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1 FEinleitung
1.1 Das orale Plattenepithelkarzinom

1.1.1  Epidemiologie

Krebserkrankungen im Bereich der Mundhéhle und des Rachens stehen an sechster Stelle der
hiufigsten Krebserkrankungen weltweit [1]. Laut Robert Koch Institut lag die Inzidenz dieser
Krebserkrankung im Jahr 2020 bei 13.190 von insgesamt 593.200 Neuerkrankungen aller
Krebsarten. Zwischen 1999 und 2011 war die altersstandardisierte Neuerkrankungsrate noch
angestiegen, wihrend sich diese seit 2011 bei beiden Geschlechtern nahezu konstant zeigt [2].
Weltweit wird hingegen ein weiterer Anstieg der Inzidenz erwartet [3]. Dabei stellen besonders
der Stiden und Siidosten Asiens Hochrisikogebiete fur diese Tumorentitit dar. Krebs in der
Mundhoéhle gilt hier als haufigste Krebserkrankung bei Minnern und macht ca. 25% aller
Krebsneuerkrankungen aus [4].

Es wird ein grundsitzlicher Unterschied in der Erkrankungshiufigkeit zwischen Minnern und
Frauen festgestellt, da Manner deutlich hidufiger am Mundhdéhlenkarzinom erkranken. Allein in
Deutschland stellte dieser Krebs bei Mannern im Jahr 2020 die neunthéufigste Krebserkrankung

dar, bei Frauen steht Mundhdhlenkrebs hingegen an 14. Stelle der hiufigsten

Krebserkrankungen. Hinzutritt, dass Manner im Vergleich zu Frauen friher an diesem Krebs
erkranken. Wihrend das mittlere Erkrankungsalter bei Méannern bei 65 liegt, erkranken Frauen
durchschnittlich im Alter von 68 Jahren [2].

Krebs in der Mundhéhle kommt auch daher eine besondere Bedeutung zu, da die Prognose
mit einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate eher schlecht ausfillt. Bei Frauen betrigt die 5-

Jahres-Uberlebensrate 64%, bei Minnern 52%. Die 10-Jahres-Uberlebensrate fiir Frauen liegt
bei 53%, und bei Méinnern sogar bei nur 41% |[5].

1.1.2 Atiologie

Bei den malignen Tumoren der Mundhohle handelt es sich um eine heterogene Gruppe solider
Tumoren, deren deutlich tiberwiegenden Anteil die Plattenepithelkarzinome bilden. Seltener
handelt es sich um Adenokarzinome [3, 5, 6]. Hiufig geht das maligne Wachstum von den
Schleimhiuten der Mundhohle, des Naso-, Oro- und Hypopharynx aus [5, 6]. Im Bereich der
Mundhohle ist es hdufig in der Innenwange, dem retromolaren Dreieck, dem Gaumen, der
Zunge, dem Mundboden, dem Vestibulum und dem Lippenrot lokalisiert [3].

Die Ursache der Entstehung maligner Lisionen im Bereich der Mundhohle ist dabei mit



bestimmten Risikofaktoren assoziiert. Hauptrisikofaktoren stellen in diesem Zusammenhang
hiufiger Konsum von Alkohol und Nikotin dar |7, 8]. Durch die Kombination von sowohl
hiufigem Alkohol- als auch Nikotinkonsum wird das Risiko zusitzlich multiplikativ erhéht [9].
Auch der Gebrauch von Kautabak stellt einen mit dem Rauchen von Tabak vergleichbaren
Risikofaktor dar, ebenso wie das Kauen der Betelnuss, welches besonders in Stidostasien
verbreitet ist [10].

Weiterhin ist eine besonders fetthaltige Erndhrung bestehend aus viel Fleisch und Gebratenem
risikobehaftet. Diese kann die Entstehung von Krebs im Bereich der Mundhdéhle begtnstigen
[11,12].

Auch chronische Infektionen mit Hochrisikovarianten des humanen Papillomavirus (HPV)
stellen einen hdufig diskutierten Risikofaktor dar [13]. Dieser bezieht sich dabei eher auf
Plattenepithelkarzinome im Bereich des Mundrachens (Oropharynx) als der Mundhohle. Laut
Ndiaye et al. (2014) betrdgt die Privalenz der HPV-DNA im Oropharynx mit 45,8% im
Vergleich zur Mundhéhle mit 24,2% beinahe das Doppelte [14, 15]. Weiterhin werden auch

genetisch pradisponierende Faktoren beschrieben [16].

1.1.3  Pathophysiologie

Wie bereits beschrieben handelt es sich bei den malignen Tumoren der Mundhéhle tiberwiegend
um Plattenepithelkarzinome. Diese entstehen aus der epithelialen Auskleidung der Mundhdhle.
Ein entscheidendes Kriterium des malignen Wachstums ist dabei die Invasion durch die
Basalmembran, welche zu typischen klinischen Merkmalen wie bspw. Derbheit und einer
fehlenden Verschieblichkeit zum Untergrund fihrt. Bei der mikroskopischen Untersuchung
zeigen sich zytologische Atypien mit nukleiren und zelluliren Pleomorphien und Anzeichen

von Keratinisierung [17].

Grundsitzlich kommt es bei der Entstehung malignen Wachstums zu einem Ungleichgewicht
in der Homoostase zwischen Zellproliferation und Zelltod, welche im gesunden Organismus
besteht. Dieses Gleichgewicht verschiebt sich zugunsten der Zellproliferation. Durch Mutation
fehlen hemmende Signale oder diese werden nicht erkannt und so wachsen die Krebszellen.
Hierbei spielen Tumorsuppressorproteine und Protoonkoproteine eine wichtige Rolle.
Tumorsuppressorproteine leiten Reparaturvorginge innerhalb des Zellzyklus ein und kénnen
so ggf. den programmierten Zelltod veranlassen. Protoonkoproteine halten auf der Gegenseite
Zellproliferation und Zelldifferenzierung aufrecht [18]. Verdnderungen dieser Proteine kénnen

malignes Wachstum begtinstigen.



Zudem wurde erstmals 1863 von Virchow et. al. das Konzept der Tumormikroumgebung
(Tumor Microenvironment (TME)) beschrieben. Hierbei wird nicht-zelluliren Bestandteilen
der extrazelluliren Matrix (ECM), aber auch zelluliren Komponenten wie Immunzellen eine
Rolle am Tumorentstehen zugeschrieben [19]. So fordert ein verindertes TME die Invasions-
und Metastasierungseigenschaften von Tumorzellen [20]. Das Verstindnis der
Tumorentstehung hat sich in den letzten Jahren immer weiter vertieft und Immuntherapien,

welche oben genannte Erkenntnisse zur Grundlage haben, gewinnen weiter an Bedeutung.

1.1.4  Diagnostik

Die Diagnosestellung von Tumoren der Mundhéhle erfolgt oft verspitet. Grund dafiir ist ein
schmerzloses Tumorwachstum, welches den Patienten nicht zu einer Abklirungsuntersuchung
veranlasst. Eine wichtige Bedeutung kommt daher regelmifligen Untersuchungen der
Mundschleimhaut zu, die sowohl von Zahnirzten, Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen als auch
von Hausirzten durchgefiihrt werden sollten. Auch das Hautkrebsscreening beim Hautarzt

schlieB3t die Inspektion der Mundschleimhaut mit ein [3, 21].

Ein Tumor der Mundhoéhlenschleimhaut zeigt hiufig ein exophytisches (Gewebetberschuss),
manchmal jedoch ein endophytisches Wachstumsmuster (Gewebedefekt). Ein fortgeschrittenes
Wachstum kann auch zu Behinderung der Mundoffnung oder Schwierigkeiten bei Schlucken,

Kauen und Sprechen fihren.

Grundsitzlich gilt laut der aktuellen Leitlinie des AMWTF, dass bei auffilligen und unklaren
Befunden, die linger als zwei Wochen andauern, weitergehende Untersuchungen durchgefihrt

werden sollten [3].

Zur Sicherung der Diagnose gilt bei dem Verdacht auf ein Mundhdéhlenkarzinom besonders die
histopathologische Untersuchung durch eine Probenentnahme als Goldstandard. Fir das
darauffolgende Staging ist insbesondere die bildgebende Diagnostik zur Beurteilung der

genauen Tumorlokalisation und -ausbreitung entscheidend.

Zur Bestimmung der Tumorausdehnung ist insbesondere die kontrastmittelgesteuerte CT-
Untersuchung der Kopf-Hals Region aufgrund ihrer hiufig einfachen Verfigbarkeit und kurzen
Untersuchungsdauer von grofler Bedeutung. Das MRT kann als Alternative zur CT-
Untersuchung eingesetzt werden, was insbesondere bei Kontrastmittelunvertriglichkeit oder
hoher Artefaktlast (bei metallischen dentalen Konstruktionen) bei der Darstellung von

Weichteilen hilfreich sein kann. Auch ein erginzendes PET-CT kann die Sensitivitit der



Darstellung erhéhen [3, 22]. Es werden haufig weitere Untersuchungen herangezogen. Wichtig
zu nennen sind hier die in der zahnirztlichen Diagnostik hiufig eingesetzten Verfahren des
Orthopantomogrammes (OPG) und der digitalen Volumentomografie (DVT) zur zusitzlichen

Beurteilung der Knocheninvasion [23].

Zur Darstellung von lokoregioniren Lymphknoten sind CT und MRT ebenfalls besonders
sensitiv. Auch die sonographische Untersuchung des Halses wird hierfiir standardmiBig
eingesetzt, Letztere ist aber in der Sensitivitit den anderen Verfahren unterlegen und wird eher
erginzend eingesetzt [24]. Daneben spielen ebenfalls die Pharyngoskopie oder ein CT des
Thorax in besonderen Situationen zur Beurteilung von Tumorausdehnung bzw. des méglichen

Vorliegens von Zweittumoren oder Fernmetastasen eine Rolle [3].
1.1.4.1 'TNM-Klassifikation

Mit Hilfe der oben beschriebenen Staging-Untersuchungen wird eine erste Klassifikation des
Tumors vorgenommen. Dies erfolgt orientiert an der UICC-TNM-Klassifikation der malignen
Tumoren [3], welche vom American Joint Commitee on Cancer und der International Union
for Cancer Control entwickelt wurde und seit ca. 60 Jahren zur Standardisierung von

Krebserkrankungen genutzt wird [25].

Anhand dessen werden Tumoren in Bezug auf ihre GroBe und anatomische Ausdehnung,
regionale Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen klassifiziert [3]. Die Klassifikation
anhand des TNM-Systems ermdglicht eine standardisierte und somit vergleichbare anatomisch
basierte Stadieneinteilung. Sie ist wichtig fur die Planung der Behandlung, fiir eine Aussage tiber
die Prognose und fir Forschungsfragen. Um die klinische Relevanz stets aufrecht zu erhalten,
unterliegt diese Klassifikation regelmifBligen Aktualisierungen. Die letzte Aktualisierung wurde
2017 in der 8. Auflage ver6ffentlicht. Aktualisierungen beruhen zumeist auf Tumorbiologie und
klinischem Verhalten, auf technischen Fortschritten in Diagnose und Behandlung oder auf
neuen Erkenntnissen tiber prognostische Faktoren und Risikostratifizierung. In der neuesten
Auflage wurden u.a. fir alle nicht-viralen Kopf-Hals-Tumoren die sog. DOI-Variable zur
Beurteilung der Invasionstiefe und die ENE-Variable zur Beschreibung extranodaler

Ausdehnung von Lymphknotenmetastasen in die Klassifikation aufgenommen [20].

Nach Abschluss der Staging-Untersuchungen erfolgt eine erste Einteilung anhand der TNM-
Klassifikation, welche mit dem Prifix ,,c* gekennzeichnet wird, was fir die Grundlage der
klinischen Beurteilung steht. Wird sich im Verlauf der Therapie fiir eine Tumorresektion
entschieden, wird das entnommene Tumorgewebe auch pathologisch beurteilt. Dabei kann eine

neue, pathologische TNM-Klassifikation des Tumors erfolgen, welche dann mit dem Prifix ,,p*



beschrieben wird [27]. Hierfiir kann die Klassifikation weiter erginzt werden durch den Zustand
des Resektionsrandes, einer moglichen LymphgefiBlinvasion sowie Gefidlinvasion und auch
durch die Beurteilung des Differenzierungsgrades des Tumorgewebes unter dem Namen

,,Grading®.

Beim Auftreten eines Rezidivtumors wird bei der Erhebung des Tumorstadiums das Prifix ,,r*

zur Kennzeichnung genutzt [27].

Die Kiriterien der TNM-Klassifikation fir Tumorausdehnung (T), regionire
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M) sind in den nachfolgenden Tabellen 1, 2
und 3 dargestellt. Erginzend wird auch die UICC-Klassifikation simultan zur TNM-
Klassifikation genutzt. In Tabelle 4 ist die UICC-Klassifikation abgebildet, die die Stadien aller
Krebserkrankungen nach der TNM-Klassifikation in fiinf Stadiengruppen zusammenfasst [27].

Tabelle 1: T-Klassifikation (Tumorausdehnung) fiir Mundhohlenkarzinome aus der TNM-
Klassifikation der malignen Tumore, 8.Auflage [3, 27]

T-Klassifikation Definition

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fur Primartumor
Tis Carcinoma in situ

GroBte Tumorausdehnung < 2cm, Invasionstiefe (depth of invasion,
T1 DOI) = 5mm

GrofBte Tumorausdehnung < 2cm, DOI > 5mm und < 10mm ODER
Tumor > 2cm aber < 4cm, und DOI < 10mm

T3 GrofBte Tumorausdehnung > 4cm ODER jeder Tumor > 10mm DOI

T2

Mundhoéhle: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, dul3ere
T4a Zungenmuskulatur (M. genioglossus, M. hypoglossus, M. palatoglossus
und M. styloglossus), Kieferhchle oder Gesichtshaut
Lippe und Mundhéhle: Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Proc.

