den dariiber liegenden Schichten werden die
beiden Kapsidproteine gebildet und neue Viren zusammengesetzt. Mit Erreichen der
Korneozytenschicht werden die Viruspartikel schlieBlich zusammengesetzt und freigesetzt. Bei
invasivem Krebs kommt es héufig zur Integration des viralen Genoms in das Wirtsgenom (rote
Zellkerne). Durch die Zerstorung des E2 Leserahmens wihrend der Genomintegration kommt es zu
einem massiven Anstieg der E6- und E7-Expression, was zu einer genetischen Instabilitit der Wirtszelle
fiihrt. Dies fiihrt zu einem starken Anstieg der Karzinomentstehungswahrscheinlichkeit (verdandert nach
Tomaic, 2016).

2.2.3 Die friihen viralen Onkoproteine E6 und E7

Durch die Expression der beiden Onkogene E6 und E7 wird die Differenzierung der
Keratinozyten verhindert und eine anhaltende Proliferation der Keratinozyten, sowie der Erhalt
des Virusgenoms gewihrleistet. Die Onkoproteine E6 und E7 der high-risk Papillomviren
sorgen fiir die Transformation und Immortalisierung der befallenen Keratinozyten und legen so

die Grundsteine der Karzinomentstehung (zur Hausen, 1996).

E6

E6 besteht aus ca. 150 Aminoséduren und besitzt 2 Zinkfingermotive (Cole und Danos, 1987;
Barbosa et al., 1989). Der wichtigste Interaktionspartner des E6 ist das zellulire p53-
Tumorsuppressorgen, welches auch als Wichter des Genoms bekannt ist, da es eine
fundamentale Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der Integritit des zelluliren Genoms
innehat (Boulet et al., 2007). Aktiviert wird das p53-Protein durch Phosphorylierung durch das

Enzym ATM-Kinase, welches bei DNA-schidigenden Reizen induziert wird. Im aktiven
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Zustand besitzt p53 die Fihigkeit, den Zellzyklus bei DNA-Schédden in der G1/S- bzw. der
G2/M-Phase reversibel zu unterbrechen, um zelleigene Reparaturmechanismen zu aktivieren
oder gegebenenfalls die Apoptose zu initiieren (Yonish-Rouach et al.,1993; Deng et al., 1995;
Chan et al., 2000). Dies verhindert eine Weitergabe der DNA-Schéiden an die Tochterzellen
und hilt so das Genom stabil. Das E6-Protein von high-risk HPV-Typen besitzt die Fihigkeit
an das E6-assozierte Protein (E6AP) zu binden und dadurch einen trimeren Komplex mit p53
zu bilden. E6AP fungiert dabei als E3-Ubiquitinligase und ubiquitiniert p53, welches dadurch
fiir den proteasomalen Abbau markiert wird (Huibregtse et al., 1991). Durch diese Inaktivierung
kann p53 nicht mehr als Transkriptionsfaktor wirken, wodurch die Expression von p21
verringert wird. p21 wiirde wiederum den Cyclin D/CDK4/6-Komplex als auch den Cyclin
E/CDK2-Komplex hemmen. Diese werden benétigt, um einen vom Protein pRB gebundenen
weiteren Transkriptionsfaktor (E2F) freizusetzen, der den Zellzyklus weiterfithren wiirde.
Durch die E6 induzierte Hemmung von p53, wird der Transkriptionsfaktor E2F sofort
freigesetzt und der Zellzyklus bei DNA-Schiden nicht angehalten. Das E6-Protein von low-
risk HPV-Typen besitzt nicht die Fahigkeit mit EOAP einen Komplex einzugehen (Huibregtse
et al., 1993). Es bindet direkt an p53, jedoch mit geringerer Aktivitit als das E6-Protein der
high-risk HPV-Typen (Mantovani und Banks, 2001).

E6

1
O-O O @
P53 degradation ..,.'
\'_?' G1-PHASE .
proteasome S-PHASE -

Abbildung 8: Inaktivierung von pS3 durch E6

Das E6-Protein der high-risk HPV Typen interagiert mit pS3 und leitet dessen Abbau ein, indem E6 an
E6AP bindet, welches als Ubiquitin-Ligase eine rasche Ubiquitinilierung von p53 einleitet und dessen
proteasomalen Abbau induziert (Ghittoni et al., 2010). Durch das fehlende p53 kann anschlieBend kein
p21 mehr produziert werden, was letzten Endes zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F fiihrt
(Auw-Haedrich et al., 2008).
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Eine weitere Fahigkeit von E6 besteht in der Aktivierung von Teleomerasen (Gewin und
Galloway, 2001). Durch diese konnen, die sich bei jeder Zellteilung kiirzenden, Telomerenden

verlidngert werden und damit das Apoptosesignal bei zu kurzen Telomeren umgangen werden.

E7

E7 ist mit ca. 100 Aminosduren etwas kleiner als E6 und kodiert fiir ein Zinkfingermotiv. Eine
fiir die Immortalisierung wichtige Funktion von E7 ist die Inaktivierung des Retinoblastom
Proteins (pRb) (Miinger et al. 1989). Ist pRb aktiv, bindet es den Transkriptionsfaktor E2F und
blockiert damit den Eintritt der Zelle in die S-Phase. Will eine gesunde Zelle in die S-Phase
eintreten, muss Rb zuerst durch die Proteinkomplexe Cyclin D1/CDK4 und Cyclin E/CDK2
phosphoryliert werden, damit es von dem Transkriptionsfaktor E2F dissoziieren kann. Durch
die Freisetzung von E2F, das die Expression der spiter bendtigten Cycline A und E reguliert,
kann die Zelle in die S-Phase des Zellzyklus eintreten. Bindet jedoch E7 an das pRb, ist dieses
nicht mehr in der Lage mit E2F zu interagieren und der Transkriptionsfaktor befindet sich in

dauerhaft aktivierten Zustand (Boyer et al., 1996, Dyson et al., 1989).
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Abbildung 9: Deregulierung des Zellzyklus durch E7

In ruhenden Zellen liegt pRb in hypophosphorylierter Form vor und bildet mit E2F-Molekiilen einen
festen Komplex, wodurch deren Transkriptionsaktivitit gehemmt wird. Wenn ruhende Zellen
mitogenen Signalen ausgesetzt werden, kommt es zur Aktivierung von Genen, welche fiir die G1 -
spezifischen D-Typ-Cycline (D1, D2 und D3) codieren. Anschlief3end fusionieren diese Cycline mit der
katalytischen Untereinheit der Cyclin-abhingigen Kinasen CDK4 oder 6 und werden in den Zellkern
transportiert. Dort phosphorylieren die Kinasekomplexe Rb, wodurch die aktiven E2F / DPI-
Heterodimerkomplexe freigesetzt werden und den Ubergang in die S-Phase bewirken konnen. Die
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Bindung von E7 an pRb ahmt dessen Phosphorylierung nach. Daher konnen E7-exprimierende Zellen
in Abwesenheit von mitogenen Signalen in die S-Phase eintreten (Ghittoni et al., 2010).

Eine vermehrte Freisetzung von E2F fiihrt in nichtinfizierten Keratinozyten zur Expression des
Tumorsuppressorproteins p16™%4, Dieses stellt einen iibergeordneten Inhibitor der Zellzyklus-
aktivierenden Cyclin/CDK-Komplexes dar. Eine vermehrte pl6-Expression fiihrt demnach
normalerweise zu einem Zellzyklusarrest am G1/S Kontrollpunkt. Allerdings kann auch dies
durch E7 umgangen werden, indem das E7 der high-risk HPV-Typen die Cycline E und A
direkt aktiviert (Boulet et al., 2007).

Das E7 der low-risk HPV-Typen hat eine wesentlich geringere Affinitdt zu pRb als das der
high-risk Typen (Miinger et al., 1989).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die viralen Onkogene E6 und E7 mit einer Vielzahl
zelluldrer Proteine interagieren und den Zellzyklus multipel deregulieren. Dadurch kommt es
zur unkontrollierten Proliferation der Zellen, welche optimale Replikationsbedingungen fiir das
Virus schaffen. Durch die Anhdufung genetischer Mutationen kann jedoch auch die genetische

Stabilitit erheblich gefihrdet werden und eine maligne Entartung der Zellen entstehen.

Irhibition of apoptosis
Degradation of PDZ

B

-

Expression of hTERT for birding ESAP

]

., 0@ o°
Degradation of p53 &iie O
Stoo G l ®

Cell cycle G1 P Cellcycle S

Rb Release £2F
Progression of cell cycle P @ :
[cm A' El CDK2 l Progression

of cell cycle
(Gl S)

¥, ww/

O\ /P;b\ E2F) —> @@’
Q)(E)

Abbildung 10: Zellzyklusderegulation durch E6 und E7

Durch das Ausschalten der p53-induzierten Apoptose und des gleichzeitig dauerhaft aktivierten
Transkriptionsfaktors E2F ermdglichen high-risk HPV-Typen die unkontrollierte Zellproliferation. Auf
Dauer fiihrt dies zur Anhdufung genetischer Mutationen und zur Entartung der Zellen (Senba and Mori,
2012).
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2.3 Einfluss von Humanen Papillomviren auf die Kanzerogenese der Kopf-Hals-Tumore
2.3.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognose der HPV assoziierten Kopf-Hals-Tumore

Epidemiologie und Atiologie

Insgesamt zeigt sich die Inzidenzrate der Kopf-Hals-Tumore iiber die letzten Jahre, genau wie
der Alkohol- und Tabakmissbrauch, welche als Hauptrisikofaktoren gelten, deutlich riicklaufig
(Sturgis und Cinciripini, 2007; Robert-Koch-Institut, 2020). Lediglich bei der Subgruppe der
Oropharynxkarzinome ist ein Anstieg der neudiagnostizierten Fille zu vermerken (Sturgis und
Cinciripini, 2007). Dies legt die Vermutung nahe, dass fiir die Entstehung oropharyngealer
Karzinome Risikofaktoren existieren, welche auf die Kanzerogenese der restlichen Kopf-Hals-
Tumore weniger Einfluss haben. Eine der Eigenheiten der Oropharynxkarzinome ist die
besonders hohe Assoziation mit onkogenen humanen Papillomviren. Ndiaya et al. konnten
2014 in einer 12.163 Patienten umfassenden Metaanalyse zeigen, dass mehr als 45% der
getesteten Oropharynxkarzinome HPV-positiv waren. Bei Larynx- und
Hypopharynxkarzinomen waren es hingegen nur 22% und bei Karzinomen der Mundhohle
24%. Eine weitere Unterteilung der Oropharynxkarzinome lédsst die Gliederung in Tonsillen-
und extratonsillire Oropharynxkarzinome zu. Dies scheint sinnvoll, da gerade bei den
Tonsillenkarzinomen mit 51-60% eine besonders hohe HPV-Positivitit nachzuweisen ist,
wihrend diese bei den extratonsilliren Oropharynxkarzinomen gegeniiber den sonstigen
Halskopftumoren kaum erhoht zu sein scheint (Syrjdnen 2004, Paz et al., 2000). Ein
Erkldrungsversuch fiir dieses Phinomen konnte im Kryptenepithel der Tonsillen begriindet
sein. Zum einen bieten die Krypten moglicherweise ein gutes Virusreservoir, zum anderen wird
den Viren durch das nur ein- bis zweischichtige Epithel der Tonsillen der Zugang zu der
Basalzellschicht besonders leicht gemacht (Klussmann et al., 2009). Zudem passt auch die
Tatsache, dass die Inzidenz der Tonsillenkarzinome zunimmt, die der Weichgaumenkarzinome
des Oropharynx aber eine eher riickldufige Inzidenz aufweisen (Wagner et al., 2017; Klussmann
et al., 2009; Chaturvedi et al., 2008). Am weit hiufigsten wurde mit iiber 93% die DNA des
HPV-Typs 16 in Oropharynxkarzinomen nachgewiesen. Darauf folgen die HPV-Typen 33 mit
1,4%, Typ 18 mit 1,3% und HPV 35 mit 0,5%. Andere HPV-Typen wurden in insgesamt 4,2%
der Fille erfasst (Stein et al., 2015).

Prognose

Bereits im Jahr 2000 konnten Paz et al. zeigen, dass HPV-positive Tonsillenkarzinome bei
Erstdiagnose ein signifikant hoheres Tumorstadium aufweisen als Tumore ohne HPV-

Assoziation. Dies mag insbesondere an dem schnelleren Wachstumsvermogen der HPV-

Maria Christine Kinberger Universitét des Saarlandes 35



2. Einleitung

positiven Karzinome liegen, welches in der typischen niedrigeren Tumordifferenzierung und
dem damit verbundenen hoheren Tumorgrading begriindet ist (Weinberger et al., 2004). Nichts
desto trotz ist die Uberlebensrate eines HPV-positiven Oropharynxkarzinoms laut einer
umfassenden Metaanalyse von Ragin und Taioli aus dem Jahr 2007 gegeniiber einem HPV-
negativen Karzinom um 28% besser. Das durchschnittliche jiingere Erkrankungsalter oder der
geringere Alkohol- und Nikotinkonsum der Patienten mit HPV-assoziierten Karzinomen
konnten hierfiir Erkldarungsversuche sein. Eine weitere Rolle mag spielen, dass bei HPV-
assoziierten Tumoren weniger Genmutationen vorliegen, sondern vielmehr zelleigene intakte
Proteine gehemmt werden (Cancer Genome Atlas Network 2015). Dies ist durch Elimination
des Virusgenoms grundsitzlich reversibel, wihrend Genmutationen der Nicht-HPV-
assoziierten Karzinome irreversibel sind. Auch konnte damit die erhohte Strahlensensibilitit
der HPV-Karzinome durch die p53 induzierte Apoptose bei UV-Schiden erkldrt werden
(Friesland et al., 2001).

Einfluss von HPV auf die zelluldre Wirkung ionisierender Strahlung und Chemotherapeutika

Eine erhohte Strahlensensibilitit von HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren gegeniiber HPV-
negativen Tumoren wird in der Literatur schon lange diskutiert. Fakhry et al. zeigten 2008
anhand einer prospektiven Studie mit 96 Patienten, welche unter einem Oropharynxkarzinom
im Stadium III oder IV litten, dass HPV-positive Oropharynxkarzinompatienten sowohl eine
hohere Ansprechrate auf eine Induktionschemotherapie (82 vs. 55%; p=0,01) als auch auf eine
Radiochemotherapie (84 vs. 57%; p=0,007) verglichen mit HPV-negativen Patienten
aufwiesen. Die genauen Mechanismen der verstdrkten Strahlensensibilitiat bet HPV-positiven
Tumoren sind bis heute noch ungeklirt und Gegenstand der aktuellen Forschung. Angenommen
wird, dass p53 eine wesentliche Rolle bei der Ansprechwahrscheinlichkeit von Bestrahlungs-
und Chemotherapien spielt. Das Tumorsuppressorprotein p5S3 ist einer der wichtigsten
Regulatoren der zelluldren Antwort auf Schidden in der Erbinformation. Kommt es zu zelluldren
DNA-Schéden in einer Zelle, reagiert diese mit der Aktivierung von p53, wodurch es zu einer
Translokation aus dem Zytoplasma in den Zellkern kommt. Dort bindet p53 an definierten
Regionen an die DNA und gewihrleistet durch seine Eigenschaft als Transkriptionsfaktor die
Expression von Proliferationsinhibitoren und Apoptosegenen. In HPV-negativen Tumoren ist
das p53-Gen meist mutiert und irreversibel geschidigt, so dass es seine Funktion als
Tumorsuppressorgen nicht mehr ausiiben kann. In HPV-positiven Tumoren liegt das p53
hingegen meist in der Wildtyp-Form vor, wird jedoch durch das virale Onkoprotein E6 inhibiert
(Huibregtse et al. 1993; Gillison et al. 2000). Obwohl die Expression der HPV E6 und E7-

Onkogene die Aktivitiat bestimmter Tumorsuppressoren, wie p53 und des Retinoblastoma,
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deutlich dampfen, werden diese Suppressorwege bei HPV-negativen Tumoren oft durch
genetische oder epigenetische Mechanismen in noch gro3erem Malle inaktiviert. Dadurch kann
eine auf die Zellen toxisch wirkende Radiochemotherapie bei HPV-positiven Tumoren besser
anschlagen als bei HPV-negativen Tumoren mit gidnzlich zerstérten Tumorsuppressorgenen
(Douglas et al., 2010). AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass viele HPV-positive Patienten
Anti-E6- und Anti-E7-Antikorper besitzen, welche die Tumorgenese iiber das Immunsystem
beeinflussen. Eine Radiochemotherapie konnte die Immunantwort gegen HPV-positive
Tumoren stimuliert und daher die bessere Prognose dieser Therapien begriinden. Des Weiteren
wird gemutmaft, dass durch eine Chemotherapie die E6- und E7-Expression herunterreguliert
wird und dadurch die zelluldren Regulationsmechanismen wieder eingreifen konnen (Douglas
et al., 2010).

Nichtsdestotrotz gibt es unter den Patienten mit HPV-positivem Kopf-Hals-Tumor eine nicht
unerhebliche Anzahl an Patienten, die entweder gar nicht oder nur unzureichend auf eine Radio-
oder Radiochemotherapie ansprechen (Thibodeau et al., 2015). Die molekularen Mechanismen,
die hinter diesem Ph@nomen stehen, sind bis heute kaum untersucht. Eine der wenigen
Erkldrungsmoglichkeiten konnte der Signal transducer and activator of transcription (STAT3)
- Interferon regulatory factor 1 (IRF1) Signalweg bieten, auf den im Folgenden kurz

eingegangen wird.

2.3.2 STAT3-IRF1 Signalweg

Signal transducer and activator of transcription (STAT) Proteine sind ligandenabhingige
Transkriptionsfaktoren, welche zelluldre Reaktionen von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
andere Polypeptid-Liganden vermitteln (Darnell et al., 1994; Darnell, 1997). Die Bindung
dieser Liganden fiihrt zu einer Phosphorylierung der STAT-Proteine an spezifischen
Tyrosinresten durch intrazelluldre Janus-Kinasen (JAK), Wachstumsfaktorrezeptoren oder
zytoplasmatische Tyrosinkinasen (Turkson, 2004). Daraufhin konnen die STAT-Monomere
durch ihre SH2-Domiine dimerisieren und anschlieBend in den Zellkern transportiert werden,
wo sie spezifische Gentranskription initiieren konnen (Turkson, 2004). Insgesamt umfasst die
Familie der STAT-Proteine mit STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b und
STAT6 sieben strukturell dhnlich aufgebaute Proteine. Insbesondere STAT3, welches unter
anderem von Interleukinen wie IL-6, IL-11 oder iiber Wachstumsfaktoren, wie FGF (fibroblast
growth factor) aktiviert werden kann, ist {iiber den JAK-STAT-Signalweg als

Transkriptionsfaktor verschiedener tumorassozierter Proteine wie VEGF (Vascular Endothelial
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Growth Factor) und Bcl-2 (B-cell-lymphoma-Protein) bekannt (Grandis et al., 1998,
Grivennikov and Karin, 2010). Bei dauerhafter Aktivierung von STAT3 werden die Zellen vor
der Apoptose geschiitzt und die proapoptotischen Effekte von STAT1 blockiert (Shen et al.,
2000, Turkson 2004). Grandis et al. konnten 1998 zeigen, dass in einem grofen Anteil von
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region die Expression und Aktivierung von STAT3
deutlich erhoht ist. Auch bei HPV-infizierten Zervixzellen steigt im Verlauf der Karzinogenese
die STAT3-Aktivierung von geringgradigen CIN1 zu hochgeradigen CIN3 Lésionen stetig an.
Im Ubergang von CIN3 Lisionen zum invasiven Zervixkarzinom scheint die Expression
hingegen meist abzunehmen. Studien in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Smola konnten
unerwarteterweise zeigen, dass die IL-6 induzierte Aktivierung von STAT3 in
Zervixkarzinomen fiir eine Chemotherapie sensibilisiert (Walch-Riickheim, et al., 2016). Die
Gruppe zeigte, dass in diesen Karzinomen die Aktivierung von STAT3 durch IL-6 Trans-
Signaling zu einer erhohten Expression von IRF1  fiihrt, wodurch die
Gebdrmutterhalskrebszellen wesentlich anfilliger fiir chemotherapeutische Arzneimittel wie

Cisplatin oder Etoposid, wurden (Walch-Riickheim et al., 2016).