T4b pterygoideus, Schidelbasis oder umschlief3t die A. carotis interna




Tabelle 2:  N-Klassifikation (regionire Lymphknotenmetastasen) tir
Mundhéhlenkarzinome aus der TNM-Klassifikation der malignen Tumore,
8.Auflage [3, 27]

N-Klassifikation Definition

Nx Regionire Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regioniren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in solitirem ipsilateralen Lymphknoten < 3cm und ENE (-)
Metastase in solitirem ipsilateralen Lymphknoten bis 3cm und ENE (+);

N2a oder Metastase in solitirem ipsilateralen Lymphknoten 3 bis 6 cm und
ENE ()
Metastasen in multiplen, ipsilateralen Lymphknoten, keiner groBer als 6

N2b
cm und ENE (-)

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner
groBer als 6 cm und ENE ()

N3a Metastase in solitirem Lymphknoten gréBer 6 cm und ENE (-)

Metastase in solitirem ipsilateralen Lymphknoten > 3 cm und ENE (+);
ODER Metastase in multiplen ipsilateralen, kontralateralen ODER

N3b bilateralen Lymphknoten, davon mindestens eine ENE(+); ODER
Metasase in einem solitiren kontralateralen Lymphknoten, =< 3 cm und
ENE(+)

ENE = extranodal extension: extranodales Wachstum

Tabelle 3: ~ M-Klassifikation (Metastasierung) fur Mundhohlenkarzinome aus der TNM-
Klassifikation der malignen Tumore, 8.Auflage [3, 27]

M-Klassifikation Definition

Mx Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastase(n)




Tabelle 4: Tumorstadien nach UICC-Kriterien aus der TNM-Klassifikation der malignen
Tumore, 8.Auflage [3, 27]

Stadium T N M
0 Tis NO MO
M
I T1 NO 0
I T2 NO MO
I T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
IVA T1,T2,T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
IVB T4b jedes N MO
jedes T N3 MO
IVC jedes T jedes N M1

1.1.5  Therapie

Die Therapie des oralen Plattenepithelkarzinoms wird grundsitzlich unterschieden zwischen
kurativer - also dem Ziel der vollstindigen Heilung des Patienten - und palliativer Therapie -
der Linderung der Symptome und Verbesserung von Lebensqualitit. Es ist die Vorgabe der
Deutschen Krebsgesellschaft, eine gemeinsame Therapieempfehlung im Rahmen des sog.
Interdisziplindren Tumorboards wunter Zusammenarbeit eines Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgen, eines Hals-, Nasen-, Ohrenarztes, eines Strahlentherapeuten, eines
Onkologen, eines Pathologen und ggf. weiterer Akteure zu treffen. Die Entscheidung tiber die
Therapie erfolgt schlussendlich nach ausfihrlicher Aufklirung in einem sog. shared-decision-

making gemeinsam mit dem Patienten [3].

Die Moglichkeiten der kurativen Behandlung des oralen Plattenepithelkarzinoms bestehen aus
der alleinigen chirurgischen Therapie oder der chirurgischen Therapie in Kombination mit

Radiatio oder Radiochemotherapie sowie der alleinigen Radio- bzw. Radiochemotherapie [3].
1.1.5.1  Chirurgische Therapie

Die Resektion des Tumors ist abhingig von Lage und Gro3e des Tumors und daraus folgenden

funktionellen und asthetischen Konsequenzen der Behandlung. Ziel ist stets die dauerhafte



lokoregionire Tumorkontrolle bei geringer Beeintriachtigung der Lebensqualitit durch Erhalt

der Phonation, der Artikulation und der Kau- und Schluckfunktion.

Kleine Tumoren (T1/T2) kénnen sowohl dutch chirurgische Resektion als auch dutch alleinige
Radiatio kurativ behandelt werden. GroBere Tumoren (T3/T4) zeigen jedoch unter alleiniger

Radiatio mit oder ohne Chemotherapie hohere Rezidivraten [3, 28].

Insbesondere die Resektabilitit des Tumors sollte bei der chirurgischen Therapie berticksichtigt
werden, da die Prognose bei knappen oder positiven Resektionsrindern signifikant schlechter
ausfillt [29]. Zum Erreichen tumorfreier Resektionsrinder kann auch die Entfernung von

relevanten anatomischen Strukturen wie der Kieferknochen notwendig werden [30].

Die Resektion des Tumors erfordert meist eine Rekonstruktion im Bereich des OP-Gebietes.
Diese sollte bei jedem Patienten individuell je nach anatomischer Situation, der erwarteten

funktionellen Ausfalle erfolgen [3].
1.1.5.2  Neck Dissection (Lymphadenektomie)

In 20-40% der Fille zeigen sich okkulte Lymphknotenmetastasen. Bei praoperativer cNO
Beurteilung zeigen sich demnach intraoperativ befallene Lymphknotenmetastasen [31]. Dies
fihrt dazu, dass auch bei prioperativ unauffilligen Halslymphknoten eine Ausrdumung dieser

empfohlen wird.

Die Ausraiumung der Halslymphknoten wird auch Neck Dissection genannt und wird klinisch-
anatomisch innerhalb der sechs Lymphknotenlevel nach Robbins vorgenommen. Das Ausmal3
der Neck Dissection ist abhidngig von der Lokalisation des Tumors sowie dem pridoperativem
Lymphknotenstatus (cN). Man unterscheidet die selektive Neck Dissection, welche in der Regel
auf die Level I-I1I beschrinkt ist, von der modifiziert radikalen Neck Dissection, welche sich
Uber die Level I-V erstreckt und der radikalen Neck Dissection, welche zusitzlich zur
Ausrdumung der Level I-V auch die Entfernung nicht-lymphatischer Strukturen wie des
N.accessorius, der V.jugularis und des M.sternocleidomastoideus beinhaltet. Die radikale Neck
Dissection fuhrt zu einer starken Minderung der Lebensqualitit bei gleichzeitig nur geringem

Uberlebensvorteil und wird daher heutzutage nur selten eingesetzt [3].

Die aktuelle Empfehlung der Leitlinie siecht bei cNO-Status eine selektive Neck Dissection vor.
Diese sollte auf Level IV-V erweitert werden, wenn es zu einem histopathologischen Nachweis
eines befallenen Lymphknotens in den ausgeriumten Leveln I-III kommt. AuBlerdem wird in
diesem Zusammenhang eine adjuvante Radiatio angeraten [3]. Liegt ein ¢N+ Status vor, wird

die modifizierte radikale Neck Dissection empfohlen. Bei steigender T-Kategorie, bei dem



Befall mehrerer Lymphknoten oder bei mittelliniennahen oder -iiberschreitenden Befunden

sollte ebenfalls die selektive Neck Dissection der kontralateralen Halsseite erfolgen [3, 32].
1.1.5.3 Radiatio

Auch bei der Behandlung des Plattenepithelkarzinoms der Mundhéhle wird die ionisierende

Strahlung kurativ und palliativ eingesetzt.

Die Indikation zur kurativen Radiatio besteht laut Leitlinie bei groBeren Tumoren (T3/T4), bei
knappen oder positiven Resektionsrindern nach Tumorresektion (R1), bei perineuraler
Tumorinvasion, bei GefilSinvasion oder bei positivem Lymphknotenbefall. Meist findet die

Radiatio adjuvant, also postoperativ Einsatz [3, 33].

Bei Patienten mit kleinen Tumoren insbesondere im Bereich der Zunge oder des Mundbodens
kann in ausgewihlten Fillen auch eine interstitielle Brachytherapie vergleichbare lokale

Tumorkontrollraten, wie eine alleinige chirurgische Therapie zeigen [3, 34].

Vor Beginn einer Strahlentherapie ist die zahnarztliche Beurteilung und ggf. Behandlung des
Patienten sehr wichtig, um Strahlenschiden wie Strahlenkaries oder einer Radioosteonekrose
vorzubeugen. Weitere, die Lebensqualitit stark einschrinkende Nebenwirkungen sind
insbesondere die Mukositis und die Strahlendermatitis. Aufgrund dessen sind die zahnirztliche
Behandlung  vor  Strahlentherapiebeginn, die  Anpassung und Nutzung einer
Fluoridierungsschiene wihrend der Behandlung sowie weitere prophylaktische Mal3nahmen wie

Spiillésungen und Salben von besonderer Bedeutung [35, 36].
1.1.5.4 Chemotherapie

Eine alleinige Chemotherapie hat beim Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle keinen kurativen
Effekt. In Kombination mit einer Radiatio besteht aber eine deutlich verbesserte
Ubetlebenswahrscheinlichkeit [3, 37]. Die gréBte Bedeutung wird dem Chemotherapeutikum
Cisplatin zugesprochen, da es in alleiniger Gabe den besten Effekt zeigt [37]. Aber auch
Carboplatin  kommt als platinbasiertes Zytostatikum insbesondere bei Patienten mit
eingeschrinkter Nierenfunktion aufgrund seines vergleichsweise geringeren nephrotoxischen

Nebenwirkungsprofils zum Einsatz [38].

Insgesamt kommt es durch die Kombination aus Radiatio und Chemotherapie aber auch zu
einer signifikanten Erhohung der akuten Strahlentoxizitit [3]. Die Indikation zum Einsatz der
kombinierten Radiochemotherapie besteht daher bei Patienten, welche eine Radiatio erhalten

und zusatzlich - aufgrund eines knappen oder positiven Resektionsrandes, eines extrakapsuliren



Tumorwachstums oder Lymphknotenmetastasen - ein erhhtes Risiko fiir ein Rezidiv haben

(39].
1.1.5.5 Nachsorge

In 20% der Fille entwickeln Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle ein
Tumorrezidiv. Aus diesem Grund kommt den regelmiBligen Nachsorgeuntersuchungen nach
Abschluss der Behandlung des Primirtumors eine besondere Bedeutung zu. In den ersten zwei
Jahren sollten die Nachsorgetermine in einem Abstand von drei Monaten stattfinden, ab dem
dritten Jahr in einem Abstand von sechs Monaten. Dem liegt zugrunde, dass 76% der Rezidive
innerhalb der ersten zwei Jahre auftreten [40]. Die Nachsorgeuntersuchungen sollten sowohl
eine klinische als auch eine sonographische Untersuchung der Mundhohle und des Halses

umfassen. So sollen Rezidive méglichst frih erkannt werden [3].
1.1.6  Rezidivierende OSCC

Der hiufigste Grund fir ein tumorbedingtes Versterben bei der Erkrankung an einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle ist das Auftreten eines lokoregioniren Tumorrezidivs.

Wie in Kapitel 1.1.5.5 bereits beschrieben betrifft dies ca. 1/5 der Patienten [3].

Bei Auftreten eines Rezidivs gibt es weiterhin kurative Behandlungsoptionen, wie die erneute
chirurgische Resektion in Kombination mit Strahlen- und/oder Chemotherapie. Auch hier
sollte ein Abwigen der Gesamtsituation erfolgen mit Berticksichtigung der Resektabilitit, der
vorausgegangenen Behandlung und des Allgemeinzustandes des Patienten, welche vor
Therapiebeginn im Interdiszipliniren Tumorboard besprochen wird [3]. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate nach einer chirurgischen Resektion eines Tumorrezidives bei Patienten, welche

bereits eine Bestrahlung des Primirtumors erhalten haben liegt bei 43,4% [41].

Eine alternative Therapie bietet die Brachytherapie fiir besonders kleine und frith erkannte
Tumorrezidive (Stadium T1/2) mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 30% [42]. GroBere
nicht-resektable Rezidivtumore kénnen mit perkutaner Strahlentherapie behandelt werden,

welche zusitzlich mit einer Chemotherapie kombiniert werden kann [3].

Ist eine Tumorresektion aus etwa anatomischen Grinden nicht mehr mdglich und ist
gleichzeitig von einer Radiatio keine kurative Wirkung mehr zu erwarten, ist der
Allgemeinzustand des Patienten stark reduziert oder bestehen Fernmetastasen so wird der
Patient nicht mehr kurativ, sondern palliativ behandelt. In der palliativen Therapie wird die
lebenslimitierende Situation der FErkrankung angenommen und ein Fokus auf die

Symptombehandlung gelegt, wozu auch die lokale Tumorkontrolle gehért. In  der
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Palliativtherapie  der Mundhohlenkarzinome  wird die  Immuntherapie — eigesetzt.
Erstlinientherapie in der palliativen Situation des Plattenepithelkarzinomes der Mundhdohle ist
laut der aktuellen Leitlinie eine Kombinationstherapie bestehend aus dem monoklonalen
EGFR-Antikérper Cetuximab mit einem platinbasierten Chemotherapeutikum wie Cisplatin
und 5-Fluoruracil. Hierunter zeigen sich gute Ansprechraten bei einer verbesserten
Lebensqualitit mit weniger tumorbedingten Symptomen. Im Abstand von 6-12 Wochen sollten
zur Progresskontrolle regelmifBlige Schnittbildgebungen erfolgen [3]. Besteht unter dieser
Erstlinientherapie nach sechs Monaten ein weiterer Tumorprogress wird ein Umstieg auf eine
Zweitlinientherapie mit Nivolumab, einem monoklonalen PD1-Antikérper empfohlen [43].
Auch Pembrolizumab - ein gegen den PD1-Rezeptor gerichteter Antikérper - findet
insbesondere in der Therapie von Patienten mit PD-L1 exprimierenden Tumor- oder

Immunzellen Einsatz.

Weitere wichtige Mal3nahmen insbesondere in der palliativen Behandlung kénnen je nach
Situation und Ergehen des Patienten die Anlage eines Tracheostomas zur Sicherung des
Atemweges und die Anlage einer perkutanen-endoskopischen-Gastrostomiesonde (PEG) zum

Erhalt der Nahrstoffzufuhr sein [3].
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1.2 Ausgewahlte Markerproteine in der Karzinogenese

1.2.1 SERPIN B2

SERPIN B2 ist ein Protein, welches zur Superfamilie der Serpine gezihlt wird. Es handelt sich
hierbei um Serinprotease-Inhibitoren, also proteolytische Enzyme, die eine gemeinsame
Primirstruktur aufweisen. Bisher konnten im menschlichen Korper 34 Serpine aus neun Kladen
identifiziert werden, die sich in ihrer differenzierten Struktur und in funktionellen Eigenschaften
unterscheiden. Sie tragen eine Bedeutung fiir zahlreiche physiologische Prozesse im
menschlichen Koérper wie etwa bei der Blutgerinnung, der Fibrinolyse und im Rahmen von
Entziindungsreaktionen. Daraus resultiert bei Fehlfunktion der Serpine auch ihre Beteiligung

an Pathologien wie der Entstehung malignen Wachstums [44].

Bekannte Serpine sind insbesondere Antithrombin (AT, SERPIN C1), welches sich gegen
Gerinnungsfaktoren richtet und dadurch Gerinnung hemmt oder a1-Antitrypsin (SERPIN Al),
das die Aktivitit der neutrophilen Elastase hemmt und Gewebe vor dessen Angriff und einem
folgenden Abbau schutzt. Ferner ist die Cl-Esterase (C1-INH, SERPIN G1) mit einer

regulierenden Rolle im klassischen Komplementweg zu nennen [45].

Bei der Entstehung von Tumoren mussen Tumorzellen umliegende Gewebebarrieren
tberwinden und abbauen. In diesem Rahmen sind verschiedene zellulire Funktionen notwendig
Die proteolytische Aktivitit spielt hierbei eine wichtige Rolle. Serinproteasen konnen einerseits
durch Einleitung von Proteolyse Gewebewachstum und -ausbreitung hemmen, gleichzeitig
konnen sie aber durch Proteolyse bereits proteolytisch wirkender Faktoren auch Wachstum,

Invasion und Metastasierung von Krebszellen férdern oder induzieren [40].

SERPIN B2 ist auch bekannt unter dem Namen Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 2 (PAI-
2), da es in der Regel als Inhibitor der Protease Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) und in
geringem Maf3e auch als Inhibitor des Gewebe-Plasminogen-Aktivators (tPA) beschrieben wird.
Beide genannten Proteasen wandeln Plasminogen in die aktive Protease Plasmin um. Plasmin
wiederum ist an Fibrinolyse und Thrombolyse, aber auch am Abbau zelluldrer Matrix beteiligt
[47]. Auch wenn SERPIN B2 nachgewiesenermalen uPA und tPA inhibiert, konnte bisher kein
sicherer in-vivo-Nachweis einer Wirkung von SERPIN B2 auf Fibrinolyse und Thrombolyse
gezeigt werden [48]. tPA und uPA sind sich in ihrer Struktur sehr dhnlich, werden aber von
unterschiedlichen Genen kodiert. Wihrend die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin
durch tPA vermehrt Einfluss auf Fibrinolyse und Thrombolyse zeigt, so hat durch uPA
katalysiertes Plasmin einen gréleren Einfluss auf den Abbau zellulirer Matrix. Diese als sog.

,»UPA-System® bezeichnete Signalkaskade ist an der Zellmetastasierung beteiligt und hat
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Einfluss auf Tumorentstehung und -wachstum, Zellproliferation, Zellmigration, Zelladhision,
Angiogenese und Intravasation [49-51]. Durch Bindung von uPA an den Zellmembranrezeptor
uPAR kommt es zur Aktivierung eines intrazelluliren Signalweges und somit zu o.g. Zell- und
Gewebeentwicklungen. SERPIN B2 hemmt durch Bindung an das extrazellulire uPA und
Ausbildung eines Komplexes mit diesem die Bindung von uPA an den Rezeptor uPAR und
blockiert somit die genannte Signalkaskade [52-54]. Wie so oft wird postuliert, dass diese
Prozesse sich physiologischerweise in Waage halten, bei Entartung allerdings kommt es zum

Ungleichgewicht.

Es ist umstritten, wie das in der Regel im Zytoplasma befindliche SERPIN B2 zu seinem
mutmallichen Hauptziel uPA im extrazelluliren Millieu gelangen kénnte [48]. SERPIN B2
werden in klinischen Studien auflerdem sowohl tumorférdernde als auch tumorhemmende

Wirkungen zugeschrieben.

M. Valiente et al. konnten 2014 bei erhéhter Expression von SERPIN B2 ein gesteigertes
Wachstum und die Entstehung von Hirnmetastasen feststellen. Plasmin zeigt hier in reaktivem
Hirnstroma physiologischerweise eine Abwehrfunktion gegen invasives metastatisches
Tumorwachstum. Die hemmende Wirkung von SERPIN B2 auf die Bildung von Plasmin fiihrt
in diesem Fall also vermutlich zu diesem verstirkten malignen Wachstum. In
hirnmetastasierenden Zellen von Lungen- und Brustkrebs konnte eben diese erhéhte
Expression von SERPIN B2 erfasst werden, welche wie beschrieben, die Krebszellen vor dem

durch Plasmin ausgel6sten Zelltod schiitzt [55].

Andererseits postulierten W.A. Schroder et al. 2014 in In-vitro-Studien, dass eine hohe
Expression von SERPIN B2 durch Wirkung auf uPA in Oberflichenmikropartikeln von
Krebszellen eine Unterdriickung von Tumorzellmigration und -invasion und somit auch auf

Metastasierung bewirkt [50].

Insgesamt wird SERPIN B2 demzufolge eine Vielzahl an Funktionen und Aktivititen
zugeschrieben. Insbesondere der Einfluss von SERPIN B2 im Bereich der Onkogenese variiert
je nach Tumorentitit [54, 57]. Da kein klarer Konsens tber die physiologische Rolle besteht,
wird SERPIN B2 auch als ,,unentschlossenes Serpin® bezeichnet [48].
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Inhibition durch Bindung an uPA

SERPIN-B2 (PAI-2) W

uPA > tPA

tPA-vermittelt
Plasminogen Plasmin — N/ 5 Fibrinolyse & Thrombolyse

uPA-vermittelt

Angiogenese

Tumorentstehung

und Tumorwachstum Zellmetastasierung

Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung der Rolle von SERPIN B2 in der
Krebsbiologie anhand des uPA-Signalweges, erstellt mit BioRender.com.

122 Ki-67

Das Antigen des Proteins Ki-67 wurde erstmals in den frithen 1980er Jahren mithilfe
monoklonaler Maus-Antikérper gegen ein nukledres Antigen aus einer Zelllinie der Hodgkin-
Lymphome entdeckt. Benannt ist das Protein nach der Stadt Kiel - dem Standort der

Entdeckung - sowie der Klonnummer 67 [58].

Ki-67 ist ein Proliferationsmarker. Es liegt in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus in
unterschiedlicher Konzentration im Zellkern vor. Die Expression steigt von der G1-Phase bis
zur Mitose an und nimmt unmittelbar nach der Mitose wieder ab. Ki-67 kann in den Zellkernen
von Zellen demnach wihrend der Teilungsphasen nachgewiesen werden, nicht aber wahrend
der Ruhephasen des Zellzyklus. Die Expressionsrate von Ki-67 ldsst folglich Rickschlisse auf

die Zellteilungsrate von Zellen eines bestimmten Gewebes zu [59].

Als Proliferationsmarker spielt Ki-67 eine wichtige Rolle in der Diagnostik verschiedener
Tumorentititen und zeigt sich besonders in gering differenzierten Krebsgeweben stark
exprimiert. Es stellt einen Biomarker fiir die Prognose von soliden Tumoren dar [59]. Bei
kleinzelligem Lungenkarzinom kann eine durch Ki-67 festgestellte hohe proliferative Aktivitit

Hinweis fiir eine erhShte Bosartigkeit, hohere Anzahl an Rezidiven oder Metastasenentstehung
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sein und somit auf eine schlechtere Prognose hindeuten [60]. Auch beim Prostatakarzinom wird
eine Hochregulierung von Ki-67 mit der Aggressivitit des Karzinoms in Verbindung gebracht
[61].

Insbesondere beim invasiven Mamma-CA wird zusitzlich zu Hormonrezeptorstatus und
HER2neu-Status durch immunhistochemischen Nachweis die Proliferationsrate durch Ki-67
dargestellt [62]. Diese durch Ki-67 bestimmte Proliferationsrate soll auch Informationen iiber
das Ansprechen auf eine Chemotherapie und die Prognose von Patienten mit neoadjuvanter
Behandlung liefern. So kénnen Patientengruppen identifiziert werden, die eher nicht von einer
Chemotherapie profitieren konnen wie Patienten mit HER2-negativen und Hormonrezeptor-

positiven Tumoren mit geringer Proliferation [63].

Bei oralem Plattenepithelkarzinom konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Ki-67-
Expression und Tumorgrading festgestellt werden. V. Gupta et al. konnten aufweisen, dass sich
von normaler oraler Schleimhaut iber orale epitheliale Dysplasien bis hin zu oralem
Plattenepithelkarzinom ein konsistenter und progressiver Anstieg der Ki-67-Expression zeigt

[64].

Die physiologische Funktion von Ki-67 ist allerdings weniger in der Zellproliferation zu finden,
sondern spielt eine Rolle in der subzelluliren Organisation. N. Andrés-Sanchez et al.
postulierten 2022, dass Ki-67 aufgrund seiner Lokalisierung im perinukleolaren
Heterochromatin am ehesten als Geriist fir die Bildung von phasengetrennten
Kompartimenten dienen koénne [65]. Dies zeigt, dass Ki-67 eher weniger ein direktes
therapeutisches Zielmolekul darstellt, als seine Wichtigkeit vielmehr in der prognostischen

Aussagekraft liegt.

Gophase
(resting)

G

S —
zunehmende Expression von Ki-67

Abbildung 2: Ki-67 Expression in verschiedenen Phasen des Zellzyklus, erstellt mit
BioRender.com.
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1.23 EGFR

Das Akronym EGFR steht fur ,,epidermal growth factor receptor®. Es handelt sich hierbei um
einen Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitit, der in der
nachfolgenden Abbildung 3 dargestellt wird. Durch extrazellulire Bindung von Liganden wie
bspw. der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) oder der transformierende Wachstumsfaktor-o
(TGF-a) kommt es zur Aktivierung des Rezeptors und folglich zu einer Signalubertragung ins
Zellinnere [66]. Dies geschieht, da durch die Ligandenbindung eine Konformititsinderung zu
Dimerisierung und Autophosphorylierung von Tyrosinresten in der zytoplasmatischen Domine
des Rezeptors fithrt. Die nun phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Bindungsstelle fur
intrazellulire Signalproteine, welche nun verschiedene Signalkaskaden im Zellinneren aktivieren
und so eine zelluldre Antwort je nach Art des Liganden und der Zelle bewirken [67, 68]. Zwei
zentrale aktivierte Signalkaskaden sind PI3K/Akt und MAPK, die zur Aktivierung proliferativer
Gene fithren [69, 70].

EGFR gehort zur Familie der ErBb-Rezeptoren und fihrt physiologischerweise durch
Ligandenbindung zu Zelltod und -proliferation, Zellmotilitit, Angiogenese. Zudem ist es auch
an der Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix beteiligt. Es handelt sich um einen

Wachtumsfaktor-Rezeptor [71].

Es ist in Bezug auf verschiedene Tumorarten beschrieben, dass EGFR in hoher Konzentration
vorliegt oder in mutierter Form vorgefunden wird, wodurch es zu unkontrolliertem
Tumorwachstum kommt [66]. Aufgrund dessen ist EGFR ein Zielprotein fir
Krebsbekimpfungsstrategien in verschiedenen Tumorentititen. Es wurden bereits
verschiedene gezielte Therapien entwickelt, die auf diesen Rezeptor abzielen und so als
sogenannte ,gezielte Krebstherapie bzw. ,targeted therapy” in Abgrenzung zu etwaiger
klassischer Chemotherapie genutzt werden kénnen. Hierbei werden Tyrosinkinase-Inhibitoren
wie u.a. Erlotinib, Gefitinib und Osimertinib, die den intrazelluliren Anteil der beschriebenen
Tyrosinkinase EGFR blockieren, von monoklonalen Anti-EGFR-Antikorpern unterscheiden.
Die Antikorper verhindern eine Ligandenbindung und infolgedessen die Rezeptoraktivierung,

indem sie selber an den extrazelluliren Anteil der Tyrosinkinase binden [66, 72].

Beim oralen Plattenepithelkarzinom zeigt sich EGFR hiufig iberexprimiert und geht mit einem
aggressiven Phinotyp sowie schlechter Prognose einher [73]. Cetuximab ist einer der bereits
erwihnten monoklonalen Antikorper, die gegen EGFR gerichtet sind. Dieser Antikérper ist
bereits als Immuntherapie bei fortgeschrittenem oralen Plattenepithelkarzinom zugelassen. Es

wird in Kombination mit einer platinbasierten Chemotherapie in der palliativen
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Erstlinientherapie des rezidivierten oder metastasierten Plattenepithelkarzinoms der Kopf-Hals-
Region eingesetzt. Die bereits genannten Tyrosinkinase-Inhibitoren zeigten hingegen keinen
signifikanten Nutzen bei gleichzeitig hohen Raten an unerwiinschten Nebenwirkungen in der

Behandlung von oralem Plattenepithelkarzinom [3].

EGFR aktiv EGFR inaktiv

Abbildung 3: Schematische Darstellung des EGF-Rezeptors, links in aktiver Form durch
Bindung des Liganden EGF, rechts in inaktiver Form durch Hemmung des
monoklonalen Antikorpers Cetuximab, erstellt mit BioRender.com.
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1.3 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit setzt sich mit der Frage nach dem Einfluss der Expression der drei
beschriebenen Markerproteine SERPIN B2, Ki-67 und EGFR auf die Ubetlebenszeit von
Patienten mit einem Rezidivtumor eines OSCC auseinander. Sie umfasst eine Bewertung der
Expression dieser Proteine anhand der immunhistochemischen Reaktion im Tumorgewebe der

Rezidivtumoren innerhalb einer prospektiv angelegten Patientenkohorte.

SERPIN B2 ist in seiner Auswirkung auf das orale Plattenepithelkarzinom bisher kaum
Gegenstand der Forschung gewesen. Dieses Markerprotein zeigt aber bei verschiedenen
Krebsarten unterschiedliche klinische Auswirkungen. Ziel der hier zugrundeliegenden Studie ist
die Untersuchung der Hypothese, dass eine hohe Expression von SERPIN B2 sich auch auf die

Ubetlebenszeit von Patienten mit rezidiviertem oralen Plattenepithelkarzinom auswirke.