2.3.3 IRF1-Expression als Prognosemarker

Die Arbeitsgruppe Smola zeigte auch, dass diese Chemosensibilisierung STAT3-abhéngig war
und identifizierten den Interferon-Regulationsfaktor-1 (IRF1) als STAT3-induzierten Mediator,
der fiir die Steigerung des Zelltods erforderlich ist. In Ubereinstimmung mit diesen Daten
korrelierte pTyr705-STAT3 signifikant mit der Expression von IRF1 im Zellkern bei
Gebidrmutterhalskrebszellen. Es wurde gezeigt, dass eine hohe IRFI1-Expression in
Tumorzellen von Biopsien, die vor der Behandlung des Gebarmutterhalskrebs entnommen
worden waren, mit einer signifikant besseren Antwort auf neoadjuvante Radio-/ Chemotherapie
der Patienten einhergeht. Diese Ergebnisse legten nahe, dass die prétherapeutische IRF1-
Expression als neuartiger pradiktiver Biomarker fiir neoadjuvante Radio- /Chemotherapien
dienen konnten.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Smola waren die ersten, die eine Abnahme der eigentlich
antiapoptotischen wirkenden STAT3-Aktivierung wihrend des Fortschreitens der Malignitét
zeigten. So stellte sich die Frage, ob diese Reaktion eine Folge der viralen Atiologie der
Zervixkarzinogenese ist. Bereits bekannt sind komplexe Wechselwirkungen zwischen humanen
Papillomaviren und IRFs. Das E5-Onkoprotein ist in der Lage die IRFI-Expression zu
induzieren (Muto et al., 2011). Gegensitzlich kann das E7-Onkoprotein die IFN-induzierte
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IRF1-Expression unterdriicken und die Wirksamkeit der Immunreaktion beeintrachtigen (Um
et al., 2002). So kommt es zu der Uberlegung, ob die Aktivierung von STAT3 die IRFI-
Hemmung durch HPV auBler Kraft setzen kann. Eine Frage, welche nicht nur Zervixkarzinome
betreffen kann, sondern auch bei anderen HPV assoziierten Tumoren von Bedeutung sein kann.
Weiter stellt sich die Frage, ob auch bei HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumoren die
préitherapeutische IRFI1-Expression als pradiktiver Biomarker fiir neoadjuvante Radio-/

Chemotherapien gelten kann.

2.4 Eigene Fragestellung

Da sich die Uberlebensdaten der Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen trotz Neuerungen und
Verbesserungen von Operationstechniken, Strahlen-, Chemo- und Immuntherapie nicht
wesentlich verbessert haben, muss die bisherige Standarttherapie dieser Karzinomentitit
dringend iiberarbeitet und weiterentwickelt werden. Es braucht Therapieansitze, welche die
Prognose der Patienten verbessern, Rezidive vorbeugen und die Lebensqualitit durch moglichst
geringe Therapienebenwirkungen erhohen. In der Vergangenheit lag der Schwerpunkt der
Kopf-Hals-Tumortherapie vor allem auf der primér chirurgischen Intervention und Exzision
des tumorbefallenen Gewebes. Primdre Radiochemotherapien wurden meist nur in
fortgeschrittenem Tumorstadium oder bei Inoperabilitit angestrebt. Dabei fiel jedoch auf, dass
einige der Patienten sehr gut auf diese Therapie ansprachen und hiufig eine komplette
Remission des Tumorgewebes festzustellen war, wihrend andere davon nicht oder nur sehr
wenig profitierten. Angekniipft an die Ergebnisse von Walch-Riickheim et al., 2016 bei
Zervixkarzinomen, soll das Ziel dieser Arbeit die Beantwortung der Frage sein, ob die
pritherapeutische IRF1-Expression auch bei Kopf-Hals-Tumoren als priadiktiver Biomarker fiir
(neoadjuvante) Radiochemotherapien gelten konnte. Weiterhin soll gekldrt werden, ob die
IRF1-Expression mit dem HPV-Status der Plattenepithelkarzinome korreliert und das IRF1 fiir
die bereits bekannte strahlensensiblere Eigenschaft der HPV-positiven Kopthalstumore
verantwortlich ist. Wiirde ein pritherapeutischer Marker existieren, welcher die
Ansprechwahrscheinlichkeit auf eine Radiochemotherapie vorhersagen wiirde, konnte man
gezielt Patienten auswihlen, denen man primér diese Therapie empfiehlt. So konnten diesen
Personen die Komplikationsrisiken und das umfassende Nebenwirkungsspektrum der
operativen Eingriffe erspart bleiben, ohne dass EinbuBlen in der Prognose und der

Uberlebenswahrscheinlichkeit in Kauf genommen werden miissten.
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3.1.1 Geriite und Verbrauchmaterialien

Gerite

Firma

Adobe Photoshop CS5 Software
Image J Software

Abzug

Kiihlplatte Tissue TEK Cryo Console
Magnetriihrer IKAMAG REC-G
Mikroskop Leica DMI 6000 B
Mikrotom RM2235

pH-Meter

Pipetten

Power Pac 300

Schiittler

Spektrophotometer NanoDrop
Sterilbank FAZ 1
Taumler-Schiittler Polymax 1040
Tischzentrifugen

Vortexer VF2

Waage SI-2002

Wasserbad

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Adobe Systems, USA
ImageJ, Maryland
Waldner, Heidelberg

Miles Scientific
IKA-Labortechnik, Staufen
Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

WTW, Weilheim

Gilson, USA

BioRad, Miinchen

GFL, GroBburgwedel
Thermo Scientific, USA
Waldner, Wangen
Heidolph, Schwabach
Sigma-Aldrich, Steinheim
IKA-Labortechnik, Staufen
Denver Instruments, Gottingen
Memmert, Schwabach

Heraeus, Hanau

Weitere Plastik- und Verbrauchswaren, die im Labor bendtigt wurden, kommen von den

Unternehmen Sarstedt (Niimbrecht), Greiner (Frickenhausen), TPP (Trasadingen), Eppendorf

(Hamburg) und R. Langenbrinck (Emmendingen).

3.1.2 Puffer und Reagenzien

Puffer

Citratpuffer
Citronensdure-Monohydrat 2,94 g
ad 1Liter dH20, pH 7
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10x Tris-buffered saline (TBS)
NaCl 80¢g
Tris 242 ¢
ad 1 Liter dH20, pH 7,6

1x TBS
10% 10x TBS in dH20

IHC-Reagenzien

Firma

2.5% Normal Horse Serum Blocking Solution

ImmEdge Hydrophobic Barrier Pen

ImmPACT Vector Red Alkaline Phosphatase (AP) Substrate
ImmPRESS™ Anti-Kaninchen IgG (Peroxidase)

3.1.3 Chemikalien
Chemikalie/ Reagenz

Vector Laboratories, USA
Vector Laboratories, USA
Vector Laboratories, USA
Vector Laboratories, USA

Firma

Bovines Serumalbumin (BSA)

Ethanol (C2ZH50H)

Héamatoxylin

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Xylol

2-Zitronensdure-Monohydrat

3.1.4 Verwendeter Antikorper

Tabelle 4: Verwendeter AntikOrper

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Vector Laboratories, USA
Caesar & Loretz, Hilden
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Scientific, USA
Merck, Darmstadt

Antikorper Beschreibung Herkunft Verdiinnung
Anti IRF1 Polyklonaler Rabbit 1:4000
Peptidantikorper Santa Cruz Biotechnology
Cat. Sc-497
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3.2 Fixierung des Gewebes

Nach der operativen Entnahme des Tumorgewebes wurden die Gewebeproben von
Mitarbeitern im pathologischen Institut der Universitit des Saarlandes in einem PBS-
gepuffertem, 4%igen-Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.

Der Reagenz-Transferprozess fand, wie in Tabelle 4 beschrieben, mit Hilfe des Tissue-

Tek®VIPTMS JR automatisiert statt.

Tabelle 5: Systematische Darstellung des Reagenz-Trasnferprozesses zur Gewebsfixierung

Reagenz Dauer (h) Temperatur (C°)
4%-1ges Formalin/1xPBS 2,0 45
70%-1ges Ethanol 0,5 40
70%-1ges Ethanol 1,0 40
70%-iges Ethanol 1,0 40
96%-iges Ethanol 0,5 40
99%-1ges Ethanol 1,0 40
99%-1ges Ethanol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Paraffin 0,5 60
Paraffin 0,5 60
Paraffin 1,0 60
Paraffin 1,0 60

3.3 Histologische und Immunhistologische Fiarbungen

3.3.1 Versuchsablauf

3.3.1.1 Erstellung der Gewebeschnitte

Die aus den Patientenproben hergestellten Paraffinblocke wurden von Juliane Kiitten,
Mitarbeiterin des virologischen Instituts der Universitit des Saarlandes, mithilfe des Leica RM
2235 Rotationsmikrotoms geschnitten. Dazu wurden zunichst drei Schnitte von je 10pum
verworfen und im Folgenden 10um Schnitte angefertigt, die nach kurzer Lagerung im
Wasserbad auf Superfrost Ultra Plus Objektriager aufgebracht wurden. Nachdem die Schnitte
tiber Nacht getrocknet waren, wurden sie bei 37°C fiir 24 Stunden im Wirmeschrank gelagert,

um eine optimale Haftung auf den Objekttrigern zu gewihrleisten.
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3.3.1.2 Hamatoxylin-Eosin-Firbung

Zur morphologischen Kontrolle wurde von jeder Gewebeprobe zunichst eine Himatoxylin-
Eosin Fiarbung (HE-Firbung) angefertigt. Bei dieser handelt es sich um ein gingiges Verfahren,
mit dem unterschiedliche Strukturen in feingeweblichen Schnitten angeféirbt werden konnen.
Héamatoxylin ist ein basischer Farbstoff, der alle sauren Bestandteile der Zelle, wie
unteranderem den Zellkern und die darin enthaltene DNA, blau anférbt. Eosin hingegen ist ein
saurer Farbstoff, der vor allem die basischen Bestandteile der Zelle, wie das Zytosol, rot férbt.
Die Kombination dieser beiden Einzelfairbungen ermoglicht, die verschiedenen
Gewebestrukturen zu unterscheiden und krankhafte Veridnderungen des Gewebes zu erkennen.
Fir die HE-Fiarbung wurden die FFPE-Gewebeschnitte jeweils fiinf Minuten in einer
absteigenden Xylol-Reihe entparaffiniert, anschliefend je zwei Minuten in 99%-igem, 90%-
igem, 80%-igem, 70%-igem und 50%-igem Ethanol von dem Xylol gereinigt und rehydriert
und danach in destilliertem Wasser auf einem Schiittler gewaschen. Es folgte die zwei-miniitige
Inkubation in Himatoxylin und das Blduen der Schnitte unter laufendem Leitungswasser fiir
fiinf Minuten. Daraufhin wurden die Schnitte in einer 1%-igen Eosinlosung fiir zehn Minuten
inkubiert und gegengefirbt. Anschlieend wurde der iiberschiissige Farbstoff abgeklopft und
die Schnitte in aufsteigender Ethanol- (50%, 70%, 80%, 90%, 99%) und Xylolreihe dehydriert.
Eingedeckt wurden die Schnitte, indem 2-3 Tropfen VectaMount Permanent Mounting Medium
auf ein Deckgldaschen gegeben wurden und dieses anschlieBend auf die gefirbten
Gewebeschnitte gesetzt wurde. Nach dem Trocknen wurden die Schnitte mithilfe des
Mikroskops DMI 6000 B von Leica in fiinf- zehn- und zwanzigfacher Vergroferung
begutachtet und fotografiert. Es folgte die Aussortierung der Schnitte, auf welchen kein
Tumorgewebe zu erkennen war und die anschlieBend nicht immunhistochemisch geférbt

wurden.

3.3.1.3 Immunhistochemische Firbung

Immunhistochemische Fiarbungen ermdglichen den Nachweis einzelner Proteine mit Hilfe von
an Antikorper gekoppelten Farbstoffen. Das Prinzip der Anfirbbarkeit beruht dabei auf der
Affinitit der Antikdrper zu bestimmten Eiweillen, welche als Epitop bezeichnet werden. Die
spezifische und starke Bindung zwischen Antikorper und Epitop wird als Antikorper-Antigen-
Reaktion bezeichnet. Der Antikorper ist dabei mit einem Detektionssystem gekoppelt, welches
das Vorhandensein des Epitops im Préparat sichtbar macht. Auch fiir die immunhistochemische

Farbung wurden die FFPE-Gewebeschnitte jeweils 10 min. in einer absteigenden Xylol-Reihe
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entparaffiniert und anschlieBend je zwei Minuten in 99%-igem, 90%-igem, 80%-igem, 70%-
igem und 50%-igem Ethanol von dem Xylol gereinigt und rehydriert, um abschlieend fiinf
Minuten in destilliertem Wasser auf einem Schiittler gewaschen zu werden. Darauf folgte ein
zehn-miniitiger Kochvorgang bei 100°C in einem Citratpuffer zur Demaskierung des Antigens,
auf welchen sich eine Abkiihlungsphase von 15 min bei Raumtemperatur anschloss.
AnschlieBend wurde die gewebseigenen Peroxidase-Aktivitit mittels zehn-miniitiger
Inkubation mit 3%-igem H>O> in einer Dunkelkammer inhibiert, um eine unerwiinschte
Hintergrundfirbung der Priparate zu vermeiden. Darauf folgte ein fiinf Minuten andauernder
Waschvorgang in TBS. Danach wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet und 20
Minuten lang mit einer Blockierlosung (2.5% Normal Horse Serum, Vector Laboratories) in
einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Proteinbindungen zu
blockieren. AnschlieBend wurde der IRFI1-Primidrantikérper in 0,5% BSA/TBS 1:4000
verdiinnt, auf die Schnitte gegeben und iiber Nacht bei 4 °C in der Feuchtkammer inkubiert.
Am zweiten Tag folgte ein fiinf-miniitiger Waschvorgang in TBS und die 30-miniitige
Inkubation mit dem anti-Kaninchen Peroxidase-gekoppeltem Sekundérantikorper. Nach zwei,
jeweils fiinf Minuten andauernden Waschvorgingen in TBS wurden die Préiparate mit
Chromogen-Substrat entwickelt. Dafiir wurde ein Milliliter des DAB-Puffers mit einem
Tropfen des DAB-Chromogens vermischt und fiir eine Minute auf die Schnitte gegeben. Ein
weiterer Waschvorgang iiber zwei Minuten in Leitungswasser folgte. Fiir die Gegenfarbung mit
Héamatoxylin wurden die Schnitte danach zehn Sekunden in Hématoxylin inkubiert.
AnschlieBend folgte das Blduen unter laufendem Leitungswasser fiir fiinf Minuten. Fiir die
darauffolgende Dehydrierung wurden die Proben in aufsteigender Alkoholreihe (50%, 70%,
80%, 90%) geschwenkt und zwei min. in 99%-igem Ethanol und aufsteigender Xylolreihe
gereinigt. Auch hier wurden die Schnitte eingedeckt, indem 2-3 Tropfen VectaMount
Permanent Mounting Medium auf ein Deckgldschen geben wurden und dieses anschlieend auf
den gefirbten Gewebeschnitt gesetzt wurde. Nach dem Trocknen wurden die Schnitte mithilfe
des Mikroskops DMI 6000 B von Leica fotografisch dokumentiert. Zur Anfertigung von
Bildiibersichten wurden zunidchst Aufnahmen in 5-facher VergroBerung aufgenommen. Genaue
Details wurden dann in 10- bzw. 20-facher Vergroerung aufgenommen. Zur statistischen
Auswertung der Immunhistochemie wurden je drei Aufnahmen der Karzinomfarbungen, sowie
je zwei Bilder der infiltrierenden Immunzellen gemacht und die positiv gefdrbten Zellen
ausgezihlt. Mithilfe des Computerprogrammes SPSS folgte die statistische Auswertung.

Zur besseren Ubersicht ist der Versuchsablauf in Tabelle 6 nochmal dargestellt.
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Tabelle 6: Systematischer Ablauf der immunhistochemischen Féarbung

Zeitangabe Durchgefiihrte Malnahme
24h Wirmeschrank 37C°
10 min Xylol 1
10 min Xylol 2
10 min Xylol 3
2 min 99% Ethanol
2 min 90% Ethanol
2 min 80% Ethanol
2 min 70% Ethanol
2 min 50% Ethanol
5 min Destilliertes H20
10 min Kochen in Citratpuffer
15 min Abkiihlen in Citratpuffer
10 min Blocken mit 3% H>O: in Dunkelkammer
5 min Waschen in TBS
Schnitte mit Fettstift umranden
20 min Inkubation mit 2,5% Normal Horse Serum
IRF1 Antikorper 1:4000 in 0,5% BSA/TBS
verdiinnt
24 h Inkubation mit verdiinntem Antikorper in
Feuchtkammer bei 4°C
5 min Waschen in TBS
30 min Inkubation mit anti-rabbit Peroxidase-
gekoppeltem Sekundédrantikorper
5 min Waschen in TBS
5 min Waschen in TBS
1 min Féarben mit Chromogen
2 min Waschen mit Leitungswasser
10 sec Férben in Hamatoxylin
5 min Blduen unter flieBendem Wasser
2-3 auf- und abschwenken 50% Ethanol
2-3 auf- und abschwenken 70% Ethanol
2-3 auf- und abschwenken 80% Ethanol
2-3 auf- und abschwenken 90% Ethanol
2 min 99% Ethanol
5 min Xylol 1
S min Xylol 2
Abtropfen
Eindecken mit Deckgldschen
24 h Trocknen
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3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Anonymisiertes Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE) Gewebeschnitte

von HNSCC-Patienten untersucht. Alle Patientenproben wurden im Vorfeld anhand von

histopathologischen Gutachten von drztlichen Mitarbeitern des Pathologischen Instituts

untersucht und als Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich diagnostiziert. Nach dem

eigenstiandigen Aussortieren des Patientenmaterials, von welchem entweder kein Paraffinblock

mehr vorhanden oder in dem der HE-Firbung kein Tumorgewebe zu erkennen war, blieben von

urspriinglich 150 Patienten noch 85 iibrig, die in die Arbeit eingeschlossen wurden. Alle

Patienten wurden im Vorfeld dariiber aufgeklirt, dass das entnommene Gewebe nach der

klinischen Untersuchung zu Forschungszwecken genutzt werden kann und haben hierfiir eine

Einverstindniserkldrung unterzeichnet. Samtliche Versuche wurden in einem Votum der

Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes (280/10) genehmigt.