Ki-67 ist ein bekannter und bereits viel eingesetzter prognostischer Marker der Onkogenese.
Bisher konnte ein Zusammenhang zwischen einer hohen Ki-67-Expression und einer
fortgeschrittenen Gewebeentartung oraler Schleimhaut festgestellt werden. Hinsichtlich Ki-67
untersuchten wir die Hypothese, dass eine hohe Ki-67-Expression im Gewebe rezidivierter
oraler Plattenepithelkarzinome mit einer verminderten Ubetlebenszeit betroffener Patienten

einhergehe.

EGEFR ist als Wachstumsfaktor bereits Zielstruktur in der Therapie fortgeschrittener oraler
Plattenepithelkarzinome. Eine hohe Expression dieses Markerproteins kann bereits mit einem
aggressiveren Phénotyp dieser Tumorentitit assoziiert werden. Es gibt bisher aber keine
Aussage dariiber, ob dies auch auf Rezidivtumoren ubertragbar ist. Der vorliegenden
Bearbeitung liegt auch in Bezug auf EGFR die Hypothese zugrunde, dass eine hohe EGFR-
Expression in Geweben von Patienten mit einem Tumorrezidiv eines oralen

Plattenepithelkarzinoms mit einer verminderten Ubetlebenszeit einhergehe.

Nach unserem Kenntnisstand ist dies die erste Studie, welche die Uberlebenszeit nach einem
Rezidiv eines oralen Plattenepithelkarzinoms in Abhingigkeit zur Expression der genannten

Markerproteine untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1  Untersuchungskohorte und klinische Datenerhebung

Die vorliegende Studie umfasst ein Patientenkollektiv von insgesamt 94 Patienten. Diese 94
Patienten entstammen einer Patientenkohorte von 1088 Patienten, welche im Zeitraum
zwischen 1992 und 2019 mit einem nicht-metastasierten Primiartumor eines
Plattenepithelkarzinoms der Mundhéhle in der Mund-, Kiefer-, und Gesichtschirurgie der
Universitit zu Liibeck diagnostiziert wurden. Es wurden lediglich Patienten mit einem primar
kurativen Behandlungsansatz, deren Therapie eine operative Tumorresektion des primiren
Tumors beinhaltete, in die Patientenkohorte aufgenommen. Zusitzlich wurden weitere
Parameter wie Alter und Geschlecht der Patienten, Risikofaktoren, Tumoreigenschaften wie die
Tumortlokalisation und das Tumorstadium prospektiv erfasst. Auch der Allgemeinzustand der

Patienten wurde anhand des Charlson-Komorbidititsindex [74] ethoben.

Im Rahmen der Tumornachsorge erfolgte ein 5-Jahres-Follow-up innerhalb der ersten zwei

Jahre alle drei Monate, danach alle sechs Monate.

Aufgrund verschiedener Fin- bzw. Ausschlusskriterien wurden insgesamt 994 Patienten aus der

urspringlichen Kohorte von 1088 Patienten ausgeschlossen.

2.1.1 FEinschlusskriterien

Eingeschlossen in die vorliegende Studie wurden Patienten, die nach einem Primértumor eines
Plattenepithelkarzinoms in der Mundhohle auch einen lokoregioniren Rezidivtumor entwickelt

haben.

2.1.2  Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen aus der vorliegenden Studie wurden Patienten, die keine Tumoroperation
erhalten haben, da sie entweder vorzeitig verstorben sind, eine Behandlung abgelehnt haben
oder primir eine Strahlen- bzw. Chemotherapie erhalten haben (n = 945). Aulerdem wurden
Patienten ausgeschlossen, wenn sie keinen lokoregioniren Rezidivtumor aufwiesen (n = 815).
Ein weiteres Ausschlusskriterium war ein Tumorwachstum, welches nicht von
plattenepithelialem Gewebe ausging (n = 131). Auch Patienten mit einer anderen

Tumortlokalisation als der Mundhoéhle wie der Oropharynx (n = 87) oder mit einem bei
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Diagnosestellung bereits vorhandenen Metastasenwachstum (n = 41) wurden nicht mit

einbezogen.

Ausschluss von 994
Patienten

Ursprungskohorte

1088 Patienten im Zeitraum

zwischen 1992 bis 2019 mit Patientenkollektiv der
einem OSCC am UKSH, Liibeck vorliegenden Studie
(n=94)

e primar kurativer
Behandlungsansatz

e Therapie des Primartumors
einschlieBlich chirurgischer
Tumorresektion

¢ Auftreten eines Rezidivtumors

Abbildung 4: Patientenkollektiv ~ der  vorliegenden  Studie  entstehend aus  einer
Ursprungskohorte (n = 1088) und reduziert auf ein Patientenkollektiv von 94
Patienten aufgrund genannter Ein- und Ausschlusskriterien, erstellt mit
BioRender.com.

Dabei fithrten bei einigen Patienten der urspringlichen Kohorte mehrere Kriterien zum
Ausschluss aus der Studie, wodurch sich schlussendlich ein Patientenkollektiv von insgesamt 94

Patienten fur die vorliegende Studie ergab.

Zur weiteren Untersuchung wurden innerhalb der klinischen Patientendatenbank-Software
(Agfa Orbis®) neben den bereits zuvor genannten weitere detaillierte klinische Daten erfasst.
Dazu gehoren das Patientenalter bei Diagnosestellung, ein klinisches und pathologisches TNM-
Stadium, die Zeit bis zum Auftreten des Rezidiv-Ereignisses und das Gesamtiberleben.
AuBlerdem wurde erfasst, ob eine Strahlen- und bzw. oder Chemotherapie stattgefunden haben.

Diese Daten wurden sowohl fur den Primartumor als auch fir die Rezidiv-Tumoren erfasst.
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2.2 Materialgewinnung und immunhistochemische Untersuchung

Im Rahmen dieser Studie wurden von den Patienten der urspriinglichen Patientenkohorte
Priparate der Tumorgewebe in Form von chirurgisch resezierten Primar- und Rezidivtumore
erstellt. Diese wurden folgend in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Nach der
Paraffineinbettung wurden diese konservierten Gewebeblocke im Archiv der Pathologie am

Universititsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Litbeck gelagert.

2.2.1 Tissue micro array (TMA)

Fir die weitere immunhistochemische Auswertung standen uns die Gewebeproben der
Primirtumore, der Rezidivtumore und in Fillen des lokoregioniren Rezidivs auch von
Lymphknotenmetastasen der bereits beschriebenen 94 Patienten zur Verfiigung.

Diese Gewebeproben wurden auf sogenannten Tissue-Microarrays (TMAs) zusammengefasst.
Auf einem TMA kénnen unterschiedliche Gewebeproben in einem gemeinsamen Paraffinblock
zusammen dargestellt und gleichzeitig untersucht werden. Um die TMAs aus den
Gewebeblécken zu erstellen, die genau die Regionen mit Tumorgewebe (region of interest,
ROI) enthalten, wurden Objekttriger der verschiedenen Gewebeproben mit einer
Himatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Firbung) fir eine erste Beurteilung herangezogen.

Mit Hilfe dieser HE-Objekttriger wurden die ROIs markiert und die Paraffinblocke angepasst.
In einem weiteren Schritt konnten aus diesen markierten Bereichen Proben mit einem
Durchmesser von ca. 1 mm ausgestanzt werden, welche darauthin in Paraffin-Empfingerblcke
eingebettet wurden.

Insgesamt sind dabei drei verschiedene Bereiche je Tumorprobe ausgestanzt worden. Diese
Stanzen sind folgend als sogenannte TMA-Cores zu einem TMA angeordnet worden, wie
beispielhaft in Abbildung 5 dargestellt.

Jedes TMA enthielt bis zu 180 Tumorproben in Form von je drei zusammengehorigen Cores je
Tumorprobe. Alle Cores hatten einen Durchmesser von ca. Imm.

Mithilfe vorab angefertigter Excel-Ubersichten wie in Abbildung 6 konnte im Rahmen der
anschlieBenden Auswertung der vielen Tumorproben innerhalb eines TMAs die richtige
Zuordnung jeder Probe sichergestellt werden.

Aussortiert wurden Cores, die kein Tumorgewebe, Firbungsartefakte oder Gewebefalten
enthielten. Aus den erstellten TMA-Empfingerblocken wurden 3 um diinne Scheiben
geschnitten und auf einen Glas-Objekttrager aufgebracht. Hier wurden alle weiteren
immunhistochemischen Reaktionen auf ecinem Ventana BenchMark automatisierten

Farbesystem (Roche, Nasel, Schweiz) durchgefiihrt [75].
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der

Abbildung 6: Tissue micro array (TMA) mit einzelnen TMA-Cores am Beispiel
Tumorrezidivproben von SERPIN-B2

Kontrolle 1 1 1 2 2 2 11 11 11 12 12 12 21 21 21 22 22 22
Kontrolle 3 3 3 4 4 4 13 13 13 14 14 14 23 23 23 24 24 24
Kontrolle 5 5 5 6 6 6 15 15 15 16 16 16 25 25 25 26 26 26
7 7 7 8 8 8 17 17 17 18 18 18 27 27 27 28 28 28

9 9 9 10 10 10 19 19 19 20 20 20 29 29 29 30 30 30

31 31 31 32 32 32 41 41 41 42 42 42 51 51 51 52 52 52

33 33 33 34 34 34 43 a3 43 a4 a4 44 53 53 53 54 54 54

35 35 35 36 36 36 45 a5 45 46 46 46 55 55 55 56 56 56

37 37 37 38 38 38 47 47 47 48 a8 48 57 57 57 58 58 58

39 39 39 40 40 40 49 49 49 50 50 50 59 59 59 60 60 60

Abbildung 5:

Excel-Tabellen Ubersicht zur Identifikation der einzelnen Proben des TMA-

Derrayers
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2.2.2  Immunhistochemische Methode

In der vorliegenden Studie wurden die Proteine SERPIN B2, Ki-67 sowie EGFR untersucht.
Zur Detektion der Expression dieser Proteine wurde fiir jedes eine individuelle Firbereaktion

angewandt, welche auch unterschiedliche Positivkontrollen enthielt. Die genauen Angaben

hierzu stellt Tabelle 5 dar.

Tabelle 5: Angaben zu Firbungen der verschiedenen untersuchten Proteine

Antikorper | Isotyp | Klon Firma Konzentration | Positivkontrolle
anti- Rabbit | 5B7 Ventana/Roche | ca. 0,4pg/ml Tonsille
EGFR mono-
clonal
anti- Rabbit | EPR22924- | Abcam ca. 0,121pug/ml | Tonsille
Serpin-B2 | mono- 56
clonal
anti-Ki-67 | Rabbit | 30-9 Ventana/Roche | ca. 2ug/ml Tonsille
mono-
clonal
223  QuPath

Fir die digitale Auswertung der oben beschriebenen TMAs wurde die Bildanalysesoftware
QuPath verwendet. QuPath ist eine Open-Source-Software fir Biobildanalysen in der digitalen
Pathologie zur Analyse von Objekttrigern. Insbesondere durch die Moglichkeit der Anfertigung
spezifischer Auswertungs-Algorithmen ist eine strukturierte Analyse komplexer Gewebebilder
wie bspw. von Tumorgeweben auch in grof3er Zahl moglich [76].

Fir die Auswertung in QuPath wurden die oben beschriebenen TMAs als TIF- und teilweise
auch als BIF-Dateien genutzt. Die Analyse wurde auf einem Apple MacBookAir 2020, M1 Chip,
16 GB RAM und 13,3 Retina Display mit nativer Auflésung von 2560 x 1600 Pixel bei 227 ppi
durchgefihrt.
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Durchfihrung

1. Fir jedes Markerprotein wurde in QuPath ein Projekt erstellt. Diesem Projekt wurden
alle Bilddateien hinzugefiigt, welche die TMAs der Primirtumorproben, der

Rezidivtumorproben und der Lymphknoten-Metastasen beinhalteten.

2. Im nichsten Schritt wurde auf die insgesamt 5 TMAs pro Markerprotein das ,,TMA-
derrayer feature® angewandt. Hierdurch wurde ein Raster angelegt, in welchem jedes

Core einzeln angewihlt und im Nachgang analysiert werden konnte (Abb.7).

Abbildung 7: TMA-Derrayer nun mithilfe der Analyse-Software Qupath zur Auswertung in
ein Raster gelegt
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3. Als Nichstes wurden alle Cores eines TMAs angewihlt und das ,,cell detection feature®
angewandt. Das Programm detektierte jede einzelne Zelle je Core. Hierfiir konnten

vorab weitere Parameter wie bspw. die Hintergrundintensitit angepasst werden. In der

vorliegenden Studie wurden die Standard-Parameter beibehalten (Abb. 8).

500um

Abbildung 8: Feature Cell Detection durchgefthrt an einem beispielhaften Core eines
SERPIN B2 TMAs. Das linke Bild zeigt die unbearbeitete Tumorprobe, das
rechte Bild zeigt die detektierten Zellen, welche bisher nicht weiter klassifiziert
wurden.
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In den folgenden Schritten erfolgte die individuelle Arbeit je Protein.

4. Je Protein wurden sogenannte ,,annotations® erstellt. Es wurden Bereiche markiert, die
entweder lediglich Tumorzellen, Immunzellen, Stromazellen oder ggf. anderes Gewebe
oder Artefakte - genannt ,others” - enthielten. Diese Markierungen konnten als
sogenannter ,,object classifier” auf das gesamte Projekt angewandt werden und das

Programm errechnete ein Verhiltnis der vorliegenden Zellgewebe (Abb. 9).

Train object classifier

Object filter Detections (all) v

Classifier Random trees (RTrees) > Edit

Features All measurements N
Classes All classes N
Training Unlocked annotations v .

Load training (4) Advanced options

Live update |

Training data

@ Immune cells
@ stroma
@ Tumor
Other

Tumor
Core: E-8

16061.93, 11493.14 ym
173, 169, 161

Abbildung 9: Das Core aus der Abbildung zuvor wurde nun mithilfe der erstellten
»Annotations® hinsichtlich seiner Zellgewebe ausgewertet und zeigt zum
grofBten Teil Tumorzellen.