Tabelle 7: Anonymisiertes Patientenkollektiv

Geschlecht | Erkrankungsalter | Entitét
Patient 1 m 50 | Larynx-CA
Patient 2 m 54 | Mehretagentumor
Patient 3 m 62 | Mundboden-CA
Patient 4 m 62 | Zungengrund-CA
Patient 5 m 73 | Hypopharynx-CA
Patient 6 m 64 | Mehretagentumor
Patient 7 w 57 | Larynx-CA
Patient 8 w 72 | Larynx-CA
Patient 9 m 47 | Larynx-CA
Patient 10 m 55 | Mehretagentumor
Patient 11 m 51 | Hypopharynx-CA
Patient 12 w 57 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 13 m 54 | Mundboden-CA
Patient 14 m 56 | Mehretagentumor
Patient 15 m 64 | Larynx-CA-Rezidiv
Patient 16 m 55 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 17 m 53 | Mundboden-CA
Patient 18 w 67 | Larynx-CA
Patient 19 m 60 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 20 m 71 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 21 m 70 | Larynx-CA
Patient 22 m 63 | Larynx-CA
Patient 23 m 54 | Hypopharynx-CA
Patient 24 m 56 | Mundboden-CA
Patient 25 w 49 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 26 m 59 | Hypopharynx-CA

Maria Christine Kinberger

Universitit des Saarlandes

46



3. Material und Methoden

Patient 27 w 66 | Tonsillen-CA

Patient 28 w 68 | Larynx-CA

Patient 29 m 57 | Hypopharynx-CA
Patient 30 m 51 | Mehretagentumor
Patient 31 w 70 | Larynx-CA

Patient 32 m 57 | Hypopharynx-CA
Patient 33 m 51 | Larynx-CA

Patient 34 m 57 | Mehretagentumor
Patient 35 m 56 | Mehretagentumor
Patient 36 m 51 | Mehretagentumor
Patient 37 m 68 | Larynx-CA

Patient 38 m 61 | Tonsillen-CA

Patient 39 m 68 | Larynx-CA

Patient 40 m 47 | Hypopharynx-CA
Patient 41 m 56 | Hypopharynx

Patient 42 W 72 | Larynx-CA

Patient 43 m 62 | Hypopharynx-CA
Patient 44 m 71 | Mehretagentumor
Patient 45 m 59 | Mehretagentumor
Patient 46 m 66 | Hypopharynx-CA
Patient 47 m 78 | Larynx-CA

Patient 48 m 73 | Hypophyarynx-CA
Patient 49 m 67 | Tonsillen-Ca

Patient 50 m 75 | Larynx-CA

Patient 51 m 55 | Zungengrund-CA
Patient 52 m 64 | Mehretagentumor
Patient 53 m 54 | Larynx-CA

Patient 54 w 77 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 55 m 56 | Mehretagentumor
Patient 56 W 69 | Hypopharynx-CA
Patient 57 m 64 | Oropharynx-CA
Patient 58 m 69 | Mehretagentumor
Patient 59 w 64 | Hypopharynx-CA
Patient 60 m 63 | Mehretagentumor
Patient 61 m 52 | Mehretagentumor
Patient 62 m 64 | Hypopharynx-CA
Patient 63 m 44 | Tonsillen-CA

Patient 64 m 60 | Rezidiv-Oropharynx-CA
Patient 65 m 56 | Larynx-CA

Patient 66 m 64 | Larynx-CA

Patient 67 W 62 | Zungengrund-CA
Patient 68 m 56 | Mehretagentumor
Patient 69 m 58 | Tonsillen-Ca

Patient 70 m 60 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 71 m 57 | Oropharynx-CA (nicht Tonsillen- oder Mundboden-CA)
Patient 72 m 50 | Mehretagentumor
Patient 73 w 47 | Rezidiv-Oropharynx-CA
Patient 74 m 63 | Zungen-CA
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Patient 75 m 61 | Larynx-CA
Patient 76 m 76 | Tonsillen-CA
Patient 77 m 53 | Mehretagentumor
Patient 78 m 54 | Hypopharynx-CA
Patient 79 m 68 | Tonsillen-CA
Patient 80 m 71 | Tonsillen-CA
Patient 81 m 65 | Zungengrund-CA
Patient 82 m 61 | Hypopharynx-CA
Patient 83 m 80 | Tonsillen-CA
Patient 84 m 73 | Tonsillen-CA-Rezidiv
Patient 85 m 56 | Mehretagentumor

3.4.2 Analyse der Radiochemosensibilitéit

Alle in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten erhielten zu diagnostischen Zwecken und zur
Bestimmung der Tumorausdehnung und -infiltrationstiefe eine Computertomographie des
Halses, des Thorax und des Abdomens vor Therapiebeginn. Die Computertomographie stellt
dabei eine spezielle Form der Rontgenuntersuchung dar, bei der sich eine Rontgenrdhre
spiralformig um den Korper dreht und detailgetreue Querschnittsbilder erzeugt. Durch diese
fortlaufende Darstellung der zu untersuchenden Korperregion konnen dreidimensionale Bilder
aufgebaut werden und die Lage, Grofe sowie die Ausdehnung eines Tumors genau bestimmt
werden. Bei allen eingeschlossenen Patienten wurde sich anschlieBend aufgrund der
inoperablen Tumorlage und -ausdehnung, des reduzierten Allgemeinzustandes der Patienten
oder aufgrund des Patientenwunsches gegen eine primér chirurgische, sondern fiir eine kurativ
angestrebte primdre Radiochemotherapie entschieden. Individuell fallbezogen und
interdisziplindr in den Tumorkonferenzen abgestimmt erhielten die Patienten als
Standardfraktionierung Einzeldosen von zwei Grey in 35 Fraktionen iiber eine Gesamtzeit von
siecben Wochen angesehen. Alternativ wurde in einigen Féllen eine Hyperfraktionierung mit
erhohter Strahlengesamtdosis oder eine akzelerierte Fraktionierung mit verkiirzter
Therapiedauer angestrebt. Als Chemotherapeutika wurde standartméfig eine Kombination aus
Cisplatin oder Carboplatin mit 5-Floururacil eingesetzt. Bei Kontraindikationen gegen
platinhaltige Chemotherapeutika kann alternativ auch Mitomycin gegeben werden. Bei
Patienten mit Mukositis wurde auf 5-Floururacil verzichtet (Honecker, Dornoff 2016). Die

Schemata der Verabreichungsform sind in Tabelle 43 dargestellt.

1 Cisplatin mono 100 mg/m? Inf. (1 h) Tag 1; Wdh Tag 22 0. 29
2 Cisplatin 20 mg/m? Inf. (1 h) Tag 1-5; Wdh Tag 29
5-Floururacil 600 mg/m? kont. Inf. (24 h) | Tag 1-5; Wdh Tag 29
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3 Carboplatin AUC 5 Inf. (30°) Tag 1; Wdh Tag 29
S-Floururacil 600 mg/m> kont. Inf. (24 h) | Tag 1-5; Wdh Tag 29

4 Mitomycin 10 mg/m? Inf. Tag 1; Wdh Tag 29
5-Floururacil 600 mg/m> kont. Inf. (24 h) | Tag 1-5; Wdh Tag 29

Abbildung 11: Radiochemotherapie bei Kopf-Hals-Tumoren
Schemata der kurativ angesetzten primiren Radiochemotherapie bei HNSCC mit simultaner RTx mit
einer Gesamtdosis iiber 70 Gy mit Einzeldosen von jeweils 2 Gy.

Als nach ca. zwolf Wochen nach Abschluss der Radiochemotherapie die therapiebedingte
Odem- und Entziindungsreaktion abgeklungen war, erhielten alle Patienten eine weitere CT-
Untersuchung zum Restaging. Anhand dieser Bildgebung konnte die Tumormasse nach der
Therapie mit dem Ausgangsbefund verglichen werden und so das Ansprechen auf die
Radiochemotherapie beurteilt werden. Fiir das Therapieansprechen wurde eine
semiquantitative Skala von eins bis drei bestimmt. Eins steht dabei fiir die Patienten, bei denen
es zu keinem Ansprechen auf die Therapie kam und sich die Tumormasse nach
Radiochemotherapie genauso grof3 oder progressiv im Vergleich zu dem Vorbefund darstellte.
Zwei steht fiir Patienten, bei denen es zu einer Teilremission gekommen war und drei fiir
Patienten, bei denen nach Radiochemotherapie kein Tumor mehr auf dem CT-Bild zu erkennen

war.

3.4.3 Immunoreactive Score

Der ,,immunoreactive score®, kurz IRS, wurde urspriinglich von Remmele und Stegner 1987
fir die Quantifizierung des Hormonrezeptorgehalts von malignen Brusttumoren entwickelt
(Remmele und Stegner, 1987). Dabei werden die Werte der Férbeintensitdt (0-3) und des
Prozentsatzes positiver Zellen (0-4) aus immunhistochemischen Firbungen miteinander
multipliziert, wobei fiir die Fiarbeintensitét der vorherrschende Intensitédtsgrad ausschlaggebend
ist. So kann der IRS die Werte 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 oder 12 annehmen. Inzwischen wird der IRS
fir Versuchs- und Forschungszwecke auch auBerhalb der Gynidkologie verwendet, um
immunhistochemische Fiarbungen quantitativ auszuwerten. Abbildung 11 veranschaulicht die

Rechnungsweise des IRS.

A (% of positive cells) B (Staining intensity) A xB=IRS

4 = >80% positive cells
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3 = 51-80% of positive cells 3 = strong colour reaction 9-12 = strong

2 = 10-50% of positive cells 2 = moderate colour reaction 6-8 = moderate
1 = <10% of positive cells 1 = weak colour reaction 3-4 = weak

0 = no positive cells 0 = no colour reaction 0-2 = negative

Abbildung 12: Rechenweise des Immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner, 1987

Fiir die Auswertung wurden von jeder immunhistochemischen IRF1-Firbung drei Stellen mit
sichtbaren Tumorgewebe ausgewihlt und jeweils in 20-facher VergroBerung abfotografiert.
Anschliefend wurden mithilfe der Adobe Photoshop CS5 Software alle Tumorzellen eines
Bildes den Farbintensititsgruppen null bis drei (0 = keine Anféarbbarkeit, 1 = schwache
Anfirbbarkeit, 2 = mélige Anfidrbbarkeit, 3 = starke Anféarbbarkeit) zugeordnet und deren
jeweiliger prozentualer Anteil ausgerechnet. Die Prozentsitze der Gruppen wurden
anschlieend iiber alle drei Bilder gemittelt. Die Gruppe mit dem hochsten prozentualen Wert
der drei Bilder wurde mit ihrem Faktor je nach Anteil der insgesamt positiv dargestellten Zellen

mit der GroBe 0 bis 4 multipliziert.

3.4.4 Analyse des HPV-Status

Aktuell werden verschiedene Methoden fiir die HPV-Erkennung in HNSCC eingesetzt. Derzeit
verwendete Methoden umfassen den Nachweis von HPV-DNA durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), DNA-In-situ-Hybridisierung, E6- und E7-mRNA-Nachweis mittels
Echtzeit-PCR, Hybrid Capture 2-Tests, Cervista HPV16/18-Assays, sowie die
immunhistochemischen Nachweismethoden von Proteinbiomarkern, welche mit Highrisk-
HPV-Typen assoziiert sind, wie zum Beispiel p16INK4a, pRb, p53 und Cyclin D1. Es ist jedoch
immer noch schwierig, zwischen latenten HPV-Infektionen, von denen sich der Korper selbst
erholen kann und transformierenden Infektionen, die zur Entwicklung von Neoplasien fiihren,
zu unterscheiden. In  verschiedenen Studien wurde daher der gleichzeitige
immunhistochemische Nachweis von pl6INK4a als Biomarker fiir Highrisk-HPV-Infektion
und Ki67 als Marker fiir eine hohe Zellproliferationsrate vorgeschlagen. Da pl16INK4a als
Tumorsuppressor fungiert, ist die gleichzeitige Expression von pl6INK4a und Ki67 bei
gesunden Zellen ausgeschlossen. Liegt diese Kombination dennoch vor, gilt dies als sicherer
Hinweis eines deregulierten Zellzyklus und legt die transformierende Infektion mit Highrisk-

HPV-Typen nahe. Deshalb wurde der gleichzeitige immunhistochemische Nachweis von
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pl6INK4a und Ki67 bereits zur Gebarmutterhalskrebspriaventionen in nationalen Leitlinien
etabliert und wird weltweit in der Gynikologie routinemifig eingesetzt. Zusitzliche Tests,
welche die Anwesenheit von HPV-DNA detektieren, erhthen die diagnostische Sicherheit
(Linxweiler et al., 2015). Der HPV-Status wurde daher in der vorliegenden Arbeit mit dem
immunhistochemischen Nachweis von pl6INK4a und Ki67, sowie mit dem gleichzeitigen

Nachweis von HPV-DNA durch eine spezifische PCR durch Barbara Best bestimmt.

3.4.5 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen wurden mithilfe von Chi-Quadrat-Tests und bindr logistische
Regressionsanalyseverfahren nach Wald unter Verwendung der IBM SPSS Statistics 24.0
Software durchgefiihrt. P-Werte < 0,05 wurden bei einem vorgegebenen Signifikanzniveau von

o= 0,05 als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse
4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Von den 85 eingeschlossenen HNSCC-Patienten waren 71 ménnlich und 14 weiblich. Das
mittlere Erkrankungsalter betrug bei den Frauen 64,1 Jahre und bei den Ménnern 60,4 Jahre.
Die Plattenepithelkarzinome, die in dieser Arbeit untersucht wurden, gliedern sich in
Mundboden-, Zungengrund-, Tonsillen-, andere Oropharynx- Hypopharynx-, Larynx- und
Mehretagenkarzinome. Nach UICC sind Zungengrund- und Tonsillenkarzinome
Unterkategorien des Oropharynxkarzinoms. Da aber bei diesen beiden Entitéten die Priavalenz
der HPV-Assoziation, wie oben beschrieben, deutlich hoher ist als bei anderen
Oropharynxkarzinomen werden diese beiden Untergruppen in der vorliegenden Arbeit einzeln
aufgefiihrt.

Am hiufigsten vertreten war das Larynxkarzinom mit 20 Fillen, gefolgt von dem
Hypopharynxkarzinom mit 19 Fillen und 16 Féllen von Mehretagentumoren. Am seltensten

kamen Mundboden- und Zungengrundkarzinome mit vier, beziehungsweise fiinf Fillen vor.

Geschlecht

80

Haufigkeit

mannlich weiblich

Geschlecht

Abbildung 13: Statistische Auswertung der Geschlechterverteilung
Die Daten werden mithilfe eines Sdulendiagramms dargestellt. 71 der 85 Patienten waren ménnlich, 14
Patienten waren weiblich.
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60 60
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Mittelwert Erkrankungsalter

209 =20

méannlich weiblich

Geschlecht

Abbildung 14: Statistische Auswertung des mittleren Erkrankungsalters bei Minnern und Frauen
Die Daten werden mithilfe eines Histogramms dargestellt. Bei Frauen betrug das durchschnittlichen
Erkrankungsalters 64,1, Ménner waren bei Diagnosestellung im Mittel 60,4 Jahre alt.

Entitat

137

10

Haufigkeit

5-—

LWIOLIZ eSO

wouzleypunibusbunz.

WoUZ Ieyxudieydoan

LOLIZ IEYURISUO].
wouzleyxudiieydods
WOUIZ IeyxuUA e

Entitét

Maria Christine Kinberger Universitit des Saarlandes 53



4. Ergebnisse

Abbildung 15: Statistische Auswertung der Tumorlokalisation

Die Daten wurden mithilfe eines Sdulendiagramms dargestellt. In absteigender Reihenfolge war das
Larynxkarzinom die hdufigste Tumorentitit (n=20) gefolgt von Hypopharynx- (n=19), Mehretagen-
(n=16), Oropharynx- (ausgenommen Tonsillen- und Zungengrundkarzinome) (n=11), Tonsillen-
(n=10), Zungengrund- (n=5), und Mundbodenkarzinomen (n=4).

Der HPV-Status wurde mit dem immunhistochemischen Nachweis von p16INK4a und Ki67,
sowie mit dem gleichzeitigen Nachweis von HPV-DNA durch eine spezifische PCR bestimmt.
Daraus ergaben sich 59 Patienten, deren Tumor HPV negativ war, 18 Patienten mit einen HPV-
positiven Tumor und 8 Patienten, bei denen der HPV-Status aufgrund widerspriichlicher
Testergebnisse nicht genau bestimmbar war. Der hochste Anteil an HPV-positiven Karzinomen
lag bei den Patienten mit Tonsillenkarzinomen mit 4 von 10 Fillen, gefolgt von

Hypopharynxkarzinomen mit 6 von 19 Fillen und den Zungengrundkarzinomen mit einem

Anteil von 1 von 4 Fillen.

HPV

Haufigkeit

HPY-negativ HPY-positiv uneindetig
HPV

Abbildung 16: Statistische Auswertung des HPV-Status
Die Daten werden mithilfe eines Sdulendiagramms dargestellt. 59 der 85 Patienten waren HPV-negativ,
18 Patienten HPV-positiv und bei 8 Patienten war der HPV-Status uneindeutig.
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HPY
W HPY -negativ
W HPY - positiv
uneindewti

Anzahl
=

Mundbodenkarzinom Cropharynxkarzinom Hypopharynxkarzinom
Zungengrundkarzinom Tensillenkarzinem Larynxkarzinom

Entitit

Mehretagentumor

Abbildung 17: Statistische Auswertung des HPV-Status abhéingig von der Tumorlokalisation

Die Daten werden mithilfe eines Sdulendiagramms dargestellt. Den hochsten héchste Anteil an HPV-
positiven Karzinomen lag bei den Patienten mit Zungengrundkarzinomen mit einem Anteil von 1 aus 4,
gefolgt von Tonsillenkarzinomen bei 4 von 10 und Hypopharynxkarzinomen mit 6 von 19.

Die in dieser Studie eingeschlossenen Patienten erhielten vor und ca. zwolf Wochen nach
Abschluss der Radiochemotherapie eine Computertomographie zum Staging. Bei zwei
Patienten lagen die posttherapeutischen CT-Datensitze leider nicht vor, sodass diese beiden
Patienten aus den jeweiligen Fragestellungen herausgenommen werden mussten. Anhand der
pri- und posttherapeutischen CT-Datensitze wurde der Erfolg der Radiochemotherapie durch
Progression bzw. gleichbleibender Tumormasse, Teilremission und Vollremission gemessen.
Bei jeweils 17 Patienten zeigte sich kein Ansprechen auf die Therapie, beziehungsweise eine
Teilremission des Tumorvolumens. Bei den restlichen 49 Patienten kam es zu einer

Vollremission des Tumorgewebes.
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Anzahl

Progression oder konstantes Teilremission “ollremission
Tumorvalumen

Abbildung 18: Vollremission vs. Teilremission vs. Tumorwachstum/konstantes Tumorvolumen

Vergleich des Tumorvolumens vor und nach Radiochemotherapie anhand der prd- und
posttherapeutischen CT-Bilder.