5. Dann wurde die sogenannte ,,cell intensity classification® bearbeitet. Hier wurden
Parameter der Firbeintensitit festgelegt. So konnte das Programm zwischen positiv und

negativ gefirbten Zellen unterscheiden (Abb. 10).

6. In einem letzten Schritt wurde aus ,,object classifier” und ,,cell intensity classification
ein Skript erstellt. Dieses wurde auf alle TMAs je Markerprotein angewandt. So konnte
jedes Core von QuPath anhand des Skriptes nach vorgegebenem Standard ausgewertet

werden. Die nachfolgende Abbildung 11 zeigt eine finale Auswertung,.
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Measurement Cytoplasm: DAB OD mean -

o e
Threshold 2+ O 0.3528
Threshold 3+ O 05014

0.00 025 050 0.75 1.00 125 150

| Single threshold
[ Log histogram

Cancel | | Apply

fSerpinB2_LTMA_70.tif - Series 0

717 ym
233

e [ 200 pm

Abbildung 10: Bearbeitung der Firbeintensitit eines Cores in QuPath mit Hilfe der
sogenannten "Cell intensitiy classification". Blau bedeutet, die Zellen haben
keine immunhistochemische Reaktion gezeigt, gelb Giber orange bis rot zeigen
aufsteigende Firbeintensitit im Sinne einer immunhistochemischen Reaktion.
Weiterhin erkennt man in griin gefirbt Stromazellen und in lila gefirbte
Immunzellen.

500pm

Abbildung 11: Vor vs. Nach der Auswertung des exemplarischen TMA-Cores von SERPIN
B2. Links zeigt das Core vor Auswertung, rechts zeigt die finale Auswertung in
QuPath mit der Unterscheidung in Tumorgewebe (blau, gelb, orange und rot)
und andere (bspw. Stromazellen in grin), sowie Zellen mit
immunhistochemischer Reaktion oder ohne (blau).
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2.2.4 Interpretation der immunhistochemischen Firbung

Am Ende der oben beschriebenen Bearbeitungsschritte errechnete QuPath auf Grundlage der
vorgegebenen Parameter separate Ergebnisse fur jedes Core. Fur jede vorher festgelegte
Zellkategorie — also Tumorzellen, Immunzellen und Stromazellen — wurde der prozentuale
Anteil der Zellen mit einer immunhistochemischen Reaktion angegeben. Als positiv, also mit
vorhandener Expression des jeweiligen Proteins werteten wir ein Core, wenn es einen
bestimmten Cutoff-Wert an immunhistochemischer Reaktion in Tumorzellen tberschritt.
Dieser Wert wurde je Markerprotein individuell errechnet. Wir entschieden uns, hierfiir den H-
Score als Maf3 zu nutzen anstelle einer rein prozentualen Auswertung. Der H-Score ist ein hdufig
genutzter Endpunkt zur Beurteilung immunhistochemischer Untersuchungen. Er errechnet
sich mithilfe eines vorgegebenen Algorithmus aus dem Verhailtnis positiv gefarbter Tumorzellen
zur Gesamtzahl der erkannten Tumorzellen, wobei die positiv gefirbten Zellen auch in
unterschiedliche Firbeintensititen unterteilt und gewichtet werden. Somit erfasst der H-Score
neben dem Anteil auch die Firbeintensitit des untersuchten Biomarkers. Er umfasst Werte
zwischen 0 und 300 [77]. Konkret ergab sich je Markerprotein ein Wert zwischen 0 und 300
durch Addition des Prozentsatzes der stark gefirbten Zellen (gewichtet mit 3), des
Prozentsatzes der miBig gefirbten Zellen (gewichtet mit 2) und des Prozentsatzes der schwach
gefirbten Zellen (gewichtet mit 1). Weitere Informationen fir die genaue Berechnung dieser
Cutoff-Grenzwerte wird im folgenden Abschnitt Gber die statistische Auswertung niher

beschrieben.

Die Bewertung der immunhistochemischen Reaktion von SERPIN B2 erfolgte dann als positiv,
wenn eine zytoplasmatische Firbung in epithelialen Tumorzellen beobachtet wurde. Positiv-
sowie Negativbeispiele hierfiir sind in Abbildung 12 dargestellt. Auf dieser Grundlage ergab sich

als Cutoff ein H-Score von 11.

Bei der immunhistochemischen Reaktion zwischen Ki-67 und dem gewihlten Antikorper zur
Detektion wurde eine nukledre Firbung in Tumorzellen als positiv bewertet. Der H-Score
konnte auf dieser Grundlage fir 117 festgelegt werden. Die Abbildung 13 stellt stark gefarbte

und wenig gefirbte Bereiche dar.

Die immunhistochemische Reaktion von EGFR zeigte das gefirbte Korrelat sowohl im
Zytoplasma als auch der Zellmembran (siche Abb.13). Der Cutoff-Wert fiir EGFR wurde bei

einem H-Score von 91 festgelegt.

Sobald eine Probe einen H-Score aufwies, welcher gréer oder gleich der genannten Grenzwerte

war, zihlte diese Gewebeprobe in die Gruppe SERPIN B2 bzw. Ki-67 bzw. EGFR

28



exprimierenden Tumorgewebes. Wie in den vorangegangenen Abschnitten bereits beschrieben

untersuchten wir lediglich die Tumorzellen. Firbereaktionen in bspw. Immunzellen wurden in

unserer Studie nicht beachtet.

Abbildung 12: Geringe Expression (links) vs. starke Expression (rechts) von SERPIN B2 in
immunhistochemisch untersuchten Tumorgewebeproben
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100pum

Abbildung 13: Geringe Expression (links) vs. starke Expression (rechts) von Ki-67 in
immunhistochemisch untersuchten Tumorgewebeproben

100pum
Abbildung 14: Geringe Expression (links) vs. starke Expression (rechts) von EGFR in

immunhistochemisch untersuchten Tumorgewebeproben
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2.3 Statistische Auswertung

Die deskriptiven Statistiken wurden anhand von Hiufigkeiten, Prozentsitzen, Medianen und
Spannen zusammengefasst. Kontinuierliche Daten werden als Mittelwert (SD) und Mediane mit

Interquartilsabstand (IQR) dargestellt.

Die Uberlebensanalysen wurden sowohl uni- als auch multivariat ausgewertet. Die Kaplan-
Meier-Methode wurde fur die Schitzung der Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien
Uberlebens (pr DFS) und des Gesamtiiberlebens (pr OS) verwendet. Die univariate Analyse
wurde durch den Vergleich der Gruppen mit dem Log-Rank-Test durchgefithrt. Die Schonfeld-

Residuen wurden aufgetragen, um die Proportionalititsannahme zu tiberprifen.

Fir jede Methode zur Schitzung des Cutoff-Punktes generiert die Anwendung ein Histogramm,
ein Kaplan-Meier-Diagramm und berechnet das Hazard Ratio, Konfidenzintervalle und p-
Werte. Die Schitzung der Cutoff-Punkte erfolgte mit Hilfe des Pakets "rolt", das fiir die Suche
nach optimalen Zwei-Gruppen-Splits auf der Grundlage eines Uberlebensergebnisses

verwendet wird (Funktion "rhier"). Es wurden Median-Cutoff-Punkte verwendet.

Kaplan-Meier-Diagramme wurden mit einer Kombination der Pakete "sutrvival", "survminer",
"goplot2" und "plotly" erstellt. Das Gefihrdungsverhiltnis, die Konfidenzintervalle und die p-

Werte wurden mit der Funktion "coxph" aus dem Survival-Paket geschitzt.

Alle Tests waren 2-teilig und die Signifikanz wurde auf p<0,05 gesetzt. Alle Schitzungen wurden
mit 95% Konfidenzintervallen (CI) angegeben. Alle Analysen wurden mit dem R Core Team
(2023) durchgefihrt.

2.4 Ethik

Bei Aufnahme in die Studie unterzeichneten alle Teilnehmer eine Einverstindniserkliarung. Sie
erklirten sich mit Erfassung und anonymen Verarbeitung ihrer Daten fiir die wissenschaftliche

Forschung einverstanden. Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkomission der

Universitit zu Libeck genehmigt (ID: 12-079A).
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv umfasste wie bereits dargelegt insgesamt 94 Patienten, welche zwischen
1992 und 2019 mit einem nicht-metastasierten Primartumor eines Plattenepithelkarzinoms der
Mundhéhle in der Mund-, Kiefer-, und Gesichtschirurgie der Universitit zu Libeck
diagnostiziert wurden und die weiteren in Kapitel 2.1.1 genannten Einschlusskriterien erfillten.
Tabelle 6 stellt weitere demografische und klinische Merkmale des untersuchten

Patientenkollektivs dar.

Tabelle 6: Demografische und klinische Merkmale des vorliegenden Patientenkollektivs

Variable N=9%
Alter (in Jahren) 62 (52, 71)!
Geschlecht
Weiblich 30 (32%)
Minnlich 64 (68%)
CCI
0 59 (63%)
1< 34 (37%)
Unbekannt 1
Rauchen
Ehemals oder aktiv 69 (78%)
Nie 20 (22%)
Unbekannt 5
Alkoholkonsum
Exzessiv 52 (60%)
Nie oder moderat 35 (40%)
Unbekannt 7

Tumor Staging

fT1 24 (26%)
T2 16 (18%)
T3 10 (11%)
T4 28 (31%)
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Variable N =94

tTx 13 (14%)

Unbekannt 3
Lymphknoten Staging

tN+/x 63 (68%)

tNO 29 (32%)

Unbekannt 2

Lokalisation des Rezidivtumors

Anteriore Zunge 11 (12%)
Wange/ Vestibulum/ Retromolar 13 (14%)
Mundboden 39 (41%)
Lippe 2 (2.1%)
Lokoregionire Lymphknoten 15 (16%)
Oropharynx 11 (12%)
Gaumen 3 (3.2%)
Patienten mit Eintreten eines Ereignisses 76 (81%)
Tod 67 (71%)

iMedian (IQR); n (%)

Das mediane Alter der untersuchten Patientenkohorte lag bei 62 Jahren, mit einem

Interquartilsabstand von 52 bis 71 Jahren.

32% der Patienten waren weiblich, 68% mainnlich. Die Auswertung des Charlson-
Komorbidititsindex ergab bei 59 (63%) Patienten einen Wert von 0, bei 34 (37%) der Patienten
einen Wert von mindestens 1. Der groBBere Teil der Kohorte wies demnach keine erheblichen

Komorbiditaten vor.

Eine Auswertung der haufigsten Risikofaktoren zeigte, dass 69 (78%) Patienten aktive oder
chemalige Raucher waren. 20 (22%) Patienten hatten nie geraucht, bei 5 Patienten gab es keine
Angabe zum Raucherstatus. 52 (60%) Patienten betrieben einen exzessiven Alkoholkonsum, 35
(38%) Patienten beschrieben einen moderaten oder enthaltsamen Alkoholkonsum bzw. hatten

nie getrunken. Bei 7 Patienten fehlte eine Angabe zum Alkoholkonsum.

Weiterhin gab es unterschiedliche den Tumor beschreibende Daten im Rahmen des TNM-
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Stadiums. 24 (26%) Patienten wiesen eine TumorgroéBe im rT1-Stadium, 16 (18%) im rT2-
Stadium, 10 (11%) im ¢T3 Stadium und 28 (31%) im 1rT4-Stadium vor. Bei 13 (14%) Patienten
war die TumorgroBe nicht ausreichend beurteilbar und bei 3 Patienten unbekannt. Insgesamt

63 (68%) Patienten hatten mindestens eine Lymphknotenmetastase.

In der vorliegenden Studie beschiftigten wir uns mit dem Rezidivverhalten von
Mundhoéhlenkarzinomen. Die Lokalisation des Rezidivtumors war in den meisten Fillen, also
bei 39 (41%) Patienten im Mundboden zu finden, gefolgt von 15 (16%) Patienten mit Rezidiv
in lokoregioniren Lymphknoten, bei 13 (14%) Patienten in Wange, Vestibulum oder der
Retromolarregion, bei 11 (12%) Patienten im Bereich der anterioren Zunge oder des
Oropharynx, bei 3 (3,2%) Patienten im Gaumen und nur bei 2 (2,1%) Patienten im Bereich der

Lippen.

Insgesamt hatten 76 (81%) Patienten bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes ein Eintreten
eines der untersuchten Endpunkte (Tod, 2. Rezidiv). 67 (71%) Patienten verstarben bis zum

Ende des Untersuchungszeitraumes.

3.2 Ergebnisse der Untersuchung von SERPIN B2

In der hier zugrundeliegenden Studie erfolgte die Nachuntersuchung der Patienten innerhalb
der 5-Jahres-Tumornachsorge. Als Endpunkte wurde das Eintreten eines Rezidivs oder der Tod

festgelegt. Wir untersuchten das Gesamtuberleben nach dem Auftreten des ersten Rezidivs.

Tabelle 7 zeigt eine deskriptive Analyse des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens und des post-
Rezidiv Uberlebens mit SERPIN B2- Uber- und Unterexpression. Die Festlegung des

Grenzwertes der Markerexpression erfolgte mit Hilfe des H-Scores von 11.

Insgesamt verstarben von 94 Patienten 67 (71%) innerhalb des Untersuchungszeitraumes. Von
diesen 67 verstorbenen Patienten zihlten 27 (59%) in die Gruppe der SERPIN B2-
tberexprimierenden Tumoren (H-Score >= 11). Hingegen zihlten 40 (83%) Patienten zéihlten

in die Gruppe der SERPIN B2-unterexprimierenden Tumoren (H-Score < 11).

Weiterhin differenzierten wir die Todesursache nach einem krebsspezifischen Sterben und dem
Tod anderer Ursache. Von 67 Patienten verstarben 57 infolge der untersuchten
Krebserkrankung. Hiervon zihlten 27 (59%) in die SERPIN B2-tiberexprimierende Gruppe, 30
(63%) in die SERPIN B2-unterexprimierende Gruppe. 10 (11%) Patienten verstarben an

anderer Ursache. All diese Patienten zdhlten in die SERPIN B2-unterexprimierende Gruppe.
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Von den 94 Patienten der Studienkohorte entwickelten 31 (33%) ein zweites Rezidiv. Hiervon
zihlten 18 (39%) Patienten in die SERPIN B2-tberexprimierende Gruppe und 13 (27%) in die
SERPIN B2-unterexprimierende Gruppe.