In einem weiteren Schritt wurde das Ansprechen auf die primére Radiochemotherapie mit dem
HPV-Status der Tumorproben verglichen. Wihrend es bei elf Patienten mit einem HPV
positiven Tumor zu einer Vollremission des Tumorgewebes kam, regierten vier Patienten mit
HPV positiven Tumor iiberhaupt nicht auf die Therapie und zeigten ein konstantes oder
zugenommenes Tumorvolumen nach der Therapie. Bei drei Patienten mit HPV positiven

Tumor kam es zu einer Teilremission des malignen Gewebes.
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Abbildung 19: Ansprechen auf eine primire Radiochemotherapie in Abhingigkeit des HPV-Status

Fiir die anschlieend statistische Auswertung wurden die Patienten mit Tumorprogression,

konstantem Tumorvolumen und Patienten mit einer Teilremission des Tumors in einer Gruppe

zusammengefasst, die mit den 49 Patienten, deren Tumor nach der priméren

Radiochemotherapie eine Vollremission aufwiesen, verglichen wurden.
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Anzahl

keine Yollremission Yollremission

Ansprechen auf RCT

Abbildung 20: Vollremission vs. keine Vollremission

Anteil der Patienten die nach der primiren Chemotherapie eine Vollremission des Tumorgewebes
aufwiesen und Patienten ohne Vollremission.

4.2 Auswertung der immunhistochemischen IRF1 Fiarbung

4.2.1 Analyse der Tumorzellen

Die Auswertung der IRF1 angefirbten Tumorzellen mit der Adobe Photoshop CS5 Software

ergab fiir die 85 eingeschlossenen Patienten die nachfolgenden tabellarisch angeordneten

Ergebnisse.

Tabelle 8: Auszihlung der positiv gefirbten Zellen nach IRF1-Fiarbung
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Bild 1 Bild 2 Bild 3
gesamt |stark maBig leicht nicht gesamt |stark maBig leicht nicht gesamt [stark maBig leicht nicht
Patient 1 144 2 |139% | 56 |38,89%| 52 [36,11%| 34 |23,61% 99 13 [13,13%| 56 |56,57%| 17 [17,17%| 13 |13,13%|[ 170 | 23 [13,53%| 69 |40,59%| 37 |21,76%| 41 |24,12%
Patient 2 626 1 |10,16% | 2 [0,32% | 82 [13,10%| 541 |86,42%|| 288 2 [069% | 24 |833% | 42 |14,58%] 220 |76,39% || 573 2 |035% | 14 |244% | 170 |29,67%| 387 |67,54%
Patient 3 250 | 28 [11,20%| 159 |63,60%| 63 |25,20%| O | 0,00% 185 | 47 |25,41%| 103 [55,68%| 35 |18,92%| 0 | 0,00% 451 | 34 | 7,54% | 280 |62,08%| 137 {30,38%| 0 | 0,00%
Patient 4 367 0 [0,00% | 61 |16,62%| 53 [14,44%| 253 |68,94%|| 378 0 [0,00% | 84 |22,22%| 81 |21,43%]213 |56,35%[[ 200 0 [000% | 21 ]10,50%| 37 |18,50%]| 142 |71,00%
Patient 5 224 4 [1,79% | 18 |8,04% | 98 |43,75%| 104 |46,43% || 344 8 [2,33% | 42 |12,21%| 150 |43,60% | 144 |41,86% || 283 6 [2,12% | 40 |14,13%| 106 |37,46%| 131 |46,29%
Patient 6 367 11 [3,00% | 42 [11,44%| 131 |35,69% | 183 |49,86% 372 27 | 7,26% | 100 |26,88% | 134 [36,02%| 111 |29,84% 337 0 |0,00% 5 1,48% | 82 [24,33%| 250 |74,18%
Patient 7 325 15 [ 4,62% | 69 [21,23%]| 221 |68,00%| 20 | 6,15% 426 7 | 1,64% | 157 |36,85%| 233 |54,69%| 29 | 6,81% 334 12 [3,59% | 71 [21,26%| 227 |67,96%| 24 | 7,19%
Patient 8 601 6 | 1,00% | 121 |20,13%| 216 [35,94% | 258 |42,93% 565 1 0,18% | 91 [16,11%| 252 |44,60% | 221 [39,12% 627 0 |0,00% | 77 |12,28%| 234 |37,32%| 316 |50,40%
Patient 9 228 89 |39,04%| 73 |32,02%| 29 [12,72%| 37 |16,23% 114 62 154,39%| 41 |35,96%| 15 [13,16%| 26 |22,81% 523 0 |0,00% | 316 |60,42%| 175 |33,46%| 32 | 6,12%
Patient 10 447 0 |0,00% 5 1,12% | 66 [14,77%| 376 |84,12% 448 0 |[0,00% | 36 |8,04% | 89 [19,87%] 323 |72,10% 863 0 |0,00% | 144 |16,69%| 141 [16,34% | 578 |66,98%
Patient 11 303 9 |297% | 81 |26,73%| 155 [51,16%| 58 |19,14% 299 8 |2,68% | 119 [39,80%| 111 |37,12% | 61 |20,40% 313 12 [3,83% | 198 [63,26%| 59 |18,85%| 44 |14,06%
Patient 12| 377 | 31 |[8,22% | 109 [28,91%| 162 |42,97%| 75 [19,89%|| 291 8 [2,75% | 69 |23,71%| 149 |51,20%| 65 |22,34% || 226 | 16 | 7,08% | 60 [26,55%| 84 |37,17%| 66 [29,20%
Patient 13| 200 | 80 [40,00%| 93 [46,50%| 19 |9,50% | 8 |4,00% 725 [ 419 |57,79%| 249 |34,34%| 48 [6,62% | 9 | 1,24% 406 | 55 [13,55%| 216 |53,20%| 103 |25,37%| 32 | 7,88%
Patient 14| 125 | 21 [16,80%| 69 [55,20%| 25 |20,00%| 10 | 8,00% 357 [ 117 [32,77%| 159 |44,54%| 47 [13,17%]| 34 | 9,52% 337 | 16 | 4,75% | 207 |61,42%| 50 |14,84%| 64 |18,99%
Patient 15[ 232 | 30 [12,93%| 79 [34,05%| 30 |12,93%| 93 [40,09%|| 416 | 152 |36,54%| 201 [48,32%| 63 [15,14%| 0 | 0,00% 323 | 81 [25,08%| 136 |42,11%| 53 |16,41%| 53 |16,41%
Patient 16| 258 7 |271% | 79 |30,62%| 136 [52,71%| 36 |13,95%|| 364 | 34 |9,34% | 165 |45,33%| 160 [43,96%| 5 | 1,37% 239 | 32 [13,39%| 74 |30,96%| 103 |43,10%| 30 |12,55%
Patient 17| 348 | 43 [12,36%| 194 [55,75%| 97 |27,87%| 14 | 4,02% 477 7 [1,47% | 148 |31,03%| 172 |36,06% | 150 |31,45% || 331 4 [121% | 77 |23,26%| 160 |48,34%| 90 |27,19%
Patient 18 297 3 | 1,01% | 56 |18,86%| 131 [44,11%| 107 |36,03% 344 1 0,29% | 51 [14,83%]| 121 |35,17% [ 171 [49,71% 425 9 |2,12% | 83 |19,53%| 181 [42,59%| 152 |35,76%
Patient 19 399 0 |0,00% | 84 |21,05%| 220 [55,14%| 35 | 8,77% 417 2 |0,48% | 133 |31,89%| 209 |50,12%| 73 |17,51% 286 19 [6,64% | 136 [47,55%| 77 |26,92%| 54 |18,88%
Patient 20(| 400 | 13 |3,25% | 150 [37,50%| 147 |36,75%| 90 [22,50%|| 328 5 [1,52% | 130 |39,63%| 129 [39,33%| 64 [19,51%|| 503 | 15 |2,98% | 179 [35,59%| 92 |18,29%|217 [43,14%
Patient 21 || 387 8 [2,07% | 100 |25,84%| 255 [65,89%| 24 | 6,20% 538 9 [1,67% | 105 |19,52%| 366 |68,03%| 58 |10,78% || 281 8 [285% | 78 |27,76%| 166 |59,07%| 29 |10,32%
Patient 22|| 476 6 | 1,26% | 27 | 5,67% | 223 |46,85% | 220 |46,22% || 171 15 [8,77% | 50 |29,24%| 56 [32,75%| 50 |29,24% (| 160 0 [0,00% | 22 |13,75%| 75 |46,88%| 63 |39,38%
Patient 23[| 218 8 [367% | 51 [23,39%| 107 [49,08%| 52 |23,85%|| 114 3 [263% | 37 |32,46%| 55 |48,25%| 19 |16,67%(| 453 | 16 |3,53% | 108 |23,84%| 289 |63,80%| 40 | 8,83%
Patient 24 || 328 0 |0,00% | 148 |45,12%| 165 [50,30%| 15 | 4,57% 288 | 30 [10,42%| 117 |40,63%| 117 [40,63%| 24 | 8,33% 361 | 25 | 6,93% | 132 |36,57% | 159 |44,04%| 45 |12,47%
Patient 25| 438 | 17 | 3,88% | 162 [36,99% | 203 |46,35%| 56 [12,79%|| 350 | 25 | 7,14% | 145 [41,43%| 154 |44,00%| 22 | 6,29% 482 | 37 | 7,68% | 185 |38,38%| 129 |26,76%| 131 |27,18%
Patient 26| 293 | 88 [30,03%| 99 [33,79%| 102 |34,81%| 4 [1,37% 229 | 37 [16,16%| 88 |38,43%| 70 [30,57%| 34 |14,85%|| 430 | 57 [13,26%| 232 |53,95%| 86 |20,00%| 55 |12,79%
Patient 27 364 7 11,92% | 60 [16,48%| 67 |18,41%| 230 [63,19% 603 4 1066% | 62 [10,28%]| 201 |33,33% | 336 |55,72% 541 11 12,03% | 39 |7,21% | 192 |35,49%| 299 |55,27%
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Patient 28 || 251 12 1478% | 71 |28,29%| 82 [32,67%| 86 [34,26%|| 294 0 [0,00% | 102 |34,69%| 114 [38,78%| 78 [26,53%|| 279 0 [0,00%| 63 |22,58%| 62 [22,22%| 154 [55,20%
Patient29|| 516 | 11 [2,13% | 136 [26,36%| 197 [38,18%| 172 |33,33%|| 485 7 | 1,44% | 125 [25,77%| 173 |35,67%| 180 |37,11%|| 523 3 [0,57% | 170 |32,50%| 289 [55,26%| 61 [11,66%
Patient30|| 143 4 [280% | 29 [20,28%]| 106 [74,13%| 4 | 2,80% 228 4 [1,75% | 74 [32,46%| 86 [37,72%| 64 |28,07%|| 477 9 |1,89% | 106 [22,22%| 168 [35,22% | 194 |40,67%
Patient 31 802 | 13 | 1,62% | 339 |42,27%| 200 |24,94%| 250 |31,17%|| 313 5 |160% | 72 |23,00%| 160 [51,12%| 76 [24,28% || 950 | 25 | 2,63% | 368 |38,74%| 347 |36,53% 209 |22,00%
Patient32|| 476 | 73 [15,34%| 119 [25,00%| 150 [31,51%| 134 |28,15%|| 263 | 25 | 9,51% | 62 [23,57%| 70 |26,62%| 106 [40,30% || 347 | 24 |6,92% | 52 |14,99%| 94 |27,09%| 177 |51,01%
Patient 33|| 231 5 1216% | 99 |42,86%| 72 |31,17%| 55 [23,81%|| 273 4 [1,47% | 117 [42,86%| 90 [32,97%| 62 |22,71%|| 257 | 21 |8,17% | 130 [50,58%| 63 |24,51%| 43 [16,73%
Patient 34|| 597 6 |1,01% | 155 |25,96%| 357 |59,80%| 79 [13,23%|| 439 7 |159% | 85 |19,36%| 293 [66,74%| 54 [12,30%|| 397 0 [0,00% | 130 |32,75%| 201 [50,63%| 66 [16,62%
Patient 35| 563 | 12 [ 2,13% | 150 |26,64%| 241 |142,81%| 160 |28,42%|| 522 | 122 |23,37%| 243 |46,55%| 150 [28,74%| 80 [15,33%|| 405 0 [0,00% | 101 |24,94%| 245 [60,49%| 59 [14,57%
Patient 36|| 522 | 36 [ 6,90% | 216 |41,38%| 172 |32,95%| 98 |18,77%|| 251 11 |4,38% | 174 169,32%| 42 |16,73%| 24 | 9,56% 678 | 11 | 1,62% | 335 |49,41%| 296 [43,66%| 36 | 531%

Patient 37|| 342 2 |058% | 46 |13,45%)| 258 |75,44%| 36 [10,53%(| 419 1 10,24% | 114 [27,21%] 282 |67,30%| 22 | 5,25% 401 6 |150% | 73 |18,20%| 155 [38,65% | 167 [41,65%
Patient 38|| 291 2 |0,69% | 132 |45,36%| 152 |52,23%| 5 [1,72% 379 0 [0,00% | 205 |54,09%| 164 [43,27%| 10 | 2,64% 338 0 [0,00% | 166 |49,11%| 123 [36,39%| 49 [14,50%
Patient 39 89 0 [0,00%| 15 |16,85%| 40 |44,94%| 34 [38,20%(| 224 0 [000%| 33 |14,73%| 96 [42,86%| 95 [42,41% 86 0 [0,00%| 13 |15,12%| 55 [63,95%| 18 [20,93%
Patient40(| 404 | 16 [3,96% | 151 [37,38%] 217 |53,71%| 20 | 4,95% 455 8 |1,76% | 208 |45,71%| 209 [45,93%| 30 | 6,59% 278 4 [144% | 89 |32,01%| 139 [50,00%| 46 [16,55%
Patient 41 117 0 |1000% | 48 |41,03%| 28 |23,93%| 41 [35,04%|| 401 0 |0,00% | 61 [15,21%| 133 [33,17%| 207 |51,62%|| 155 | 19 |12,26%| 66 [42,58%| 19 [12,26%| 51 |32,90%
Patient42|| 148 8 |541% | 77 |52,03%| 33 |22,30%| 30 |20,27% 41 0 [0,00% | 29 [70,73%| 9 [21,95%| 3 |7,32% 305 4 | 131% | 149 |48,85%| 131 [42,95%| 21 | 6,89%

Patient43|| 209 | 14 [6,70% | 70 [33,49%| 65 [31,10%| 60 |28,71%|| 192 | 11 |5,73% | 60 [31,25%| 85 |44,27%| 36 [18,75%|| 207 | 12 | 580% | 88 |42,51%| 65 |31,40%| 52 |25,12%
Patient44|| 583 0 [0,00%| 13 |223% | 135 |23,16%|430 |73,76%|| 272 0 [000%| 10 |3,68% | 98 [36,03%| 164 [60,29%|| 600 | 12 | 2,00% | 162 |27,00%| 98 |16,33%| 328 |54,67%
Patient45|| 301 18 [598% | 65 [21,59%| 75 [24,92%| 143 |47,51%|| 468 0 |0,00%| 34 |7,26% | 195 [41,67%|239 [51,07% || 271 0 [0,00%| 16 |5,90% | 107 [39,48% | 149 [54,98%
Patient46|| 460 | 13 [2,83% | 165 [35,87%| 103 [22,39%| 179 |38,91%|| 542 | 14 |2,58% | 220 |40,59%| 151 |27,86%| 157 |28,97% || 361 28 | 7,76% | 132 |36,57%| 119 |32,96%| 82 |22,71%
Patient47|| 341 0 10,00% | 55 |16,13%| 268 |78,59%| 18 | 5,28% 310 7 1226% | 81 |26,13%| 153 [49,35%| 69 [22,26%|| 257 9 [350% | 84 |32,68%| 72 [28,02%| 92 [35,80%
Patient48|| 337 0 1000%| 4 1,19% | 160 |47,48%| 173 |51,34%|| 635 0 [000%| O |0,00% | 265 [41,73%|370 [58,27%|| 443 0 [0,00%| 0O |0,00% | 144 [32,51% 299 [67,49%
Patient49|| 163 | 19 [11,66%| 80 [49,08%| 39 [23,93%| 25 |15,34%|| 419 | 41 |9,79% | 178 [42,48%)| 147 |35,08%| 53 [12,65%[| 319 | 15 | 4,70% | 147 |46,08%| 117 |36,68%| 40 |12,54%
Patient50|| 302 | 22 [7,28% | 114 [37,75%| 89 [29,47%| 77 |25,50%|| 631 51 |8,08% | 192 |30,43%| 251 |39,78%| 137 [21,71%|| 609 | 42 | 6,90% | 276 [45,32%| 217 [35,63%| 74 |12,15%
Patient 51 303 0 1000% | 50 |16,50%| 122 |40,26%| 131 [43,23%|| 313 4 [128% | 66 [21,09%| 134 [42,81%| 109 |34,82%|| 306 0 |000%| 20 |6,54% | 88 [28,76% | 198 |64,71%
Patient 52|| 380 0 1000% | 72 |18,95%| 189 |49,74%| 119 [31,32%|| 296 9 [3,04% | 86 [29,05%| 122 [41,22%| 79 |26,69%|| 314 0 1000% | 29 |9,24% | 198 [63,06%| 87 |27,71%
Patient 53|| 275 0 |10,00% | 11 |4,00% | 104 |37,82%| 160 |58,18% || 310 0 |0,00% | 17 |5,48% | 147 |47,42%| 146 |47,10%|| 196 0 |0,00% | 23 [11,73%| 99 |50,51%| 74 |37,76%
Patient 54|| 242 4 [1,65% | 54 [22,31%]| 113 [46,69%| 71 |29,34%|| 229 5 [218% | 40 [17,47%| 68 [29,69%| 116 |50,66% || 423 7 |1,65% | 84 [19,86%| 115 [27,19% 217 |51,30%
Patient 55|| 560 0 10,00% | 41 |7,.32% | 263 |46,96% | 256 |45,71%|| 457 4 10,88% | 57 [12,47%| 203 [44,42% | 193 |42,23%|| 548 6 |1,09% | 97 [17,70%| 235 [42,88% | 210 |38,32%
Patient 56|| 314 0 ]0,00% 6 1,91% | 97 [30,89%] 211 |67,20%|| 546 0 [0,00%| 13 [2,38% | 182 |33,33%| 351 |64,29%|| 606 | 12 | 1,98% | 124 [20,46%| 178 |29,37%| 292 |48,18%
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Patient 57 || 943 | 19 [2,01% | 135 [14,32%| 422 |44,75%| 367 |38,92%|| 1010 | 26 | 2,57% | 130 [12,87%| 352 |34,85%| 502 |49,70%|| 973 | 41 |4,21% | 191 |19,63%| 311 |31,96% | 430 [44,19%
Patient 58| 310 6 |1,94% | 47 |15,16%| 103 |33,23%| 154 [49,68% || 213 6 [282% | 49 |23,00%| 60 [28,17%| 98 [46,01%|| 566 3 [053% | 71 |12,54%| 133 [23,50% | 359 [63,43%
Patient 59|| 276 0 [0,00%6| O 0,00% | 138 |50,00%| 138 |50,00%|| 650 0 [000%| O |0,00%| 29 |4,46% |621 [95,54%|| 759 0 [0,00%| 0 |0,00%| 58 |7,64% |701 [92,36%
Patient60|| 615 0 [0,00% | 50 |8,13% | 291 |47,32%|274 |44,55%|| 606 3 [050% | 103 |17,00%| 311 [51,32%| 189 [31,19%|| 239 0 [0,00% | 57 |23,85%| 108 [45,19%| 74 [30,96%
Patient 61 367 | 141 |138,42%| 106 |28,88%| 47 |12,81%| 73 [19,89%|| 213 | 45 [21,13%| 93 [43,66%| 44 [20,66%| 31 |14,55%|| 144 | 57 |39,58%| 39 [27,08%| 26 |18,06%| 22 [15,28%
Patient62|| 259 | 24 [9,27% | 135 [52,12%| 95 [36,68%| 5 | 1,93% 473 | 40 | 8,46% | 244 |51,59%| 142 [30,02%| 47 | 9,94% 229 | 26 |11,35%| 135 |58,95%| 60 [26,20%| 8 | 3,49%
Patient63[| 647 | 66 [10,20%| 193 |29,83%| 192 |29,68%| 196 |30,29%|| 392 6 |153% | 70 |17,86%| 202 [51,53%| 114 [29,08% || 251 2 1080%| 26 |10,36%| 76 [30,28%| 147 [58,57%
Patient64|| 333 | 75 [22,52%| 147 |44,14%| 35 |10,51%| 76 |22,82%|| 316 | 13 | 4,11% | 135 [42,72%| 95 |30,06%| 73 |23,10%|| 498 | 14 | 2,81% | 258 |51,81%| 146 [29,32%| 80 [16,06%
Patient 65|| 601 45 [ 7,49% | 242 |40,27%| 137 |22,80%| 177 |29,45%|| 259 | 17 | 6,56% | 109 [42,08%| 51 [19,69%| 82 |31,66%|| 345 | 31 |8,99% | 141 |40,87%| 92 |26,67%| 81 |23,48%
Patient66(| 226 | 19 [8,41% | 137 [60,62%| 56 |24,78%| 14 | 6,19% 136 9 [662% | 95 |69,85%| 25 [18,38%| 7 |[515% 501 28 |5,59% | 366 |73,05%| 89 |17,76%| 18 | 3,59%
Patient 67 || 539 0 [000%| 6 1,11% | 126 |23,38%| 407 |75,51%|| 474 0 [000%| O |0,00% | 118 [24,89%| 356 [75,11%|| 328 0 [0,00%| 40 |12,20%| 105 [32,01%| 183 [55,79%
Patient68|| 375 | 15 [4,00% | 200 |53,33%| 112 |29,87%| 48 |12,80%|| 826 | 18 | 2,18% | 328 [39,71%| 315 |38,14%| 165 [19,98%|| 357 | 15 | 4,20% | 143 |40,06%| 78 [21,85%| 121 |33,89%
Patient 69|| 660 0 [0,00% | 100 |15,15%| 407 |61,67%| 157 |23,79% (| 546 0 [000% | 93 [17,03%| 200 [36,63% | 253 [46,34% || 584 | 23 | 3,94% | 165 |28,25%| 283 |48,46%| 113 |19,35%
Patient 70| 238 | 84 [35,29%| 79 [33,19%| 51 [21,43%| 24 |10,08%|| 247 | 21 |8,50% | 70 [28,34%| 83 |33,60%| 73 [29,55% || 297 | 33 |11,11%| 112 |37,71%| 89 |29,97%| 63 |21,21%
Patient 71 610 | 50 | 8,20% | 230 |37,70%| 111 |18,20%| 219 [35,90%|| 659 | 14 [2,12% | 326 [49,47%| 233 [35,36%| 84 |12,75%|| 784 0 0,00% | 232 |29,59%| 442 |56,38%| 110 [14,03%
Patient72|| 425 | 43 [10,12%| 240 [56,47%| 84 [19,76%| 58 |13,65%|| 761 78 110,25%| 349 45,86%| 220 |128,91%| 114 [14,98% || 684 | 220 [32,16%| 213 [31,14%| 136 [19,88%| 115 |16,81%
Patient 73|| 721 0 1000% | 59 |8,18% | 241 |33,43%|421 [58,39%|| 619 1 |0,16% | 198 [31,99%| 242 |39,10%| 178 |28,76%|| 345 0 [0,00%| 41 |11,88%| 135 [39,13%| 169 [48,99%
Patient74|| 250 | 19 [7,60% | 89 [35,60%| 65 [26,00%| 77 |30,80%|| 666 | 24 | 3,60% | 246 [36,94%| 314 |47,15%| 82 [12,31%[| 293 | 38 |12,97%| 72 |24,57%| 102 |34,81%| 81 |27,65%
Patient 75|| 392 6 |153% | 152 |38,78%| 154 |139,29%| 80 [20,41%|| 527 | 37 [7,02% | 112 [21,25%| 207 [39,28% | 171 |32,45%|| 590 1 [017% | 52 |8,81% | 463 |78,47%| 74 [12,54%
Patient 76|| 450 | 13 [2,89% | 141 [31,33%]| 180 [40,00%| 116 |25,78% || 293 | 69 |23,55%| 102 [34,81%| 95 [32,42%| 27 | 9,22% 570 0 [0,00% | 124 |21,75%| 219 [38,42% | 227 |39,82%
Patient 77|| 638 7 11,10% | 199 [31,19%/| 298 |46,71%| 134 [21,00%]|| 552 0 [0,00%| 111 |20,11%| 368 [66,67%| 73 [13,22%|| 707 | 11 | 1,56% | 156 |22,07%| 376 |53,18%| 164 |23,20%
Patient78|| 486 | 61 [12,55%| 263 [54,12%| 114 [23,46%| 47 | 9,67% 482 9 [1,87% | 295 [61,20%| 157 [32,57%| 21 | 4,36% 242 | 19 | 7,85% | 121 [50,00%| 81 [33,47%| 21 | 8,68%
Patient79|| 366 | 34 [9,29% | 66 [18,03%| 73 [19,95%| 193 |52,73%|| 272 | 16 |588% | 89 [32,72%)| 130 |47,79%| 37 [13,60%| 218 0 |0,00% | 44 [20,18%| 76 [34,86%| 98 |44,95%
Patient80[| 534 | 46 | 8,61% | 206 |38,58%| 163 |30,52%| 119 |22,28%|| 447 0 [0,00% | 93 [20,81%| 205 [45,86% | 149 |33,33%|| 246 | 19 |7,72% | 77 |31,30%| 131 |53,25%| 19 | 7,72%
Patient 81 259 0 [0,00% | 42 ]16,22%| 80 |30,89%| 137 |52,90%|| 679 0 [0,00% | 31 [4,57% | 281 [41,38%|367 |54,05%|| 304 8 1263% | 51 [16,78%| 111 [36,51%( 134 |44,08%
Patient82|| 611 0 10,00% 5 0,82% | 146 |23,90%| 460 |75,29%|| 966 0 [000%| O |0,00%| 84 [8,70% |782(80,95%|| 689 0 [000%| 0O |0,00% | 92 [13,35% 597 |86,65%
Patient 83|| 303 6 |1,98% | 83 |27,39%| 110 |36,30%| 104 [34,32%|| 324 | 16 [4,94% | 80 [24,69%| 70 [21,60% | 158 |48,77%|| 714 | 34 |4,76% | 193 |27,03%]| 125 |17,51% 362 [50,70%
Patient 84 || 152 1 [066% | 59 [38,82%| 56 |36,84%| 36 |23,68%|| 152 9 [592% | 19 |12,50%| 39 [25,66%| 85 [55,92% | 131 4 |3,05% | 42 |32,06%| 21 [16,03%| 64 [48,85%
Patient85|| 364 | 30 [8,24% | 79 [21,70%]| 106 [29,12%| 149 140,93%|| 387 | 27 |6,98% | 66 [17,05%]| 130 |33,59%| 164 [42,38% || 468 | 17 | 3,63% | 152 |32,48%| 117 |25,00%| 182 |38,89%
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232 Zellen gesamt
e =nicht gefirbt
e =leicht gefirbt
e =mibig gefirbt

Maria Christine Kinberger

93 Zellen
30 Zellen
79 Zellen
30 Zellen

40,09 Prozent
12,93 Prozent
34,05 Prozent
12,93 Prozent
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416 Zellen gesamt
e =nicht gefirbt
e =leicht gefirbt
e =mibig gefirbt

Maria Christine Kinberger

0 Zellen 00,00 Prozent
63 Zellen 15,14 Prozent
201 Zellen 48,32 Prozent
152 Zellen 36,54 Prozent
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323 Zellen gesamt
e =nicht gefirbt 53 Zellen
e =leicht gefirbt 53 Zellen
e =mibig geférbt 136 Zellen
81 Zellen
Mittel iiber alle drei Bilder
Stark gefirbte Zellen 24,85 Prozent
MiBig gefarbte Zellen 41,49 Prozent
Leicht geférbte Zellen 14,83 Prozent
Nicht gefirbte Zellen 18,83 Prozent

16,41 Prozent
16,41 Prozent
42,11 Prozent
25,08 Prozent

Abbildungen 20-25: Tumor mit starker IRF1-Expression

Beispiel der jeweils dreiteiligen Bildserien von Tumorgewebe mit starker IRF1-Expression und IRS-

Wert von 8 in 20-facher Vergroflerung
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539 Zellen gesamt
e =nicht gefirbt
e =leicht gefirbt
e =mibig gefirbt

Maria Christine Kinberger

407 Zellen = 75,51 Prozent

126 Zellen - 23,38 Prozent
6 Zellen = 1,1 Prozent
0 Zellen = 0 Prozent

Universitit des Saarlandes

69



4. Ergebnisse

Maria Christine Kinberger Universitit des Saarlandes




4. Ergebnisse

474 Zellen gesamt

e =nicht gefirbt
e = leicht geférbt
e =miBig gefarbt

Maria Christine Kinberger

356 Zellen 75,11 Prozent
118 Zellen 24,89 Prozent
0 Zellen 0,00 Prozent
0 Zellen 0,00 Prozent
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328 Zellen gesamt
e =nicht gefirbt
e =leicht gefirbt

183 Zellen
105 Zellen
40 Zellen
0 Zellen

Mittel iiber alle drei Bilder

Stark gefirbte Zellen
MiBig gefirbte Zellen
Leicht geférbte Zellen
Nicht gefirbte Zellen

0,00%
4,44%
26,76%
68,80%

55,79 Prozent
32,01 Prozent
12,20 Prozent

0,00 Prozent

Abbildung 26-31: Tumor mit wenig IRF1-Expression

Beispiel fiir eine jeweils dreiteilige Bildserie von Tumorgewebe mit geringer IRF1-Expression und

IRS-Wert von 0 in urspriinglich 20-facher Vergroerung.

Die Prozentsitze der Gruppen wurden anschlieBend iiber alle drei Bilder gemittelt. Die Gruppe

mit dem hochsten prozentualen Wert der drei Bilder wurde mit ihrem je nach Anteil der

insgesamt positiv dargestellten Zellen mit der GroBe O bis 4 multipliziert. Dabei ergab sich tiber

die 85 eingeschlossenen Patienten folgende Tabelle.

Tabelle 9: Erstellung des IRS nach Remmele und Stegner

Mittelwert der Farbeintensitat aller drei
Bilder IRS
insgesamt positive
stark maBig leicht Zellen
Patient 1 9,35% 45,35% 25,02% 79,71% 6
Patient 2 0,40% 3,70% 19,12% 23,22% 0
Patient 3 14,71% 60,45% 24,83% 100,00% 8
Patient 4 0,00% 16,45% 18,12% 34,57% 0
Patient 5 2,08% 11,46% 41,60% 55,14% 0
Patient 6 3,42% 13,27% 32,02% 48,70% 0
Patient 7 3,28% 26,45% 63,55% 93,28% 4
Patient 8 0,39% 16,17% 39,29% 55,85% 0
Patient 9 31,14% 42,80% 19,78% 93,72% 8
Patient 10 0,00% 8,61% 16,99% ‘ 25,60% 0
Patient 11 3,16% 43,26% 35,71% 17,87% 82,13% 8
Patient 12 6,02% 26,39% 43,78% 23,81% 76,19% 3
Patient 13 37,11% 44,68% 13,83% 4,37% 95,63% 8
Patient 14 18,11% 53,72% 16,00% 12,17% 87,83% 8
Patient 15 24,85% 41,49% 14,83% 18,83% 81,17% 8
Patient 16 8,48% 35,64% 46,59% 9,29% 90,71% 4
Patient 17 5,01% 36,68% 37,42% 20,89% 79,11% 3
Patient 18 1,14% 17,74% 40,62% 40,50% 59,50% 3
Patient 19 2,37% 33,50% 44,06% 15,05% 79,93% 3
Patient 20 2,59% 37,57% 31,46% 28,38% 71,62% 6
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Patient 21 2,20% 24.37% 64,33% 9,10% 90,90% 4
Patient 22 3,34% 16,22% 42,16% 38,28% 61,72% 3
Patient 23 3,28% 26,56% 53,71% 16,45% 83,55% 4
Patient 24 5,78% 40,77% 44,99% 8,46% 91,54% 4
Patient 25 6,23% 38,93% 39,04% 15,42% 84,20% 4
Patient 26 19,82% 42,06% 28,46% 9,67% 90,33% 8
Patient 27 1,54% 11,32% 29,08% 41,94% 0
Patient 28 1,59% 28,52% 31,22% 61,34% 0
Patient 29 1,38% 28.21% 43,04% 27,37% 72,63% 3
Patient 30 2,15% 24,99% 49,02% 23,85% 76,15% 3
Patient 31 1,95% 34,67% 37,53% 25,82% 74,15% 3
Patient 32 10,59% 21,19% 28.41% 60,18% 0
Patient 33 3,93% 45,43% 29,55% 21,08% 78,92% 6
Patient 34 0,87% 26,02% 59,06% 14,05% 85,95% 4
Patient 35 8,50% 32,71% 44,01% 19,44% 85,22% 4
Patient 36 4,30% 53,37% 31,11% 11,22% 88,78% 8
Patient 37 0,77% 19,62% 60,47% 19,14% 80,86% 4
Patient 38 0,23% 49,52% 43,97% 6,28% 93,72% 8
Patient 39 0,00% 15,57% 50,58% 33,85% 66,15% 3
Patient 40 2,39% 38,37% 49,88% 9,36% 90,64% 4
Patient 41 4,09% 32,94% 23,12% _ 60,14% 0
Patient 42 2,24% 57,20% 29,07% 11,49% 88,51% 8
Patient 43 6,07% 35,75% 35,59% 24,19% 77.42% 6
Patient 44 0,67% 10,97% 2517% 36,81% 0
Patient 45 1,99% 11,59% 35,36% 48,94% 0
Patient 46 4,39% 37,68% 27,74% 30,20% 69,80% 6
Patient 47 1,92% 24,98% 51,99% 21,11% 78,89% 3
Patient 48 0,00% 0,40% 40,57% 40,97% 0
Patient 49 8,71% 45,88% 31,90% 13,51% 86,49% 8
Patient 50 7,42% 37,83% 34,96% 19,79% 80,21% 8
Patient 51 0,43% 14,71% 37,28% 52,41% 0
Patient 52 1,01% 19,08% 51,34% 71,43% 3
Patient 53 0,00% 7,07% 45,25% 52,32% 0
Patient 54 1,83% 19,88% 34,53% 56,24% 0
Patient 55 0,66% 12,50% 44,76% 57,91% 3
Patient 56 0,66% 8,25% 31,20% 40,11% 0
Patient 57 2,93% 15,61% 37,19% 55,73% 0
Patient 58 1,76% 16,90% 28,30% 46,96% 0
Patient 59 0,00% 0,00% 20,70% 20,70% 0
Patient 60 0,17% 16,33% 47,94% 64,43% 3
Patient 61 33,04% 33,21% 17,17% 83,43% 8
Patient 62 9,69% 54,22% 30,97% 94,88% 8
Patient 63 4,18% 19,35% 37,16% 60,69% 0
Patient 64 9,82% 46,22% 23,30% 79,34% 6
Patient 65 7,68% 41,07% 23,05% 71,80% 6
Patient 66 6,87% 67,84% 20,31% 95,02% 8
Patient 67 0,00% 4,44% 26,76% 31,20% 0
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Patient 68 3,46% 44,37% 29,95% 22,22% 77,78% 6
Patient 69 1,31% 20,15% 48,92% 29,82% 70,38% 3
Patient 70 18,30% 33,08% 28,33% 20,28% 79,72% 6
Patient 71 3,44% 38,92% 36,64% 20,89% 79,01% 6
Patient 72 17,51% 44,49% 22,85% 15,15% 84,85% 8
Patient 73 0,05% 17,35% 37,22% 54,62% 0
Patient 74 8,06% 32,37% 35,99% 23,59% 76,41% 3
Patient 75 2,91% 22,95% 52,35% 21,80% 78,20% 3
Patient 76 8,81% 29,30% 36,95% 24,94% 75,06% 3
Patient 77 0,88% 24,45% 55,52% 19,14% 80,86% 4
Patient 78 7,42% 55,11% 29,83% 92,36% 8
Patient 79 5,06% 23,65% 34,20% 62,90% 0
Patient 80 5,45% 30,23% 43,21% 78,89% 3
Patient 81 0,88% 12,52% 36,26% 49,66% 0
Patient 82 0,00% 0,27% 15,31% 15,59% 0
Patient 83 3,89% 26,37% 25,14% 55,40% 0
Patient 84 3,21% 27,79% 26,18% 57,18% 0
Patient 85 6,28% 23,75% 29,24% 59,27% 0

Bei dem vorliegenden Patientenkollektiv lag mit 29 Fillen am hiufigsten der IRS-Werte O vor,
gefolgt von 3 mit 18 Fillen und 8 mit 17 Fillen. 4 und 6 kam elf beziehungsweise zehn Mal

vor. Die moglichen Werte 1, 2, 9 oder 12 wurden bei keinem Fall erreicht.

Anzahl

Abbildung 32: Auswertung des IRS nach Remmele und Stegner
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4.2.2 Analyse der Infiltratzellen

Um die Infiltratzellen beurteilen zu konnen wurden von jeder IRF1-Firbung zwei Bilder in
einer 20-fachen VergroBerung angefertigt. Anhand dieser Fotos wurde die Anzahl der
tumorinfiltrierenden Immunzellen in einer semiquantitativen Skala von eins bis drei beurteilt.
Eins steht fiir keine oder wenig Infiltratzellen, zwei fiir médBig viele Infiltratzellen und drei fiir
viele Infiltratzellen. In einem zweiten Schritt wurden die Infiltratzellen hinsichtlich ihrer
Anfarbbarkeit auf IRF1 beurteilt. Dabei war sowohl das Verhiltnis von IRFI1-positiven zu
IRF1-negativen Infiltratzellen als auch die Farbintensitit der IRF1-positiven Zellen
auschlaggebend. Auch hierfiir wurde ein Skalenniveau von eins bis drei gewihlt. Bei Schnitten,
die mit einer eins beurteilt wurden, waren keine oder nur wenige der Infiltratzellen IRF1-
positiv. Mit zwei wurden Bilder bewertet, bei denen der Anteil und die Intensitit der IRF1-
positiven Infiltratzellen méBig hoch war und bei drei war der GroBteil der vorhandenen

Infiltratzellen stark IRF1-positiv.