Insgesamt gelten 18 (19%) Patienten als zensiert, da keiner der festgelegten Endpunkte eintrat.

Tabelle 72 Deskriptive Analyse des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens, sowie des post-
Rezidiv-Uberlebens mit SERPIN B2 Uber- und Unterexpression

Rezidivtumor SERPIN-B2 H-Scote
Variable Gesamt, N = 94 <_11’8N B >1141é\1 B
Tod gesamt
Lebend oder zensiert 27 (29%) 8 (17%) 19 (41%)
Tod 67 (71%) 40 (83%) 27 (59%)
Todesursache
Lebend oder zensiert 27 (29%) 8 (17%) 19 (41%)
Tod infolge der 57 (61%) 30 (63%) 27 (59%)
Krebserkrankung
Tod anderer Ursache 10 (11%) 10 (21%) 0 (0%)

Krankheitsfreies Ubetleben nach
dem 1. Rezidiv

Zensiert 18 (19%) 5 (10%) 13 (28%)
Tod infolge der 36 (38%) 21 (44%) 15 (33%)
Krebserkrankung

Tod anderer Ursache 9 (9.6%) 9 (19%) 0 (0%)
Lokoregionires Rezidiv 31 (33%) 13 (27%) 18 (39%)

3.2.1  Ubetlebensanalyse nach dem Rezidiv

Um zu beurteilen, ob sich das Gesamtiiberleben nach Rezidiv eines OSCC unterscheidet, je
nachdem ob eine SERPIN B2-Expression innerhalb der festgelegten Grenzwerte vorlag oder

nicht, fihrten wir eine Analyse nach dem Kaplan-Meier Verfahren durch.

Abbildung 15 stellt dies graphisch dar. So konnten wir zeigen, dass Patienten mit einer
Expression von SERPIN B2 oberhalb des festgelegten Grenzwertes (H-Score >= 11) im
Vergleich zur Gruppe derer mit Expression von SERPIN B2 unter dem Grenzwert (H-Score
< 11) ein signifikant besseres post-Rezidiv-Uberleben innerhalb des Untersuchungszeitraumes
zeigten (p = 0,0027). Auch zeigten Patienten mit einer erhéhten SERPIN B2 Expression ein
signifikant verbessertes post-Rezidiv-krankheitsfreies Ubetleben (p = 0,0035) wie Abbildung 16

darstellt.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier Uberlebenskurve des post-Rezidiv-Gesamtiibetlebens (OS) von

Patienten mit einem OSCC Rezidivtumor stratifiziert nach Cutoff der
Expression von SERPIN B2
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Abbildung 16: Kaplan-Meier Uberlebenskurve des post-Rezidiv-krankheitsfreien Ubetlebens
(DES) von Patienten mit einem OSCC Rezidivtumor stratifiziert nach Cutoff

der Expression von SERPIN B2

37



3.2.2  Multivariate Analyse

Zusitzlich zu der bereits beschriebenen univariaten Analyse im Rahmen des Kaplan-Meier
Verfahrens war auch der potenzielle Einfluss weiterer Variablen (Alter, CCI-Score,

Tumorgrofie, Lymphknotenstatus) auf das Gesamtiiberleben von Interesse.

Wir fihrten eine multivariate Analyse nach dem Cox-Regressionsmodell durch. Hierdurch
konnte jeweils der Einfluss einer einzelnen Variable auf das post-Rezidiv-Gesamtiiberleben

beurteilt werden, wihrend gleichzeitig der Einfluss anderer Variablen berticksichtigt wurde.

Diese Analyse erfolgte in Hinblick auf das post-Rezidiv-Gesamtiiberleben (OS) und auch auf
das post-Rezidiv-krankheitsfreie Uberleben (DFS).

Tabelle 8 zeigt nun, dass das post-Rezidiv-Uberleben innerhalb der Gruppe der SERPIN B2-
tberexprimierenden Tumoren unter Berticksichtigung der genannten weiteren Variablen nicht
signifikant unterschiedlich ist. Die Patienten der SERPIN-B2-tberexprimierenden Gruppe
zeigten weder ein signifikant verindertes post-Rezidiv-Gesamtiberleben (HRos = 0,61; pos
=0,075), noch ein signifikant verindertes post-Rezidiv-krankheitsfreies Uberleben (HRprs =
0,65; pors = 0,1).

Die Sterberate von Patienten mit einem grof3en Tumor (rT4) war im Vergleich zu denjenigen
mit einem kleinen Tumor (rT1) 3,84fach so hoch und damit um 284% hoéher (HR = 3,84; p =
0,001). Auch hatten diese Patienten ein signifikant schlechteres post-Rezidiv-krankheitsfreies
Uberleben (HR = 2,71; p = 0,005).

Patienten mit dem Vorliegen von Komorbidititen, bemessen anhand eines Charlson-
Komorbidititsindex von groBer 1, zeigten ebenso keinen signifikanten Unterschied in post-

Rezidiv-Gesamtiibetleben und -krankheitsfreiem Uberleben.

Sowohl das Sterberisiko als auch das Risiko des Eintretens eines Rezidivs zeigten bei steigendem
Patientenalter bei Erstdiagnose keinen signifikanten Unterschied (HRos = 1; pos = 0,5; HRprs
= 1,01, Pprs = 0,2)
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Tabelle 8:  Multivariate Analyse - Einfluss verschiedener Variablen und SERPIN B2 auf das
Gesamtiiberleben (OS) und das krankheitsfreie Uberleben (DFS) nach Rezidiv
eines OSCC. Signifikante Werte sind fett markiert.

Rezidiv (O DFS

HR! 95%CI? p-Wert HR! 95%CI? p-Wert
Variable

1 0.99, 0.5 1.01 1.00, 0.2
Alter 1.01 1.02
CCI-Score
0 ) ) _ _

1.13 0.64, 0.7 1.37 0.80, 0.3
1< 2.01 2.36
T-Stadium
rT1 - - _ _

3.97 1.55, 0.004 3.64 1.58, 0.002
T2 10.2 8.37

5.62 2.04,1 <0.001 2.97 1.19, 0.019
T3 7.40

3.84 1.72, 0.001 2.71 1.35, 0.005
T4 8.58 5.44

2.37 0.94, 0.069 2.27 0.99, 0.054
rTx 5.98 5.24
N-Stadium
tNO — — — —
N+/x 2.88 1.51, 0.001 1.84 1.04, 0.038

5.50 3.28

SERPIN B2 H-Score
<=11 _ _ _ _

0.61 0.36, 0.075 0.65 0.39, 0.1
>11 1.05 1.09

HR' = Hazard Ratio, CI* = Confidence Interval
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3.3 Ergebnisse der Untersuchung von Ki-67

Ebenso wie fir SERPIN B2 untersuchten wir den Einfluss der Expression von Ki-67 auf das
post-Rezidiv-Gesamtiiberleben ~ von  Patienten mit einem  Rezidivtumor  eines

Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle.
Der H-Score zur Bestimmung des Grenzwertes der Ki-67-Expression wurde auf 117 festgelegt.

Wie bereits beschrieben verstarben innerhalb der untersuchten Kohorte von 94 insgesamt 67
(71%) Patienten. Von diesen wiesen 32 (68%) keine Ki-67-Expression vor, 35 (74%) hingegen
schon. Innerhalb beider Gruppen verstarben die meisten Patienten infolge der untersuchten
Krebserkrankung. 15 (32%) Patienten der Ki-67-unterexprimierenden Gruppe entwickelten
innerhalb der Nachbeobachtungszeit ein zweites Rezidiv. In der Gruppe Ki-67-

tberexprimierender Tumoren waren es 16 (34%) Patienten. Diese und weitere Ergebnisse stellt

Tabelle 9 dar.

Tabelle 9:  Deskriptive Analyse des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens sowie des post-
Rezidiv-Uberlebens mit Ki-67-Uber- und Unterexpression

Rezidivtumor Ki-67 H-Score
Variable Gesamt, N = 94 <_11’7N B >1141;\I B
Tod gesamt
Lebend oder zensiert 27 (29%) 15 (32%) 12 (26%)
Tod 67 (71%) 32 (68%) 35 (74%)
Todesursache
Lebend oder zensiert 27 (29%) 15 (32%) 12 (26%)
Tod infolge der 57 (61%) 28 (60%) 29 (62%)
Krebserkrankung
Tod anderer Ursache 10 (11%) 4 (8.5%) 6 (13%)

Krankheitsfreies Ubetleben nach
dem 1. Rezidiv

Zensiert 18 (19%) 11 (23%) 7 (15%)
Tod infolge der 36 (38%) 17 (36%) 19 (40%)
Krebserkrankung

Tod anderer Ursache 9 (9.6%) 4 (8.5%) 5 (11%)
Lokoregionires Rezidiv 31 (33%) 15 (32%) 16 (34%)

3.3.1  Ubetlebensanalyse nach dem Rezidiv

Der Vergleich der Ki-67-tiberexprimierenden Gruppe (H-Score >= 117) und der Ki-67-
unterexprimierenden Gruppe (H-Score < 117) zeigte keinen signifikanten Unterschied im post-

Rezidiv-Gesamtiiberleben und im -krankheitsfreien Ubetleben. Dies stellt die Kaplan-Meier

Kurve in Abbildung 17 und 18 dar (p = 0,8 bzw. 0,82).
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Abbildung 17: Kaplan-Meier Uberlebenskurve des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens (OS) von
Patienten mit einem OSCC Rezidivtumor stratifiziert nach Cutoff der

Expression von Ki-67
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Abbildung 18: Kaplan-Meier Uberlebenskurve des post-Rezidiv-krankheistfreien Uberlebens
(DES) von Patienten mit einem OSCC Rezidivtumor stratifiziert nach Cutoff

der Expression von Ki-67

3.3.2 Multivariate Analyse

In der multivariaten Analyse — dargestellt in Tabelle 10 - wurden die Variablen Alter, CCI-Score,
T-Stadium, Lymphknotenstatus und diesmal die Ki-67-Expression analysiert. Auch hier zeigt
sich in Anlehnung an die vorausgegangene univariate Analyse kein signifikanter Unterschied bei
Expression von Ki-67 sowohl in Bezug auf das post-Rezidiv-Gesamtiiberleben als auch in
Bezug auf das post-Rezidiv-krankheitsfreie Uberleben (HRos = 1,20; pos = 0,5; HRprs = 1,16;
pors = 0,0).

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich lediglich in Bezug auf die Tumorgrée. So haben auch
bei Vorliegen einer Ki-67-Expression Tumoren mit dem Stadium 1T4 eine signifikant um den
Faktor 4,43 héhere Sterberate und auch ein signifikant schlechteres krankheitsfreies Uberleben

um den Faktor 3,07 nach Rezidiv (HRos = 4,43; pos = <0,001; HRpes = 3,07; pors = 0,002).
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Tabelle 10:  Multivariate Analyse - Einfluss verschiedener Variablen und Ki-67 auf das
Gesamtiiberleben (OS) und das krankheitsfreie Uberleben (DFS) nach Rezidiv
eines OSCC. Signifikante Werte sind fett markiert.

Rezidiv oS DFS
Variable HR' 95%CI* p-Wert HR' 95%CI*  p-Wert
Alter 1.01 1.0, 0.3 1.01 1.00, 0.14
1.02 1.02
CCI-Scotre
0 - _ _
1< 0.98 0.56, >0.9 1.21 0.71, 0.5
- 1.72 2.06
rT-Stadium
rT1 _ — — —
T2 5.05 1.97, <0.001 4.71 2.10, <0.001
12.9 10.6
T3 6.15 2.20, <0.001 3.23 1.27, 0.014
17.2 8.22
T4 4.43 1.99, <0.001 3.07 1.53, 0.002
9.84 6.15
Tx 2,76 1.11, 0.028 2.47 1.08, 0.032
6.85 5.65
tN-Stadium
NO R — — —
2.84 1.48, 0.002 1.92 1.08, 0.027
N+/x 5.44 3.42
Ki-67 — H-Score
<=117 R — — —
117 1.20 0.72, 0.5 1.16 0.71, 0.6
2.01 1.89

HR' = Hazard Ratio, CI* = Confidence Interval

3.4 Ergebnisse der Untersuchung von EGFR

Auch fur die Expression von EGFR erfolgte die Analyse nach dem bereits beschriebenen

Vorgehen. Tabelle 11 zeigt die deskriptive Analyse. Der H-Score wurde auf 91 festgelegt.

Von 67 insgesamt verstorbenen Patienten hatte der uberwiegende Anteil Tumore, welche
EGFR dberexprimierten (H-Score > 91: 35 (74%) Patienten; H-Score <=91: 32 (68%)
Patienten). Der groflere Anteil der verstorbenen Patienten in beiden Vergleichsgruppen hatte
ein krebsspezifisches Versterben (H-Score > 91: 30 (64%) Patienten; H-Score <= 91: 27 (57%)
Patienten). In der Gruppe der EGFR-tberexprimierenden Tumore entwickelten 13 (28%)
Patienten ein zweites Rezidiv, in der Gruppe EGFR-unterexprimierender Tumore waren es 18

(38%) Patienten.
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Tabelle 11:  Deskriptive Analyse des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens, sowie des post-
Rezidiv-Uberlebens mit EGFR-Uber- und Unterexpression

Rezidiv EGFR H-Score
Variable Gesamt, N = 94 <_9i’7N B >91417N B
Tod gesamt
Lebend oder zensiert 27 (29%) 15 (32%) 12 (26%)
Tod 67 (71%) 32 (68%) 35 (74%)
Todesursache
Lebend oder zensiert 27 (29%) 15 (32%) 12 (26%)
Tod infolge der 57 (61%) 27 (57%) 30 (64%)
Krebserkrankung
Tod anderer Ursache 10 (11%) 5 (11%) 5 (11%)

Krankheitsfreies Ubetleben nach
dem 1. Rezidiv

Zensiert 18 (19%) 7 (15%) 11 (23%)
Tod infolge der 36 (38%) 17 (36%) 19 (40%)
Krebserkrankung

Tod anderer Ursache 9 (9.6%) 5 (11%) 4 (8.5%)
Lokoregionires Rezidiv 31 (33%) 18 (38%) 13 (28%)

3.4.1 Ubetlebensanalyse nach dem Rezidiv

Auch die Expression von EGFR oberhalb des festgelegten Grenzwertes (H-Score >= 91) zeigte
mit einem p-Wert von 0,5 keinen signifikanten Unterschied im post-Rezidiv-Gesamtiiberleben
oder krankheitsfreien Uberleben (p = 0,63) nach Rezidiv verglichen mit der EGFR-
unterexprimierenden Kontrollgruppe (H-Score < 91) (Abb.19 und Abb.20).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier Uberlebenskurve des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens (OS) von

Patienten mit einem OSCC Rezidivtumor stratifiziert nach Cutoff der

Expression von EGFR
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Abbildung 20: Kaplan-Meier Ubetlebenskurve des post-Rezidiv-krankheitsfreien Ubetlebens
(DES) von Patienten mit einem OSCC Rezidivtumor stratifiziert nach Cutoff

der Expression von EGFR

3.4.2  Multivariate Analyse

Die Ergebnisse der multivariaten Analyse bezogen auf die Expression von EGFR édhneln denen
der Expression von Ki-67. In Tabelle 12 wird dargelegt, dass sich ein signifikanter Unterschied
des post-Rezidiv-Gesamtiiberlebens und des -krankheitsfreien Uberlebens lediglich bei der
Tumorgrofle zeigt. So haben auch hier Patienten mit gréBeren Tumoren ein signifikant
schlechteres Uberleben und ein verringertes krankheitsfreies Uberleben nach Rezidiv.
Insgesamt zeigte sich kein signifikanter Unterschied im post-Rezidiv-Gesamtiberleben und im

post-Rezidiv-krankheitsfreien Uberleben bezogen auf die EGFR-Expression.
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Tabelle 12:  Multivariate Analyse - Einfluss verschiedener Variablen und der Expression von
EGFR auf das Gesamtiiberleben (OS) und das krankheitsfreie Uberleben (DFS)
nach Rezidiv eines OSCC. Signifikante Werte sind fett markiert.

Rezidiv oS DFS

Variable HR'  95%CI* p-Wert HR' 95%CI>  p-Wert

Alter 1.00  0.99, 0.4 1.01 1.00, 1.01
1.02 1.02

CCI-Scotre

0 - - _ _

| < 1.00 0.57, >0.9 1.23 0.73, 0.4

- 1.75 2.09

rT-Stadium

rT1 — — — —

12 486 1.89, 0.001 5.12 2.25, <0.001
12.5 11.6

T3 591 210, <0.001 3.61 1.41, 0.007
16.6 9.23

T4 436 194, <0.001 3.46 1.68, <0.001
9.79 7.11

Tx 276 111, 0.029 2.73 1.19, 0.018
6.86 6.30

tN-Stadium

rNO — — — —

2.88  1.50, 0.001 2.88 1.50, 0.001

N+/x 5.51 5.51

EGFR — H-Score

<=91 — — — —

~01 0.94  0.56, 0.8 0.94 0.56, 0.8
1.58 1.58

HR' = Hazard Ratio, CI* = Confidence Interval
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4 Diskussion

Eine wichtige Entwicklung in der Krebstherapie ist die Einfihrung von Immuntherapien. Wie
bereits in der FEinleitung beschrieben bestehen die kurativen Therapieansitze des
Plattenepithelkarzinoms der Mundhdéhle zum aktuellen Zeitpunkt aus traditionellen Therapien,
wie der chirurgischen Therapie, Strahlentherapie und der Chemotherapie. Nachteile sind in der
chirurgischen Therapie, dass es sich um einen begrenzten und traumatischen Eingriff handelt,
welcher auf die primire Lision anwendbar ist, gleichwohl auf metastatische Krebszellen oder
Krebszellen im Blutkreislauf keinen Einfluss hat [78]. Die Strahlentherapie zerstort die DNA-
Kette von Krebszellen, um eine lokale Behandlung von Tumorwachstum zu erzielen. Hierbei
sind meist lange Behandlungszyklen notwendig, welche insgesamt die Kérperfunktionen und
die Immunabwehr schwichen und eine Vielzahl von Nebenwirkungen mit sich bringen [79].
Bei der Chemotherapie handelt es sich um eine medikamentése Behandlung, die nur
eingeschrinkt selektiv ist und so ebenfalls zahlreiche Nebenwirkungen mit sich bringt.
Weiterhin kann die Behandlungsmoglichkeit der Chemotherapeutika durch resistente
Krebszellen erschwert werden [80]. Diese traditionellen Therapiemdglichkeiten fithren
vorwiegend zur Einddmmung des Tumors, beheben hingegen jedoch weniger das Problem des
Wiederauftretens und der Metastasierung. Insbesondere beim oralen Plattenepithelkarzinom ist
allerdings das Auftreten von Rezidivtumoren der hiufigste Grund fir ein tumorbedingtes
Versterben [3]. Immuntherapien haben zum Ziel, effizient und selektiv gegen Tumorwachstum
zu wirken. Gleichzeitig sollen sie eine geringere allgemeine Toxizitit aufweisen und dadurch
eine bessere Lebensqualitit fir die Patienten gewihrleisten [81]. Die Tumorimmuntherapie
wurde 2013 von der Zeitschrift Science aufgrund ihrer herausragenden Wirksamkeit und

Innovationskraft als bedeutendster wissenschaftlicher Durchbruch gewtrdigt [82].

Verschiedene immuntherapeutische Ansitze haben in der palliativen Behandlung von
Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle bereits eine zentrale Bedeutung erlangt. So wurden
bereits mehrere Antikérper in die Empfehlungen der aktuellen Behandlungsleitlinie von 2021

aufgenommen.

Cetuximab ist als monoklonaler Antikérper gegen EGFR seit 2004 in Europa von der
European-Medicines-Agency (EMA) zugelassen und findet aktuell in der Therapie des
Kolonkarzinoms, aber auch des Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle Einsatz [83]. Seit 2012
wird Cetuximab in Kombination mit platinhaltiger Chemotherapie und 5-Fluoruracil
(EXTREME-Schema) als palliative Erstlinientherapie auch von der Leitlinie der Behandlung
des oralen Plattenepithelkarzinoms empfohlen. Auch die Monotherapie mit Cetuximab wird

empfohlen, allerdings lediglich fiir Patienten mit reduziertem Allgemeinzustand, da eine
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Kombinationschemotherapie eine héhere Toxizitit bedeutet. Andere Antikérper gegen EGFR
wie bspw. Panitumumab konnten nicht die gleiche Effektivitit aufzeigen und waren

vergleichsweise zu toxisch [3].

Ein weiterer von der aktuellen Leitlinie empfohlener Antikérper ist Pembrolizumab. Bei
Pembrolizumab handelt es sich um einen Checkpoint-Inhibitor, ein gegen den PD-1-Rezeptor
gerichteten Antikorper. Der PD-1 Rezeptor (programmed cell death 1) ist ein Membranrezeptor
von T-Zellen. Binden die Liganden PD-L1 oder PD-L2, die physiologisch, aber auch von
einigen Krebszellen exprimiert werden, an diesen Rezeptor, dann wird eine immunologische
Antwort gehemmt. Durch Blockade dieses Rezeptors hindert Pembrolizumab die Ausschaltung
dieser Immunzellen und férdert so die korpereigene Immunantwort gegen das Tumorwachstum
[84]. Vor einer Behandlung mit Pembrolizumab wird zunichst anhand des sogenannten CPS-
Scores der Anteil an PD-L1-exprimierenden Tumor- und Immunzellen bestimmt. Bei positivem
CPS-Score (CPS 21) wird Pembrolizumab als Erstlinienmonotherapie oder in Kombination mit
platinhaltigem Chemotherapeutikum und 5-Fluoruracil eingesetzt [3]. B. Burtness et al.
verglichen 2019 in einer groBen Phase III-Studie mit 882 Patienten die Therapie mit
Pembrolizumab oder Cetuximab jeweils in Kombination mit Chemotherapie beim rezidivierten
oder metastasierten Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals Bereich, wovon 30% der Patienten
zur  Subgruppe des Mundhohlenkarzinoms —zihlten. Insgesamt verbesserte —die
Kombinationstherapie mit Pembrolizumab das Gesamtiiberleben im Vergleich zur Therapie
mit Cetuximab um 2,3 Monate (13,0 vs. 10,7 Monate). Patienten mit einem CPS-Score von 20
zeigten einen Vorteil von 3,7 Monaten, Patienten mit einem CPS-Score von 1 zeigten einen
Ubetlebensvorteil von 3,2 Monaten. Die Hiufigkeit von Nebenwirkungen beider Therapien war
vergleichsweise gleich (Nebenwirkungen Grad 3 mit Pembrolizumab 85%, mit Cetuximab
83%). Das progressionsfreie Uberleben wurde durch die Therapie mit Pembrolizumab nicht

verbessert [3, 85].

Eine weitere Empfehlung spricht die Leitlinie von 2021 fir Nivolumab als Zweitlinientherapie

aus. Hierbei handelt es sich ebenfalls um einen Antikérper gegen den PD-1-Rezeptor [3, 43].

Ziel der vorliegenden Studie war es, an diese bereits etablierten immunologischen Kenntnisse
und noch neuartigen therapeutischen Ansitze anzuknupfen. Wie bereits erwihnt spielt das
Rezidivverhalten beim oralen Plattenepithelkarzinom eine entscheidende Rolle, da hiufig
Rezidivtumoren entstehen (in 20% der Fille) und diese wiederum Hauptgrund fiir
tumorbedingtes Versterben sind [3]. Wir untersuchten also das Gesamtiberleben (OS) sowie
das krankheitsfreie Uberleben (DFS) nach Auftreten eines Rezidivtumors in Abhingigkeit der

Expression der drei in dieser Arbeit niher betrachteten Markerproteine. SERPIN B2 ist dabei
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ein noch recht unbekanntes Markerprotein, Ki-67 ein bereits sehr gut erforschter
Proliferationsmarker mit bisher nur geringfigiger Rolle beim Plattenepithelkarzinom der
Mundhoéhle und EGFER ein bereits etabliertes Arbeitstier in der Therapie des fortgeschrittenen

oralen Plattenepithelkarzinoms.

Die vorliegende Studie zeichnet sich durch die prospektive Erfassung der klinischen Endpunkte
und tumor- und therapiebezogenen Daten aus, welche mithilfe der internen Tumordatenbank
der Klinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universititsklinikums Schleswig-

Holstein, Campus Liibeck, durchgefithrt werden konnte.

4.1 SERPIN B2

SERPIN B2 (PAI-2) wird wie in der Einleitung bereits beschrieben auch als ,,unentschlossenes
Serpin® bezeichnet, da seine physiologische Rolle noch nicht eindeutig identifiziert werden
konnte. Beschrieben ist, dass SERPIN B2 hiufig in bosartigen Geweben exprimiert wird. Eine
hohe SERPIN B2-Expression wird fiir solide Krebsarten wie Brust- und
Bauchspeicheldrisenkrebs mit einer gunstigen Prognose in Verbindung gebracht. Bei
Gebarmutter-, Fierstock- und Darmkrebs ist eine hohe SERPIN B2 Expression allerdings mit
einer schlechten Prognose verbunden [57, 86]. Oft ist auerdem unklar, ob das Tumorverhalten
durch SERPIN B2 beeinflusst wird, welches von Tumorzellen exprimiert wird, oder ob es
mutiertes SERPIN B2 ist, welches von infiltrierenden Zellen wie Makrophagen oder

Fibroblasten exprimiert wird [87].

Insgesamt ist belegt, dass SERPIN B2 iber das sog. uPA-System (Urokinase-Plasminogen-
Aktivator) Tumorwachstum, Angiogenese, Adhidsion und auch Invasion von Krebszellen
beeinflusst [88]. Versuche mit menschlichen Tumorzelllinien, die menschliches SERPIN B2
exprimieren und in immundefiziente Mause eingepflanzt wurden, deuten darauf hin, dass die
SERPIN B2-Expression in Tumorzellen die uPA-abhingige Migration, Invasion und
Metastasierung hemmt [89-91]. Insgesamt zeigen sich aber unterschiedliche und gegensitzliche

Einflusse von SERPIN B2 je nach Verwendung der Krebszelllinie [54, 57].

Um die Rolle von SERPIN B2 vornehmlich in Bezug auf die Onkogenese detaillierter zu
identifizieren sind weitere Untersuchungen notwendig. Dabei war fir uns insbesondere der

Einfluss auf das Plattenepithelkarzinom im Mund von Interesse.

Baker et al. untersuchte in der Studie ,,Plasminogen activator system in oral squamous cell
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carcinoma® von 2007 die Konzentration verschiedener Komponenten des bereits genannten
Plasminogen-Aktivator-Systems (uPA-System) in Tumor-, sowie in Normalgewebe bei oralem
Plattenepithelkarzinom. An 38 Gewebepaarproben wurde mit Hilfe von enzyme-linked
immunosorbant Assay (ELISA) die Konzentration von insgesamt finf Komponenten
bestimmt. Hierzu zihlte neben SERPIN B2 (PAI-2), das auch Gegenstand der vorliegenden
Untersuchung war, zusitzlich uPA, tPA, uPAR und PAI-1. Aufler fir tPA wiesen alle
Komponenten eine hohere Konzentration im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden
Normalgewebe (p < 0,05) auf. Es zeigte sich u.a. eine negative Korrelation zwischen der
Konzentration von SERPIN B2 und der Differenzierung des Tumorgewebes, sodass fir
SERPIN B2 im Vergleich zu den anderen untersuchten Komponenten eher ein aggressiveres
Tumorverhalten postuliert wurde. Insgesamt kamen sie zu dem Schluss, dass besonders die
Konzentrationen von uPA, uPAR und PAI-1 in Zusammenhang stehen und die wichtigen,
cinflussreichen Komponenten des Plasmingen-Aktivator-Systems in Bezug auf orales
Plattenepithelkarzinom darstellen. Ein Einfluss auf das Uberleben der Patienten wurde nicht

untersucht [92].