50 40

404

30—

Anzahl
Anzahl

204

o

keine, wenig maRig viel viel

keine, wenige

Infiltratzellen gesmat Anteil IRF1-positiver Infiltratzellen

Abbildung 33: Gesamtmenge der Infiltratzellen

Abbildung 34: Anteil der IRF1-positiven Infiltratzellen an der Gesamtmenge der Infiltratzellen
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36: Viel Infiltratzellen

Abbildungen 35

Beispiel der jeweils zweiteiligen Bildserien von Tumorschnitten mit vielen Infiltratzellen in

urspriinglich 20-facher VergréBerung
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Abbildungen 37-38: MiBig viel Infiltratzellen

Beispiel der jeweils zweiteiligen Bildserien von Tumorschnitten mit miBig vielen Infiltratzellen in

urspriinglich 20-facher Vergroferung
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Beispiel der jeweils zweiteiligen Bildserien von Tumorschnitten mit wenig Infiltratzellen in

urspriinglich 20-facher Vergroflerung
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Abbildungen 41-42: Starke IRF1-Positivitiit der Infiltratzellen

Beispiel der jeweils zweiteiligen Bildserien von Tumorschnitten mit starker IRF1-Positivitit der

Infiltratzellen in urspriinglich 20-facher Vergroferung
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Abbildungen 43-44: MifBig starke IRF1-Positivitit der Infiltratzellen

Beispiel der jeweils zweiteiligen Bildserien von Tumorschnitten mit miBig starker IRF1-Positivitét der

Infiltratzellen in urspriinglich 20-facher Vergroferung
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Abbildungen 45-46: Geringe IRF1-Positivitit der Infiltratzellen

Beispiel der jeweils zweiteiligen Bildserien von Tumorschnitten mit geringer IRF1-Positivitit der

Infiltratzellen in urspriinglich 20-facher Vergroferung
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4.3 Statistische Ergebnisse
4.3.1 Zusammenhang von IRF1-Expression der Tumorzellen, des HPV-Status und der
Infiltratzellen

Zusammenhang von IRF1-Expression der Tumorzellen und dem HPV-Status

Die Uberpriifung eines moglichen Zusammenhangs zwischen der IRF1-Expression, welche
anhand des Immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner in einem ordinalen
Skalenniveau dargestellt wurde und des HPV-Status erfolgt mit Hilfe eines Chi-Quadrat-Tests
nach Pearson. Da in diesen Test nur Patienten mit eindeutigem HPV-Status eingeschlossen
werden konnten, mussten acht Patienten, bei welchen der HPV-Status nicht eindeutig bestimmt
werden konnte, ausgeschlossen werden. Die Fallzahl lag so schlieBlich noch bei 77 Patienten.
Bei einer asymptotischen Signifikanz von 0,205 des Chi-Quadrat-Tests kann kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen IRS-Wert der IRF1-Expression der Tumorzellen und

dem HPV-Status angenommen werden.

Tabelle 10: Chi-Quadrat-Test auf Unabhingigkeit zwischen der pritherapeutischen IRF1-Expression
des Tumorgewebes und des HPV-Status

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz

Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 5,9272 4 ,205
Likelihood-Quotient 5,971 4 ,201
Zusammenhang linear-mit-linear 3,231 1 ,072
Anzahl der gultigen Falle 77

a. 4 Zellen (40,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,10.

Zusammenhang von Infiltratzellanzahl und deren IRF1-Expression und des HPV-Status

Auch die Uberpriifung dieser Zusammenhiinge erfolgte jeweils mit einem Chi-Quadrat-Test
nach Pearson mit den eingeschlossenen 77 Patienten, welche einen eindeutigen HPV-Status
aufwiesen. Die Anzahl der Infiltratzellen wurde hierbei auf einer ordinalen Skala von eins bis
drei fiir wenig, méBig und viele Infiltratzellen, angegeben. Auch hier konnte mit einer
asymptotischen Signifikanz von 0,243 kein statistisch signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden. Die IRFI1-Expression der Infiltratzellen wurde ebenfalls auf einer
ordinalen Skala von eins bis drei fiir wenig, méfig und viel IRFI1-Expression kategorisiert. Der
Chi-Quadrat-Test auf einen Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der IRFI1-
Expression der Infiltratzellen zeigte eine asymptotische Signifikanz von 0,224, so dass auch

hier von keinem statistisch signifikanten Zusammenhang ausgegangen werden kann.
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Tabelle 11: Chi-Quadrat-Test auf Unabhingigkeit zwischen der Anzahl der pritherapeutischen
Infiltratzellen und des HPV-Status

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz

Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 2,8292 2 ,243
Likelihood-Quotient 4,145 2 ,126
Zusammenhang linear-mit-linear ,048 1 ,826
Anzahl der gultigen Falle 77

a. 2 Zellen (33,3%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,40.

Tabelle 12: Chi-Quadrat-Test auf Unabhingigkeit zwischen der IRF1-Positivitit der Infiltratzellen und
des HPV-Status

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz

Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 2,9942 2 ,224
Likelihood-Quotient 3,641 2 ,162
Zusammenhang linear-mit-linear 1,372 1 ,241
Anzahl der giltigen Félle 77

a. 1 Zellen (16,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,51.

4.3.2 Zusammenhang zwischen IRS-Wert und Ansprechen auf die primire
Radiochemotherapie

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf eine primére
Radiochemotherapie und der Expression von IRF1 der Tumorzellen zu detektieren, wurde das
Regressionsanalyseverfahren verwendet. Da die Fallzahl der Patienten mit Teilremission und
Tumorprogression beziehungsweise konstanten Tumorvolumen nach der Radiochemotherapie
mit jeweils 17 Fillen zu klein fiir eine multinominale logistische Regression waren, wurden
diese beiden Gruppen unter dem Namen ,keine Vollremission neu zusammengefasst und
anschlieBend mit den Patienten, deren Tumor nach der primédren Radiochemotherapie eine
Vollremission aufwies, beziiglich deren IRS-Werte verglichen. Angewandt wurde hierbei das

bindr logistische Regressionsanalyseverfahren mit Hilfe eines Wald-Tests. Als abhédngige
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Variable galt das Ansprechen auf die Chemotherapie mit den beiden Optionen ,,Vollremission‘
oder keine ,,Vollremission®. Die unabhingige Variable, in SPSS Faktor genannt, stellte der
IRS-Scorewert der IRF1-Expression der Tumorzellen dar. Als Referenzkategorie der
unabhingigen Variable wurde der IRS-Wert von null gewéhlt. Die Odds Ratio wurde aus dem
Regressionskoeffizienten B der unabhingigen Variablen berechnet und als Exp(B) im Modell

mit dazugehorigen 95% Konfidenzintervall ausgegeben.

Tabelle 13: Binir logistische Regressionsanalyse zwischen dem IRS-Wert und der

Wahrscheinlichkeit auf eine Tumorvollremission nach der priméiren Radiochemotherapie
Variablen in der Gleichung

95% Konfidenzintervall

Regression far EXP(B)
skoeffizient =~ Standardfe Unterer Oberer
B hler Wald df Sig. Exp(B) Wert Wert
Schritt  IRS 6,902 4 ,141
12 IRS 3 1,128 ,632 3,186 1 ,074 3,091 ,895 10,672
IRS 4 ,995 , 737 1,824 1 A77 2,705 ,638 11,458
IRS 6 1,283 , 791 2,628 1 ,105 3,606 ,765 17,001
IRS 8 1,534 ,695 4,871 1 ,027 4,636 1,187 18,105
Konstant -,435 ,387 1,266 1 ,261 ,647

e
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Patienten deren Tumor einen IRS-Wert von acht aufwies hatten mit einer 4,636 erhohten
Wahrscheinlichkeit eine statisch signifikant bessere Chance auf eine Vollremission nach der priméren
Radiochemotherapie als Patienten mit einem Tumor, deren IRS-Wert null betrug. Auch bei einem IRS-
Wert von drei, vier oder sechs war die Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission hoher als bei einem
IRS Wert von null. Jedoch waren diese Zusammenhinge statistisch nicht im fiinf-Prozent-Niveau
signifikant.

Verglichen mit Patienten, deren Tumor einen IRS-Wert von 0 aufwies, hatten Patienten mit
einem IRS-Wert von drei eine 3,091 hohere Wahrscheinlichkeit, dass ihr Tumor mit einer
Vollremission auf die Radiochemotherapie reagierte. Bei Patienten mit einem IRS-Wert von
vier lag die Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission 2,705-fach hoher und bei einem IRS-
Wert von sechs sogar 3,606-fach hoher als bei den IRS-0-Tumoren. Obwohl hier schon eine
klare Tendenz zu besserem Ansprechen der priméiren Radiochemotherapie bei hoher werdenden
IRS-Werten zu vermerken ist, erreichten nur IRS-Werte von acht mit einer 4,636-fach erhohten
Wabhrscheinlichkeit auf eine Vollremission ein statistisch signifikantes besseres Ansprechen auf
die primédre RCT im fiinf-prozentigem Signifikanzniveau. Das 95% Konfidenzintervall fiir die

Odds ratio (3,606) lag hierbei zwischen 1,187 und 18,105. Der P-Wert betrug 0,027.

Um den Einfluss moglicher Kovariablen zu veranschaulichen wurde anschlieBend die binér
logistische Regressionanalyse nach Wald zwischen dem Ansprechen auf die primire
Radiochemotherapie als abhédngige Variable und dem IRS-Scorewert als unabhiingige Variable,
wieder mit dem IRS-Wert von null als Referenzkategorie, jeweils mit den Kovariablen des

Geschlechts, des Erkrankungsalters und des HPV-Status durchgefiihrt.

Bei Hinzunahme des HPV-Status als Kovariabel wurde die Regressionsanalyse nach Wald nur
mit den 75 Fillen durchgefiihrt, bei denen ein eindeutiger HPV-Status erhoben werden konnte.
Patienten, bei denen der HPV-Status nicht sicher bestimmbar war, wurden in diesen Test nicht
miteinbezogen. Als HPV-Referenzkategorie wurde der HPV-negative Status gewéhlt. Auffillig
war, dass die Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der Radiochemotherapie bei allen
IRS-Werten hoher lag, wenn gleichzeitig ein HPV-positiver Status vorlag. Gegeniiber einem
IRS-Wert von null errechneten wir statistisch signifikant hohere Wahrscheinlichkeiten auf eine
Vollremission bei einem IRS Wert von 3 (Odds ratio = 3,834; p-Wert = 0,045; 95%
Konfidenzintervall = 1,028-14,299) und bei einem IRS-Wert von 8. Hier lag bei gleichzeitig
positivem HPV-Status eine 7,308 hohere Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission vor als bei

einem Tumor mit einem IRS-Wert von 0, wenn dieser keine HPV-Assoziation zeigte. Der P-
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Wert lag mit 0,028 innerhalb des fiinf-Prozent-Signifikanz-Niveau (Odds ratio = 7,308; 95%
Konfidenzintervall = 1,243 — 42,969). Die Aufdehnung der 95% Konfidenzintervalle ist

vermutlich mit der niedrigen Anzahl an HPV-positiven Fillen zu erkliren.

Tabelle 14: Binir logistische Regressionsanalyse zwischen dem IRS-Wert und der Wahrscheinlichkeit

auf eine Tumorvollremission nach der primidren Radiochemotherapie unter Hinzunahme des HPV-

Status als Kovariabel.

Variablen in der Gleichung

95% Konfidenzintervall

Regression fir EXP(B)
skoeffizient =~ Standardfe Unterer Oberer
B hler Wald df Sig. Exp(B) Wert Wert
Schritt  IRS 7,278 4 122
12 IRS 3 1,344 ,672 4,004 1 ,045 3,834 1,028 14,299
IRS 4 ,995 776 1,644 1 ,200 2,706 ,591 12,393
IRS 6 1,344 ,839 2,568 1 ,109 3,834 741 19,834
IRS 8 1,989 ,904 4,842 1 ,028 7,308 1,243 42,969
HPV_neg -,693 ,625 1,230 1 ,267 ,500 147 1,702
ativ
Konstante -,026 ,533 ,002 1 ,962 ,975

Bei allen IRS-Werten war die Wabhrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der primiren
Radiochemotherapie hoher, wenn der Tumor HPV-assoziiert war. Bei einem HPV-positiven Tumor mit
einem IRS-Wert von acht lag die Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission 7,308 hoher als bei einem

Tumor mit einem IRS-Wert von null, wenn dieser nicht HPV-assoziiert war.

Da moglicherweise auch das Patientenalter einen Einfluss auf das Ansprechen auf die
Radiochemotherapie hatte, wurde anschlieBend die binidr logistische Regressionsanalyse mit
dem Erkrankungsalter als Kovariabel durchgefiihrt. Dabei kam es jedoch nur zu geringfiigigen
Anderungen der Odds ratio und der p-Werte. Eine auf dem fiinf-Prozent-Niveau signifikant
statistische hohere Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der primédren RCT
gegeniiber Patienten mit einem IRS-Wert von null hatten wiederum nur Patienten mit einem
IRS-Wert von acht (Odds ratio: 4,927; p-Wert: 0,025; 95% Konfidenzintervall: 1,212-20,029).
So konnte das Alter der behandelten Patienten als wesentlicher Einflussfaktor ausgeschlossen

werden.

Tabelle 15: Binir logistische Regressionsanalyse zwischen dem IRS-Wert und der Wahrscheinlichkeit

auf eine Tumorvollremission nach der primiren Radiochemotherapie unter Hinzunahme des

Patientenalters bei Erstdiagnose als Kovariabel
Variablen in der Gleichung
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95% Konfidenzintervall

Regression fir EXP(B)
skoeffizient Standardfe Unterer Oberer
B hler Wald df Sig.  Exp(B) Wert Wert
Schritt  IRS 6,919 4 ,140
12 IRS 3 1,137 ,633 3,220 1 ,073 3,116 ,900 10,784
IRS 4 1,079 ;771 1,959 1 ,162 2,943 ,649 13,340
IRS 6 1,340 ,807 2,758 1 ,097 3,818 ,785 18,559
IRS 8 1,595 , 716 4,967 1 ,026 4,927 1,212 20,029
Erkrankungsa ,012 ,031 ,146 1 ,702 1,012 ,953 1,074
lter
Konstante -1,180 1,989 ,352 1 ,553 ,307

Das Erkrankungsalter als Kovariabel beeinflusste die statistische Wahrscheinlichkeit, dass der Tumor mit

einer Vollremission auf die primére Radiochemotherapie reagierte, bei allen IRS-Werten nur geringfiigig.

Auch der Einfluss des Geschlechts wurde als Einflussgrofle auf das bindr logistische
Regressionsanalyseverfahren nach Wald gepriift. Das weibliche Geschlecht galt dabei als
Referenzkategorie. Dabei viel ins Auge, dass sich bei allen IRS-Werten die statistischen
Wabhrscheinlichkeiten auf eine Vollremission gegeniiber den Patienten mit einem IRS-0-Tumor
erhohte, sobald von einem ménnlichen Patienten ausgegangen wurde. Minnliche Patienten mit
einem IRS-Wert von drei hatten eine 3,823-fach hohere Wahrscheinlichkeit auf eine
Vollremission nach der primédren Radiochemotherpie als weibliche Patienten mit einem IRS-
Wert von null. Mit einem p-Wert von 0,044 war dies statistisch im fiinf-Prozent-Niveau
signifikant (95% Konfidenzintervall 1,036 — 14,103). Ebenfalls signifikant hohere Chancen auf
eine Vollremission hatten minnliche Patienten mit einem IRS-Wert von sechs (Odds ratio =
5,263; p-Wert = 0,045; 95% Konfidenzintervall 1,037 —26.707) und acht (Odds ratio = 6,401;
p-Wert = 0,011; 95% Konfidenzintervall 1,519 — 26.973). Jedoch sollte hier beachtet werden,
dass die Fallzahl der weiblichen Patienten mit 14 von 69, entsprechend der generellen Privalenz
der Kopf-Hals-Tumoren, recht gering war. AuBerdem muss beriicksichtigt werden, dass das
minnliche Geschlecht moglicherweise mit anderen Einflussfaktoren, wie verstirktem
Rauchverhalten und Alkoholkonsum assoziiert ist, die hier keine Beriicksichtigung finden

konnten.

Tabelle 16: Binir logistische Regressionsanalyse zwischen dem IRS-Wert und der Wahrscheinlichkeit

auf eine Tumorvollremission nach der primiren Radiochemotherapie unter Hinzunahme des

Geschlechts als Kovariabel

Variablen in der Gleichung
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95% Konfidenzintervall

Regression fur EXP(B)
skoeffizient Standardfe Unterer Oberer
B hler Wald df Sig. Exp(B) Wert Wert
Schritt  IRS 8,658 4 ,070
12 IRS 3 1,341 ,666 4,055 1 ,044 3,823 1,036 14,103
IRS 4 1,186 ,768 2,385 1 122 3,276 727 14,764
IRS 6 1,661 ,829 4,015 1 ,045 5,263 1,037 26,707
IRS 8 1,856 734 6,399 1 ,011 6,401 1,519 26,973
Geschlecht( -1,248 , 711 3,083 1 ,079 ,287 ,071 1,156
1)
Konstante ,435 ,635 ,469 1 493 1,545

Die statistische Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der Radiochemotherapie war bei allen
IRS-Werten gegeniiber den Tumoren mit einem IRS-Wert von null erh6ht, wenn von einem ménnlichen
Patienten ausgegangen wird. Statistisch signifikant hohere Wahrscheinlichkeiten ergaben sich bei

mannlichen Patienten mit den IRS-Werten von drei, sechs und acht.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Tumore mit mehr IRF1-Expression (dargestellt in
hoheren IRS-Werten) eher dazu neigen, auf eine primidre Radiochemotherapie mit einer
Vollremission des Tumorgewebes zu reagieren als Tumore mit wenig IRF1-Expression. Vor
allem bei Tumoren, deren IRF1-Expression mit einem IRS-Wert von acht angegeben wurde
war die statistische Wahrscheinlichkeit einer Vollremission gegeniiber Tumoren mit einem
IRS-Wert von null signifikant hoher. Bei HPV-positiven Status oder ménnlichen Geschlecht
verstédrkt sich dieser Effekt noch. Das Erkrankungsalter hatte hingegen wenig Einfluss auf die

Wahrscheinlichkeit einer Vollremission.

4.3.3 Zusammenhang zwischen Anzahl der Infiltratzellen und Ansprechen auf die
primiire Radiochemotherapie

Als nichster Schritt wurde iiberpriift, ob ein Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Infiltratzellen und dem Ansprechen auf eine primidre Radiochemotherapie besteht. Die
Radiochemosensibilitdt wurde erneut mit den zwei Gruppen ,,Vollremission* oder ,keine
Vollremission® nach der RCT beschrieben. Fiir die Anzahl der Infiltratzellen wurde ein
dreistufiges ordinales Skalenniveau mit den Gruppen ,,wenig®, ,,miBig viele* und ,,viele*
Infiltratzellen = gewihlt.  Angewandt wurde abermals das bindr logistische

Regressionsanalyseverfahren mit Hilfe eines Wald-Tests. Als abhingige Variabel galt das
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Ansprechen auf die Radiochemotherapie. Fiir die unabhingige Variabel wurde die Anzahl der
Infiltratzellen mit ,,wenig Infiltratzellen* als Referenzkategorie gewihlt. Die Odds Ratio wurde
aus dem Regressionskoeffizienten B der unabhéngigen Variablen berechnet und als Exp(B) im
Modell mit dazugehorigen 95% Konfidenzintervall ausgegeben.

Die Wahrscheinlichkeit fiir eine Vollremission nach einer primédren Radiochemotherapie bei
Patienten, welche vor der Therapie méBig viele Infiltratzellen um das Tumorgewebe aufwiesen,
lag 1,615-fach hoher als bei Patienten mit wenig Infiltratzellen. Bei Patienten mit vielen
Infiltratzellen lag die Aussicht auf eine Vollremission noch 1,389-fach hoher als bei wenig
Infiltratzellen. Beide Werte lagen jedoch weit aullerhalb des fiinf-prozentigem
Signifikanzniveau, so dass davon ausgegangen werden musste, dass kein Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Infiltratzellen und der Ansprechwahrscheinlichkeit auf eine primére

Radiochemotherapie besteht.

Tabelle 17: Binér logistische Regressionsanalyse zwischen der Anzahl der Infiltratzellen und der

Wabhrscheinlichkeit auf eine Tumorvollremission nach der primiren Radiochemotherapie

Variablen in der Gleichung

95% Konfidenzintervall

Regressio far EXP(B)
nskoeffizie ~Standardf Unterer Oberer
ntB ehler Wald df Sig. Exp(B) Wert Wert
Schritt  Infiltratzellen ,319 2 ,852
i@ gesamt
MaBig viel ,480 ,889 ,291 1 ,590 1,615 ,283 9,235
viel ,329 ,873 ,142 1 , 707 1,389 ,251 7,688
Konstante ,000 ,816 ,000 1 1,000 1,000

Bei nur leicht erhohter Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission bei méfig vielen oder vielen
Infiltratzellen gegeniiber wenig Infiltratzellen und p-Werten, welche weit aulerhalb des gewdhlten
Signifikanzniveaus lagen, muss davon ausgegangen werden, dass kein Zusammenhang zwischen der
Anzahl der Infiltratzellen und der Ansprechwahrscheinlichkeit auf eine primédre Radiochemotherapie
besteht.

4.3.4 Zusammenhang zwischen IRF1-Positivitit der Infilratzellen und Ansprechen auf die
primire Radiochemotherapie

AnschlieBend wurde iiberpriift, ob ein Zusammenhang zwischen der IRFI1-Positivitit der
Infiltratzellen und dem Ansprechen auf eine primidre Radiochemotherapie besteht. Um die

IRF1-Positivtiat der Infiltratzellen beschreiben zu koOnnen, wurde das Verhiltnis der
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Infiltratzellen, die sich mit Anti-IRF1 anfirben lieBen, mit IRF1-negativen Infiltratzellen
betrachtet. Aulerdem floss die Farbintensitit der Antikorperfarbung bei den Infiltratzellen mit
in die Betrachtung ein, so dass insgesamt ein dreistufiges ordinales Skalenniveau mit den
Gruppen ,,wenig®, ,méBig viel* und ,,viel“ IRF1-Positivitit bei den Infiltratzellen gewahlt
wurde. Angewandt wurde wiederum das binir logistische Regressionsanalyseverfahren mit
Hilfe des Wald-Tests. Als abhédngige Variabel galt das Ansprechen auf die Chemotherapie mit
den Gruppen ,,Vollremission“ und ,.keine Vollremission®. Fiir die unabhéngige Variabel wurde
die Anzahl der Infiltratzellen mit ,,wenig Infiltratzellen* als Referenzkategorie gewéhlt. Die
Odds Ratio wurde aus dem Regressionskoeffizienten B der unabhéngigen Variablen berechnet
und als Exp(B) im Modell mit dazugehorigen 95% Konfidenzintervall ausgegeben.

Die Wabhrscheinlichkeit, dass ein Tumor mit einer Vollremission auf eine primére
Radiochemotherapie ansprach, war bei Patienten, deren Infiltratzellen um das Tumorgewebe
pritherapeutisch eine midfBig hohe IRF1-Positivitit aufwiesen 1,618-fach hoher als bei Patienten
mit pritherapeutisch geringer IRF1-Positivitit der Infiltratzellen. Statistisch signifikant war
diese erhohte Chemostrahlensensibilitit mit einem p-Wert von 0,34 und eine 95%
Konfidenzintervall bei einen fiinf-prozentigem Signifikanzniveau jedoch nicht. Bei Tumoren
mit hoher IRFI1-Positivitdat der Infiltratzellen war der Effekt noch geringer. Hier lag die
Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der primédren RCT nur 1,261-mal hoher als bei
Karzinomen mit wenig IRF1-positiven Infiltratzellen (p-Wert = 0,703; 95% Konfidenzintervall
= 0,384 — 4,141). Aufgrund des jeweils nicht erreichten fiinf-prozentigen Signifikanzniveaus
ist der Einfluss der IRFI1-Positivitit der Infiltratzellen auf das Ergebnis der priméren

Radiochemotherapie wohl nur als sehr gering zu beurteilen.

Tabelle 18: Binir logistische Regressionsanalyse zwischen der IRF1-Positivitit der Infiltratzellen und

der Wahrscheinlichkeit auf eine Tumorvollremission nach der primiren Radiochemotherapie

Variablen in der Gleichung

95% Konfidenzintervall

Regressio fur EXP(B)
nskoeffizie ~Standardf Unterer Oberer
ntB ehler Wald df Sig. Exp(B) Wert Wert
Schritt IRF1-Positivitat ,910 2 ,634
il der Infiliratzellen
MaBig viel IRF1- ,481 504,910 1 ,340 1,618 ,602 4,346
Positivitat
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Viel IRF1- ,232 ,607 ,146 1 ,703 1,261 ,384 4,141
Positivitat
Konstante 125 ,354 125 1 724 1,133

Bei nur leicht erhdhter Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission bei miBig hoher oder hoher IRF1-
Positivitit der Infiltratzellen gegeniiber geringer IRF1-Infiltratzell-Positivitdt und p-Werten, welche
weit auflerhalb des gewihlten Signifikanzniveaus lagen, muss davon ausgegangen werden, dass kein
Zusammenhang zwischen der IRF1-Expression der Infiltratzellen und der Ansprechwahrscheinlichkeit
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Nach Berechnungen des Robert Koch-Instituts erkranken nach derzeitigem Stand jeder zweite
Mann (51 %) und 43 % aller Frauen im Laufe ihres Lebens an malignen Tumoren (Robert
Koch-Insitut, 2016; Kaatsch et al., 2015). Daraus ergibt sich, dass bosartige Krebserkrankungen
bereits jetzt, nach den Herzkreislauferkrankungen, die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland darstellen. So sind nach Kaatsch et al. rund 24,1% aller Todesfélle auf die Folgen
einer malignen Erkrankung zuriickzufiihren. Durch den demographischen Wandel gehen
Kaatsch et al. zudem von einer steigenden Tumorinzidenz in den kommenden Jahren aus, was
die Bedeutung dieser Erkrankungsart fiir das Gesundheitssystem immer weiter wachsen ldsst.
Am héufigsten erkranken Ménner in Deutschland an Prostatakrebs, bei Frauen ist hingegen der
Brustdriisenkrebs fithrend. Tumorerkrankungen des Kopf-Hals-Bereichs stehen insgesamt an
fiinfter Stelle, wobei Frauen, obgleich zunehmender Inzidenz, noch deutlich seltener betroffen
sind als Ménner (RKI 2020; Jiang und Dong 2017). Trotz aller Bemiihungen in der Forschung
und in der Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen sind die Uberlebensraten der Erkrankten dieser
Tumorentitidt, anders als bei den meisten anderen Tumorerkrankungen, in den vergangenen
Jahren kaum gestiegen. Dies mag zum einen an dem durchschnittlich deutlich fortgeschrittenen
Tumorstadium bei Erstdiagnose der Erkrankung liegen, was auf das Fehlen eindeutiger
Frithsymptome zuriickzufiihren ist. Zum anderen weisen die Tumore des Kopf-Hals-Bereichs
eine grole molekulare wie auch klinischen Heterogenitdt auf, was das Ansprechen auf
Standardtherapien deutlich beeintridchtig (Gerlinger et al. 2012). Dies erklirt, wieso sich die
Behandlung solcher Tumore als duBerst komplex darstellt und die 5-Jahres-Uberlebensrate seit
mehreren Jahren nahezu unveridndert bei 50-60 Prozent liegt (RKI 2020). Die Therapie der
Kopf-Hals-Karzinome umfasst die chirurgische Intervention, die Radio- oder
Radiochemotherapie, sowie Chemotherapien und Immuntherapien mit dem EGFR-Antikorper
Cetuximab. Je nach Tumorstadium kénnen diese Behandlungsoption einzeln eingesetzt werden
oder unterschiedlich kombiniert werden. Allerdings sind diese Therapieoptionen bei
fortgeschrittenen Tumorstadien hédufig nur eingeschrinkt wirksam oder weisen starke
Unterschiede in ihrer Effektstirke auf. Zudem konnen erhebliche Nebenwirkungen auftreten,
welche die Lebensqualitidt der Patienten massiv beeintrichtigt. Daher ist es wichtig, fiir jeden
Patienten ein individuell angepasstes Therapiekonzept zu finden, um ein moglichst langes
Uberleben bei geringstmodglichen Therapienebenwirkungen gewihrleisten zu koénnen. Diese
individualisierten Therapieverfahren sind Gegenstand der aktuellen Forschung und auch der

Schwerpunkt dieser Arbeit.
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Prinzipiell gelten HPV-positive Kopf-Hals-Tumore in der Literatur sowohl als
prognosebegiinstigt als auch als strahlen- und chemosensibler als Kopf-Hals-Tumore mit HPV-
negativen Status (Fakhry et al., 2008; Ragin und Taioli 2007). Als mogliche Erkldrung fiir die
hohere Strahlen- und Chemosensibilitdt gilt die in HPV-positiven Tumoren vorliegende
Wildtyp-Form des Tumorsuppressorgens p53, welches als eines der wichtigsten Regulatoren
der zelluldren Antwort bei Erbinformationsmutationen und Zellentartungen gilt. Zwar wird das
pS53 durch das high-risk-HPV-Onkogen E6 inhibiert, so dass es zeitweise seine Funktion nicht
mehr ausiiben kann, jedoch wird angenommen, dass immer noch eine hohere Restaktivitit des
p53 gegeben ist als bei HPV-negativen Tumoren, bei denen das Tumorsuppressorgen
Mutationen unterliegt, die zu einem vollstindigen Funktionsverlust fithren. Auerdem kdnnen
Chemotherapien die E6- und E7-Expression herunterregulieren und dadurch der p53-abingige
Regulationsmechanismus des Zellzyklus und der Apoptoseeinleitung bei DNA-Mutationen
wieder greifen (Douglas et al., 2010). Jedoch gibt es unter den Patienten mit HPV-positiven
Kopf-Hals-Tumoren eine nicht unerhebliche Anzahl an Patienten, die entweder gar nicht oder
nur unzureichend auf eine Radio- oder Radiochemotherapie ansprechen (Thibodeau et al.,
2015). So konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass von den 18 Patienten,
die unter einem HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumor litten, nicht alle von einer
Radiochemotherapie profitierten. Insgesamt konnte in dieser Arbeit auch kein signifikanter
Zusammenhang zwischen einem positiven HPV-Status und einem besseren Ansprechen auf
eine Radiochemotherapie festgestellt werden. Moglicherweise lag dies an der geringen Anzahl
der Patienten mit HPV-assoziiertem Kopf-Hals-Tumor. Da aber, wie oben beschrieben, in der
Literatur von einem nicht unerheblichen Teil der HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren
gesprochen wird, welche sich strahlen- und chemoresistent zeigen, gilt es, die molekularen und
mikrobiologischen Prozesse hinter dieser Tumorentitét zu erforschen, um pradiktive Aussagen
treffen zu konnen, welche Patienten von einer primiren Radiochemotherapie profitieren
wiirden und fiir welche Patienten andere besser passende Therapieoptionen entwickelt und in

die Tumorversorgung integriert werden miissen.

Ein erster Ansatz, der aufzeigte, wie die Chemosensibilitidt eines HPV-positiven Tumors
beeinflusst wird, wurde 2016 von der Arbeitsgruppe um Prof. Smola beschrieben. Die
Arbeitsgruppe zeigte, dass diese Chemosensibilisierung von HPV-positiven Cervixkarzinomen
STAT3-abhingig ist und identifizierten den IFN-Regulationsfaktor-1 (IRF1) als STAT3-
induzierten Mediator, der fiir die Steigerung des Zelltods erforderlich ist. Unerwartet war dies,

da die STAT3-Aktivierung bei verschiedenen anderen bosartigen Erkrankungen das
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Tumorwachstum und die Resistenz gegen Chemotherapien fordert. Als zugrundeliegender
Mechanismus fiir die Radio-/ Chemosensibilisierung wurde eine dramatische
Aufwirtsregulierung des proapoptotischen Faktors IRF1 nach STAT3-Aktivierung
identifiziert. Demnach korreliert die epitheliale IRF1-Expression in vortherapeutischen
Biopsien von Gebdrmutterhalskrebs signifikant mit der Reaktion des Patienten auf eine Chemo-

oder Radiochemotherapie.

Da das E7-Onkoprotein bereits als bekannter Unterdriicker der IRF1-Expression gilt und somit
die IRF1-Expression eines HPV-positiven Tumors eigentlich niedrig sein miisste, kam es zu
der Uberlegung, ob die Aktivierung von STAT3 die IRF1-Hemmung durch E7 auBer Kraft
setzen kann (Walch-Riickheim, et al., 2016). In diesem Fall wiren die proapoptotischen Effekte
des IRF1 den eigentlich antiapoptischen Effekten des STAT3 iiberlegen.

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Frage, ob dieser Effekt auch bei Kopf-Hals-Tumoren
nachweisbar ist, und in wieweit das humane Papillomvirus Typ 16 mit der Aktivierung des
STAT3-IRF1-Signalwegs in Verbindung gebracht werden kann. Dadurch soll erforscht werden,
ob in Zukunft die Analyse der IRFI-Expression eines Kopf-Hals-Tumors eine Moglichkeit
darstellen konnte, gezielt Patienten auf die Ansprechwahrscheinlichkeit einer priméren
Radiochemotherapie zu screenen. Patienten, bei denen die Erfolgsaussichten der priméren
Radiochemotherapie besonders hoch sind, konnte so die primér chirurgische Therapie zu
Gunsten der RCT erspart bleiben. Operative Nebenwirkungen und Risiken wie
Sprechunfihigkeit, Nervenverletzungen, postoperative Schmerzen, Narkoserisiken und
dsthetische Schiaden konnten dadurch gezielt umgangen werden, ohne dass EinbuBlen in der

Prognose in Kauf genommen werden miissten.

Hierfiir wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Kollektiv von 85 Patienten ausgewihlt, die an
einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich erkrankt waren und primédr mit einer
Radiochemotherapie therapiert wurden. Bei allen Patienten wurde der HPV-Status bestimmt
und die Expression von IRF1 in den Tumorzellen und den um den Tumor umgebenden
Infiltratzellen quantifiziert. Um schlieBlich die Auswirkung der IRF1-Expression auf die
Sensibilitit der Tumore gegeniiber der Radiochemotherapie untersuchen zu konnen, wurden
die CT-Bilder der Patienten vor und nach der RCT miteinander verglichen. Dabei wurde
untersucht, ob es bei der jeweiligen Tumormasse zu einer Vollremission, zu einer Teilremission
oder zu keiner Verdnderung der Tumormasse beziehungsweise zu einer Gro3enzunahme des

Karzinoms gekommen war. Die Analyse der Abhingigkeit des Ansprechens auf die
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Radiochemotherapie und der IRF1-Expression des Tumorgewebes und der Infiltratzellen

erfolgte jeweils mithilfe des binér-logistischen Regressionsanalyseverfahren nach Wald.

Prinzipiell miissen alle hier aufgezeigten Ergebnisse mit dem Hintergrund der relativ geringen
Fallzahl von, je nach Test, maximal 85 Patienten betrachtet werden. Die Aussagekraft
statistischer Ergebnisse wichst immer mit Groe der Fallzahl, so dass hier den zugeschriebenen
Effekten in ihrer Beurteilbarkeit eine natiirliche Grenze gesetzt ist. So sind auch die statistisch
signifikanten Ergebnisse immer mit einem weitldaufigen 95 Prozent-Konfidenzintervall
verbunden, was die Qualitit der Signifikanzeffekte sicherlich einschrinkt. Insbesondere die
Fallzahl der HPV-positiven Patienten stellte sich im ausgewihlten Patientenkollektiv als sehr
gering dar. So sollten auf alle Fille die Tests, bei denen der HPV Status als Kriterium
miteingeflossen ist, an einem groferen Kollektiv mit mehr HPV-positiven Féllen wiederholt
und iiberpriift werden. Allerdings muss dazu gesagt werden, dass sich die GroBe des in Frage
kommenden Kollektivs als sehr iibersichtlich erweist. So wurden in diese Arbeit nur Patienten
mit kurativ-beabsichtigter primirer Radiochemotherapie eingeschlossen, die ein neu
diagnostiziertes Kopf-Hals-Plattenepithel-Karzinom oder in wenigen Fillen ein Lokalrezidiv
eines Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich aufwiesen, dessen Primirtumor weder mit einer
Strahlen- Chemo- oder kombinierten Therapie behandelt worden ist. Da jedoch bei kurativen
Absichten bislang meist die chirurgische Therapie bevorzugt wird, engte sich die Auswahl auf
Patienten ein, deren Tumor primdr als inoperabel galt aber dennoch nicht zu weit fortgeschritten
war, um den kurativen Ansatz der Therapie verwerfen zu miissen. Auch der geringe Anteil an
Patienten, die aus personlichen Griinden eine chirurgische Intervention ablehnten und von sich
aus eine primdre Radiochemotherapie wiinschten, konnte mit in die Studie aufgenommen

werden.

In den USA werden hingegen weit mehr Patienten, die unter einem lokalbeschrianktem Kopf-
Hals-Tumor leiden, mit einer primiren Radiochemotherapie behandelt. Das primér operative
Verfahren hat dort einen wesentlich geringeren Stellenwert als in Europa (Brana und Siu, 2012),

so dass die Ergebnisse dieser Arbeit auch fiir den dortigen Raum von grofler Relevanz sind.

AuBerdem gilt zu beachten, dass die Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen durch
FFPE-Gewebeschnittfirbungen aus Probebiopsien entstanden sind. Diese Biopsien stellen
schon an sich jeweils nur kleinste Anteile des Gesamttumors dar. Aus diesen dreidimensionalen

Probebiopsien wurden anschlieBend Paraffinblocke angefertigt, von denen die
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zweidimensionalen FFPE-Gewebeschnitte stammten. So zeigt der einzelne Gewebeschnitt auch
jeweils nur einen kleinen Anteil des gesamten Probebiopsiegewebes. Ob sich der Tumor in
seinem gesamten Bild dhnlich wie in dem kleinen 2D-Gewebeausschnitt darstellt, kann nicht
garantiert werden. Insbesondere bei sich sehr inhomogen darstellenden Tumoren kann so eine
Verfilschung der Ergebnisse zu Stande kommen. Allerdings stellt sich dieses Problem bei allen
diagnostischen und nicht-diagnostischen Probebiopsien und muss als Unsicherheitsfaktor

sowohl in der Klinik als auch in der Forschung hingenommen werden.

IRF1-Expression des Tumorgewebes und Radiochemosensibilitit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kopf-Hals-Karzinome, deren Tumorgewebe mehr
IRF1 exprimierten eine hohere Sensibilitit gegeniiber der Radiochemotherapie zeigten als
Tumore mit geringer IRF1-Expression. Da die mengenméifBige Erhebung der IRF1-Expression
mit Hilfe des Immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner erfolgte, wurde bei der IRF1-
Quantifizierung sowohl das Verhiltnis aus IRF1-produzierenden Tumorzellen zu Tumorzellen
ohne IRF1-Produktion als auch die Quantitit der IRF1-Produktion der einzelnen Zellen in die
Berechnung mit einbezogen. Wurde ein Tumor mit einem hohen IRS-Wert klassifiziert, war
die Wahrscheinlichkeit, dass der Tumor gut auf eine Radiochemotherapie ansprach, immer
hoher als bei Tumoren mit sehr geringer IRF1-Expression. Verglichen mit Patienten, deren
Tumor einen IRS-Wert von 0 aufwies, hatten Patienten mit einem IRS-Wert von acht eine
4,636-fach erhohte Chance auf eine Vollremission nach der primédren RCT und zeigten damit
ein auf dem fiinf-Prozent-Niveau signifikant besseres Ansprechen. So konnte eindeutig
bewiesen werden, dass bei sehr hoher IRF1-Produktion im Tumorgewebe - was sich hier in
hohen IRS-Werten spiegelt — die Radiochemotherapie wesentlich besser anschligt als bei

Tumoren mit wenig IRF1-Produktion.

Erstaunlich war, dass sich dieser Effekt zu verstirken schien, sobald von einem méinnlichen
Patienten ausgegangen wurde. So zeigten Ménner mit einem IRS-Wert von drei eine 3,823-
fach hohere Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der primidren RCT als weibliche
Patienten mit einem IRS-Wert von null. Dies war mit einem p-Wert von 0,044 genauso auf dem
fiinf-Prozent-Niveau signifikant wie bei einem IRS-Wert von sechs (Odds ratio = 5,263; p-Wert
= 0,045) und acht (Odds ratio = 6,401; p-Wert = 0,011). Wie dieser Effekt zu Stande kam,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklidrt werden, jedoch sollte bedacht werden, dass die
Anzahl der weiblichen Patientinnen, die in diese Arbeit eingeschlossen wurden mit 14 von 85

Probanden recht gering war. Dies war zwar der allgemeinen epidemiologischen Inzidenzrate
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der Kopf-Hals-Tumore, die bei Frauen, trotz steigender Inzidenzrate, noch wesentlich seltener
auftreten als bei Minnern, geschuldet, fiihrt aber bei einer Arbeit mit einem iiberschaubaren
Patientenkollektiv zwangsldufig zu statistischen Unsicherheiten und moglichen Verzerrungen
der Ergebnisse. Daher sollte dieser Effekt im Rahmen einen groferen Studie iiberpriift werden
und bei einer Wiederholung der Ergebnisse gepriift werden, ob wirklich das Geschlecht den
beeinflussenden Faktor darstellt, oder ob es sich um StOrvariablen, wie etwa Alkoholkonsum
oder Rauchverhalten handelt, die zwar eher mit dem ménnlichen Geschlecht assoziiert sind,

aber nicht ursédchlich auf die geschlechtsspezifischen Unterschiede zuriickzufiihren sind.

Eine andere Frage, die sich aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit stellt, betrifft die Art und
Weise der Sensibilisierung des Tumorgewebes gegeniiber der Radiochemotherapie bei IRF1-
Expression. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass ein Tumor mit viel IRF1-Expression in
der Regel sensibler auf die Radiochemotherapie reagiert als Tumore, die wenig oder kein IRF1
exprimieren. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe, die 2016
nachweisen konnten, dass IRF1-positive Zervixkarzinome sensibler auf eine Chemo- und
Radiochemotherapie mit Cisplatin reagierten als Zervixkarzinome, bei denen keine IRF1-
Expression nachgewiesen werden konnte. Da platinhaltige Chemotherapeutika auch
standardmifig bei der Radiochemotherapie von Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt werden, gilt es
nun zu ermitteln, ob die hier aufgezeigten Ergebnisse auf das bessere Ansprechen der
Chemotherapeutika zuriickzufithren sind oder ob die IRFI1-Expression neben der
Chemosensibilisierung den Tumor auch strahlensensibler macht. Hierfiir sollte die tumordse
IRF1-Expression von Patienten, welche eine reine Radiotherapie erhalten haben, mittels
Immunhistochemie und geeigneten Scores, wie der hier verwendete Immunreaktive Score nach
Remmele und Stegner quantifiziert werden. AnschlieBend konnte statistisch beurteilt werden,
ob auch hier Patienten mit viel IRF1-Expression ein besseres Ansprechen auf die Radiotherapie
zeigen als Patienten mit Tumoren mit wenig IRF1-Expression. Wire dies der Fall, kann davon
ausgegangen werden, dass die IRF1-Expression neben der Chemosensibilitit, auch die
Strahlensensibilitit der Tumore nach oben reguliert. Zu beachten gilt dabei, dass reine
Chemotherapien bei Kopf-Hals-Tumoren ausschlieBlich bei weit fortgeschrittenen, palliativen
Tumorstadien angewandt werden (Honecker und Dornoff, 2016). Dies macht einen direkten
Vergleich mit kurativ angestrebten Therapien schwieriger und muss entsprechend in die

Bewertung der Ansprechqualitit der Radiotherapie mit einflieBen.

Ein weiterer Aspekt, dem kiinftig noch Beachtung geschenkt werden sollte, ist die
Langzeitprognose der Patienten, die initial gut auf eine Radiochemotherapie ansprachen. In

dieser Arbeit wurde bei den Patienten lediglich der Zeitraum bis zum posttherapeutischen CT,
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welches in der Regel drei Monate nach Abschluss der Radiochemotherapie erfolgte, betrachtet.
So konnte zwar eine sichere Aussage dariiber getroffen werden, wie gut die Tumore initial auf
die Radiochemotherapie ansprachen, jedoch fehlen Aussagen iiber den weiteren
Krankheitsverlauf der Patienten. Insbesondere die Rezidivwahrscheinlichkeit nach
primordialer Vollremission muss in Abhingigkeit der IRF1-Expression und des HPV-Status in
kommenden Arbeiten untersucht werden. Bei Fillen, in denen Rezidive auftreten, muss
auBerdem eruiert werden, ob diese frither oder spéter als durchschnittlich nach einer operativen
Primirbehandlung auftreten und ob auch darauf der IRF1-Status Einfluss hat. Zudem sollte in
solchen Fillen die IRFI-Expression der Tumorrezidive untersucht werden und mit den
Ausgangsbefunden verglichen werden. So konnten méglicherweise molekulare Mechanismen

der fortgeschrittenen Kopf-Hals-Onkologie aufgedeckt werden.

IRF1-Expression der Infiltratzellen und Radiochemosensibilitit

Anders als bei der IRFI-Expression der Tumorzellen schien die IRF1-Expression der
Infiltratzellen keinen wesentlichen Einfluss auf die Radiochemosensibilitit des Tumors zu
besitzen. Jedoch muss dazu gesagt werden, dass die Quantifizierung der IRFI1-positiven
Infiltratzellen nur anhand einer selbst festgelegten Skala mit Ordinalniveau von wenig, iiber
miBig-viel bis viel IRF1-Positivitit erfolgte. Aufgrund der Masse, der sich auch teilweise
iberlagernden, Infiltratzellen und der GroB3e der Tumorschnitte war es hier nicht méglich auf,
in der Literatur bewdhrte, Quantifizierungsskalen, wie den Immunreaktiven Score nach
Remmele und Stegner zuriickzugreifen. Um diesem jedoch moglichst nahe zu kommen, wurde
bei den Infiltratzellen sowohl das Verhiltnis aus IRF1-positiven zu IRFI-negativen
Infiltratzellen, wie auch die Intensitit der Anfirbung der IRF1-positiven Infiltratzellen beurteilt
und mit in die hier verwendete Skala aufgenommen. Da die Infiltratzellen allerdings nicht, wie
die Tumorzellen, einzeln ausgezidhlt wurden, liegt hier zu einem gewissen Teil eine vom
Betrachter subjektive Beurteilung der Tumorinfiltratzellen vor. Dieser Effekt konnte, durch das
teilweise sehr heterogene Bild der Verteilung der Infiltratzellen, je nach Lokalisation der
Bildaufnahme, zusitzlich beeinflusst worden sein. Um eine genauere und vergleichbarere
Aussage iiber die Infiltratzellen und deren IRF1-Expression treffen zu konnen, miisste ein
festgelegter Abstand zum Tumor gewihlt werden, in dessen Durchmesser alle Infiltratzellen in
der Auswertung Beriicksichtigung finden. Mit der hier verwendeten Software war diese bei der
vorliegenden Arbeit nicht mdglich. Dennoch miisste selbst bei dieser optimierten Umsetzung

der Infiltratzellauswertung beachtet werden, dass sich kleine Infiltratzellen in einer 2D-
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Bildaufnahme einer Probebiopsie héufig iiberlagert darstellen und sich so die Auszdhlung der

einzelnen Zellen schwierig gestalten konnte.

Zudem wiirde eine Differenzierung der Infiltratzellen und eine Analyse welche Immunzellen
unter welchen Umstinden mehr oder weniger IRF1 produzieren interessante Ergebnisse liefern,
da es hierzu kaum Hinweise in der aktuellen Literatur gibt. Auch eine Untersuchung, ob IRF1
positive Tumore von anderen Immunzellen umgeben sind als IRF1 negative Tumore, konnte

zu neuen aufschlussreichen Erkenntnissen fithren.

IRF1-Expression und HPV-Status

In dieser Arbeit wurde zudem iiberpriift, ob ein Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und
der Quantitéit der IRF1-Expression der Tumorzellen besteht. Bei der vorausgegangenen Arbeit
der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Smola, die zuvor gezeigt hatte, dass Zervixkarzinome bei
hoher IRF1-Expression besser auf eine Chemotherapie ansprachen als Tumore mit geringer
IRF1-Expression, konnte aufgrund der hohen Assoziation von Zervixkarzinomen und HPV-
Infektion immer von einem positiven HPV-Status ausgegangen werden (Hillemans et al.,
2003). Bei Kopf-Hals-Tumoren ist hingegen die Assoziation mit humanen high-risk
Papillomviren deutlich geringer. Primér konnte in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen
der IRF1-Expression des Tumorgewebes und des HPV-Status aufgezeigt werden. Jedoch war
insgesamt die Fallzahl der HPV-positiven Tumore in der vorliegenden Arbeit recht gering, so
dass diese Aussage kritisch betrachtet werden muss. Daher empfiehlt sich eine Kontrolle der
statistischen Untersuchung bei einem Patientenkollektiv, bei dem ca. die Hilfte der Kopf-Hals-
Tumore einen HPV-positiven Status aufweisen. Dadurch konnte direkt iiberpriift werden, ob
HPV-positive Tumore mehr IRF1 exprimieren als HPV-negative Tumore. Aufgrund der in der
Literatur beschriebenen hoheren HPV-Assoziation wiirde sich gegebenenfalls eine Studie an
Zungengrund- oder Tonsillenkarzinomen eignen (Ndiaya et al., 2015; Paz et al., 2000). Auch
wire eine Untersuchung an 3D-Zellkulturen moglich, bei welcher Keratinozyten mit HPV
infizieren werden konnten und die IRFI1-Expression vor und nach der Virusinfizierung
miteinander verglichen werden konnten. Sollte es nach der Infizierung zu einem signifikanten
Anstieg der IRF1 Expression kommen, konnte davon ausgegangen werden, dass die high-risk
Papillomviren direkten Einfluss auf die IRF1-Expression haben. In diesem Falle miissten
weitere Untersuchungen folgen, welche die molekularen Mechanismen der IRF1-Induktion

aufdecken.
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STAT3-IRF1-Signalweg als Radiochemosensibilisierer?

Unsere Arbeitsgruppe machte in ihren fritheren Untersuchungen STAT3 als Regulator fiir eine
hohere IRF1-Expression bei Zervixkarzinomen aus. Ob dieser Signalweg auch bei Kopf-Hals-
Tumoren zu einer erhohten IRF1-Expression fiihrt, muss in kiinftigen Arbeiten erortert werden.
Ahnlich wie die eigene Arbeitsgruppe diesen Signalweg bei Zervixkarzinomen iiberpriift hat,
konnte auch eine Untersuchung bei Kopf-Hals-Tumoren erfolgen. So konnte bei Tumorgewebe
einerseits die IRF1-Expression immunhistochemisch nachgewiesen werden und in einem
zweiten Schritt das Vorhandensein von STAT3 mit einem geeigneten Antikorper auf einem
zweiten Gewebeschnitt derselben Tumorprobe untersucht werden. Anschlieend miissten die
Farbungen miteinander verglichen werden. Falls sich die Tumorproben an denselben
Lokalisationen sowohl mit STAT3 als auch mit IRF1 anfirben lassen, wiirden diese Ergebnisse
daraufhin deuten, dass beide Faktoren funktionell miteinander verkniipft sein konnten.
Uberpriifen konnte man dies anschlieBend, wie bei den Zervixproben geschehen, mit 3D-
Zellkulturen. Wenn bei Zelllinien, bei denen die STAT3-Expression durch STAT3-Knockdown
verhindert ist auch die IRF1-Induktion signifikant unterdriickt wire, wiirden diese Belege fiir

einen STAT3-abhingigen Mechanismus der IRF1-Induktion sprechen.

Obwohl sich in dieser Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und
der IRF1-Expression des Tumorgewebes im Chi-Quadrat-Test feststellen lief3, zeigte sich
dennoch eine Beeinflussung, wenn es darum ging, ob eine hohe IRFI1-Expression des
Tumorgewebes die Wahrscheinlichkeit auf eine Vollremission nach der priméren
Radiochemotherapie erhohte. Lag ein HPV-positiver Tumor vor, erhohte sich die
Wahrscheinlichkeit, dass eine hohe IRFI1-Expression des Tumors auch zu einem besseren
Ansprechen auf die Radiochemotherapie fiihrt als bet HPV negativen Tumoren. Auch diese
Ergebnisse sollten im Rahmen einer groBer angelegten Studie mit mehr HPV-positiven
Tumoren iiberpriift werden, da zum einen die Anzahl der HPV-positiven Fille in dieser Arbeit
relativ gering war, zum anderen aus der Literatur bereits bekannt ist, dass Kopf-Hals-Tumore
mit HPV-Assoziation besser auf eine Radiotherapie ansprechen als HPV-negative Tumore. Ob
die hier gezeigte Beeinflussung lediglich auf die HPV-assoziierte Radiosensibilisierung
zuriickzufithren ist oder sie diese, aufgrund einer moglichen IRF1-Induktion mit deren
proapoptotischen Auswirkungen, iibersteigt, konnte bei der vorliegenden Arbeit nicht tiberpriift

werden.
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Einfluss anderer Faktoren auf IRF1-Expression

Ein moglicher Einfluss von Nikotin- und Alkoholabusus, welche als Hauptrisikofaktoren fiir
die Erkrankung an Kopf-Hals-Tumoren gelten, auf die IRF1-Expression, konnte leider nicht
iberpriift werden. Da es sich hier um eine retrospektive Studie handelt, konnte nicht bei allen
Patienten nachvollzogen werden, ob diese eine positive Nikotin- oder Alkoholabusus-
Anamnese aufwiesen. Auch andere mogliche Einflussvariablen wie Infektionen mit dem
Ebstein-Barr-Virus oder chemische Toxine konnten in dieser Arbeit keine Beriicksichtigung
finden. Da es hierzu in der aktuellen Literatur keine Aussagen gibt, wiirde die Uberpriifung

dieser Einflussvariablen auf die IRF1 Expression wichtige Informationen liefern.

Frage nach Impfbedingungen

Eine klinische, in der Literatur bereits viel diskutierte, Frage werfen auch die hier erhobenen
Daten auf. Da nachgewiesen werden konnte, dass ein nicht unerheblicher Anteil der Kopf-
Hals-Tumore mit den humanen Papillomviren assoziiert ist, muss erortert werden, ob kiinftig
eine geschlechtsunabhingige, sowie, bei HPV-negativen Status, eine altersunabhingige
Impfung gegen high-risk HPV-Typen empfohlen werden sollte. Der deutsche Nobelpreistriger
Prof. Harald zur Hausen konnte bereits Anfang der 1980er Jahre nachweisen, dass HPV-
Infektionen fiir das Entstehen von Zervixkarzinomen verantwortlich sind. Ausgehend von
diesen Erkenntnissen wurden anschliefend mehrere Impfstoffe gegen verschiedene high-risk
HPV-Typen entwickelt, mit denen weltweit immer mehr Midchen geimpft werden. Dies soll
die Inzidenz des Zervixkarzinoms in den kommenden Jahren systematisch reduzieren. Jedoch
konnte 2017 eine US-amerikanische Forschungsgruppe zeigen, dass erwachsene Personen,
welche mindesten eine Dosis eines HPV-Impfstoffes (empfohlen werden je nach Impfstoff und
Alter der zu impfenden Person zwei bis drei Impfdosen) erhalten hatten, mit 0,11% gegeniiber
1,61%, auch signifikant weniger orale HPV-Infektionen aufwiesen als ungeimpfte Personen
(Chaturvedi et al. 2018). Die Autoren schlussfolgerten, dass die HPV-Impfung Infektionen mit
krebserregenden HP-Viren auch im Oropharyngealbereich verhindern kann und dadurch in der
Lage sein konnte vor HPV-induzierten Oropharynxkarzinomen zu schiitzen. Da aktuell die
standige Impfkomission (STIKO) am RKI lediglich eine Schutzimpfung gegen HP-Viren bei
Midchen und Jungen im Alter von neun bis zwdlf Jahren oder spétestens bis zum Ende des 17.

Lebensjahres als Nachholimpfung empfiehlt, ist gegebenenfalls iiber eine Ausweitung dieser
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Richtlinie nachzudenken (Robert Koch-Institut Impfkalender 2018). Dadurch konnten
moglicherweise auch éltere Personen effektiv vor HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumoren und
anderen HPV assoziierten Malignomen geschiitzt werden und die Inzidenz dieser

Erkrankungen deutlich verringert werden.
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