Weitere Erkenntnisse tiber den Einfluss von SERPIN B2 auf das orale Plattenepithelkarzinom
lieferten im Jahr 2014 Huang et al. in der Studie ,,SERPINE B2 down-regulation contributes to
chemoresistance in head and neck cancer”. Es wurde das Phinomen der erworbenen
Cisplatinresistenz bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf- und Hals-Region (HNSCC)
untersucht. Bei ca. 10-30% der Patienten mit einem primaren Plattenepithelkarzinom und bei
bis zu 70% der Patienten mit einem Rezidiv eines Plattenepithelkarzinoms der Kopf-/Hals-
Region zeigt sich ein resistentes Verhalten gegentiber der Cisplatin-basierten Chemotherapie
[93, 94]. Mit Hilfe von quantitativer Echtzeit-PCR, Western-Blot-Analyse und auch
Immunhistochemie ~wurde an Gewebeproben von 67 Patienten mit oralem
Plattenepithelkarzinomen die Konzentration von SERPIN B2 im Tumorgewebe bestimmt.
Zusitzlich erfolgte eine Untersuchung der Cisplatin-Empfindlichkeit der HNSCC-Zelllinien,
wobei eine Korrelation zwischen einer reduzierten SERPIN B2-Expression und einer Cisplatin-
Resistenz in HNSCC festgestellt werden konnte. Es erfolgte auch eine Kaplan-Meier-
Uberlebensanalyse im Rahmen einer 5-jihrigen Nachuntersuchungsphase nach Erstdiagnose
des Primirtumors. Die Ergebnisse stellten eine verminderte Ubetlebensrate bei Patienten mit
HNSCC dar, welche eine Chemotherapie auf Cisplatin-Basis erhielten und gleichzeitig eine

verminderte Expression von SERPIN B2 im Tumorgewebe aufwiesen [95].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrte Studie setzte sich mit dem Einfluss der SERPIN
B2-Expression auf das post-Rezidiv-Gesamtiiberleben und das post-Rezidiv-krankheitsfreie

Ubetleben von Patienten mit einem Rezidiv eines oralen Plattenepithelkarzinoms auseinander.
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Nach unserem Kenntnisstand ist dies die erste Studie, welche den Uberlebenseinfluss von

SERPIN B2 auf Rezidivtumore von oralem Plattenepithelkarzinom untersucht.

Passend zu den Ergebnissen von Huang et al. (s.0.) konnte auch in der vorliegenden
Untersuchung ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer erhéhten SERPIN B2-
Expression und einer verbesserten Uberlebenszeit sowohl in Bezug auf das Gesamtiiberleben
als auch das krankheitsfreie Uberleben nach Rezidivtumor festgestellt werden. Dabei wurde das
Augenmerk auf Tumorzellen gelegt, welche eine SERPIN B2 Expression in der

immunhistochemischen Analyse aufwiesen.

In einem weiteren Schritt zogen wir allerdings auch eine multivariate Analyse in unsere Studie
mit ein. Hierbei erwies sich der Einfluss von SERPIN B2 auf das Uberleben unter
Berticksichtigung der weiteren Variablen nicht mehr als signifikant. Insbesondere ein
fortgeschrittenes Tumorstadium bemessen anhand des TNM-Stadiums zeigte in dieser

Untersuchung eine erhohte Sterberate.

Unsere Studie mit einer Untersuchungskohorte von 94 Patienten stellt aktuell im Vergleich zu
oben genannten Studien eine der bisher grofiten Untersuchungskohorten fir das Protein
SERPIN B2 in Bezug auf das orale Plattenepithelkarzinom dar. Dennoch handelt es sich um
eine begrenzte Kohorte und zukiinftige Studien mit grofleren Patientenkohorten kénnen
Ergebnisse unter Umstidnden valider darstellen. Zudem diirfte es sinnvoll sein, in kommenden
Untersuchungen eine Unterscheidung zwischen der adjuvanten Therapie der Patienten zu
beriicksichtigen. So kénnte der Einfluss einer SERPIN B2-Expression auf das Uberleben von
Patienten mit Chemotherapie aber auch Strahlentherapie zusitzlich verglichen werden.
Weiterhin wire es interessant, die Expression der anderen Komponenten des uPA-Systems, in
welchem der Einfluss von SERPIN B2 auf Tumorwachstum begriindet ist, wie uPA, uPAR und
PAI-1 auf das Uberleben nach einem Rezidivtumor eines oralen Plattenepithelkarzinoms

hinzuzuziehen und ggf. mit den Ergebnissen von SERPIN B2 zu vergleichen.

Sicherlich lohnt sich aber die weitere Untersuchung dieses Proteins, da es als Therapieziel oder
aber als prognostischer Marker fir das Fortschreiten des rezidivierten oralen
Plattenepithelkarzinoms eine Rolle spielen kann. Ein Einfluss der Expression von SERPIN B2

auf das orale Plattenepithelkarzinom ist nach Zusammenschau o.g. Ergebnisse unumstritten.
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42 Ki-67

Ein weiteres, in dieser Studie untersuchtes Protein, ist Ki-67. Es handelt sich hietbei um einen
Proliferationsmarker wie bereits in der FEinleitung beschrieben. Unter anderem durch
immunhistochemische Analysen von Tumorgewebeproben wird der prozentuale Ki-67-
Markierungsindex bestimmt und als prognostischer Marker interpretiert. Insbesondere bei
Brust-, Gebdrmutterhals-, Lungen- und Urothelkarzinomen sowie bei Lymphomen stellt dieser
Marker bereits ein attraktives diagnostisches Werkzeug dar [96]. Auch die aktuelle Leitlinie des
oralen Plattenepithelkarzinoms erwihnt die Korrelation einer hohen Expression von Ki-67 mit
dem Risiko einer schnellen Tumorprogression. Allerdings wird die Vorhersagekraft bzgl. des

individuellen Krankheitsverlaufes als aktuell noch inkonstant bewertet [3].

Erst kiirzlich im Jahr 2023 ver6ffentlichte V. Gupta et al. in der Studie ,,Ki-67 Expression as a
Prognostic Marker: A Comparative Immunohistochemical Analysis of Oral Epithelial Dysplasia
and Oral Squamous Cell Carcinoma“ neue Ergebnisse tiber das Verhalten von Ki-67 in Bezug
auf das orale Plattenepithelkarzinom. Hier wurde in einer retrospektiven Untersuchung von
insgesamt 35 Proben der Unterschied der Expression von Ki-67 in gesunder Mundschleimhaut,
in Schleimhaut von oralem Plattenepithelkarzinom und auch in oralen Epitheldysplasien, also
Krebsvorstufen verglichen. Dabei konnte eine klare Zunahme der Expression von gesundem
Gewebe iber Krebsvorstufen bis hin zur malignen Transformation dargestellt werden. V.
Gupta et al. postulierte auf dieser Grundlage, dass Ki-67 als prognostischer Biomarker
eingesetzt werden konnte. Ausschlusskriterium dieser Untersuchung waren rezidivierte Falle des

oralen Plattenepithelkarzinoms [64].

Einen Schritt weiter gingen F. Rebaudi et al. in der Studie ,,A new method for oral cancer
biomarkers detection with a non-invasive cyto-salivary sampling and rapid-highly sensitive
ELISA immunoassay: a pilot study in humans” ebenfalls aus dem Jahr 2023. Hier wurde Ki-67
neben weiteren Biomarkern eingesetzt zur Fritherkennung und Diagnose von oralem
Plattenepithelkarzinom. Anhand von Cytobrush-Biopsieproben von 15 Patienten mit bereits
diagnostiziertem oralen Plattenepithelkarzinom wurden durch ELISA-Technik das
Vorhandensein der Biomarker Ki-67, sowie EGFR, p53, PD-L1, HLA-E und B7-H6 analysiert.
Die Tumormarker zeigten eine hohe Expression in den Tumorgeweben, waren hingegen im
gesunden Gewebe derselben Patienten nahezu nicht nachweisbar. Sie stellten also einen
Vergleich der aktuellen Goldstandard-Diagnostik mittels histopathologischer Probebiopsie und
der weniger invasiven Phinotypisierungstechnik oraler Lisionen dar, in welcher u.a. Ki-67 als

Proliferationsmarker Anwendung findet [97].
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Ki-67 zeigt sich also in Ubereinstimmung unterschiedlicher Studien als hinweisgebender
Proliferationsmarker von oralem Plattenepithelkarzinom. Bisher wurde allerdings der Fokus der
Untersuchungen - soweit bekannt - auf die Diagnostik von primidrem oralen
Plattenepithelkarzinom gelegt und ein Unterschied zwischen Krebsvorstufen und invasivem
malignen Wachstum festgestellt. Wir interessierten uns in der vorliegenden Studie fiir das
Expressionsverhalten von Ki-67 bei rezidiviertem oralen Plattenepithelkarzinom. In Anbetracht
des aktuellen Forschungsstandes erwarteten wir ein signifikant verschlechtertes post-Rezidiv-
Gesamtiiberleben bei erhShter Ki-67 Expression der Rezidivtumoren, da diesem
Proliferationsmarker eine negative Prognose zugeschrieben wird. Allerdings zeigte eine erhéhte
Expression von Ki-67 wie bereits ausftihrlich im Abschnitt der Ergebnisse beschrieben keinen
signifikanten Unterschied sowohl im Gesamtiiberleben als auch im krankheitsfreien Uberleben
nach Rezidivtumor. Auch die multivariate Zusatzanalyse zeigte lediglich einen signifikanten
Uberlebensunterschied bei zunehmendem TNM-Stadium, nicht aber bei erhdhter Ki-67-
Expression. Diese Ergebnisse kénnen moglicherweise auf die bereits erwihnte begrenzte
Studienkohorte von 94 Patienten zuriickzufiihren sein. Auch wurden in die Studie nicht die
unterschiedlichen Therapieverfahren der untersuchten Patienten mit einbezogen. In
zukinftigen Untersuchungen koénnte das Gesamtiberleben in Abhingigkeit der Ki-67-
Expression in Unterscheidung von bspw. Chemotherapie, Radiatio und palliativer
Immuntherapie neue Erkenntnisse liefern. So wird etwa bei Brustkrebs fur eine erh6hte Ki-67-
Expression zwar eine schlechtere Prognose aufgrund eines héheren malignen Wachstums
postuliert, gleichzeitig konnte aber bei héherer Ki-67-Expression ein verbessertes Ansprechen
auf Chemotherapeutika nachgewiesen werden, was wiederum mit einem verbesserten

Uberleben assoziiert wird [63].

43 EGFR

Das dritte untersuchte Protein der vorliegenden Studie ist EGFR. Hierbei handelt es sich im
Vergleich zu den anderen beiden untersuchten Proteinen - SERPIN B2 und Ki-67 — um den in
Bezug auf sein Verhalten beim oralen Plattenepithelkarzinom am besten untersuchten
Antikérper. Mit Cetuximab als monoklonalem Antikérper gegen EGFER, spielt dieses Protein

bereits eine wichtige Rolle in der Therapie des fortgeschrittenen Krebses in der Mundhdohle [83].

Wie bereits beschrieben handelt es sich bei EGFR um einen Wachstumsfaktor. Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass EGFR bei ca. 80% der Plattenepithelkarzinome im Kopf-,

Halsbereich {iberexprimiert ist. Diese Uberexpression geht aufgrund der physiologischen
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Eigenschaften von EGFR mit einer vermehrten Tumorinvasion und -metastasierung, also
einem aggressiveren Phinotyp, einer reduzierten Uberlebensrate und schlechteren Prognose

sowie einer erhShten Resistenz gegentiber Strahlen- und Chemotherapie einher [68, 73, 98, 99].

Auch unsere Studie beschiftigt sich - wie bei den beiden bereits beschriebenen Proteinen - mit
der Uberlebenswahrscheinlichkeit nach rezidiviertem oralen Plattenepithelkarzinom in
Abhingigkeit der Expression von EGFR. Interessanterweise konnten wir in unserer Studie aber
ganz  anders, als  erwartet keine  signifikant  verschlechterte  post-Rezidiv-
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei erhéhter EGFR-Expression feststellen. Sowohl in der
univariaten Kaplan-Meier Analyse als auch unter Berticksichtigung weiterer Faktoren im
Rahmen der Cox-Regression zeigte eine erhohte EGFR-Expression keinen Unterschied im
post-Rezidiv-Gesamtiiberleben oder im post-Rezidiv-krankheitsfreien Uberleben im Vergleich

zur Kontrollgruppe mit geringer EGFR-Expression.

Im Jahr 2023 fihrten J. L. Civico-Ortega et al. die erste Meta-Analyse zur prognostischen und
klinischen Rolle von EGFR beim oralen Plattenepithelkarzinom durch, welche anhand von 50
Studien und insgesamt 4631 Patienten ausgewertet wurde. Hieraus ging hervor, dass eine
Uberexpression von EGFR signifikant mit einem schlechten Gesamtiibetleben (HR = 1,38;
95% CI = 1,06-1,79; p = 0,02) einherging. AuBerdem wurde mit einer EGFR-Uberexpression
ein N+ Status (Odds Ratio [OR] = 1,37; 95% CI = 1,01-1,86; p = 0,04) und miafig schlecht
differenzierte Tumore (OR = 1,43; 95% CI = 1,05-1,94; p = 0,02) assoziiert. Sie kamen zu dem
Schluss, dass der immunhistochemische Nachweis von EGFR routinemiflig in die
prognostische Bewertung von Patienten mit Mundhohlenkrebs einbezogen werden sollte.
Gleichzeitig begrenzten sie ihre Ergebnisse aber auch insofern, als dass eine gro3e Variabilitit
der  experimentellen = Methoden, der  genutzten  Anti-EGFR-Antikorper,  der
Antikérperverdinnungen und der gewihlten Grenzwerte der untersuchten Studien bestand

[70].

Ein wichtiger Unterschied unserer Studie zu den von J.L. Civico-Ortega et al. untersuchten
Studien ist zum einen der Fokus auf Rezidivtumore. Soweit bekannt handelt es sich um die erste
Studie, die lediglich Rezidivtumore und das Verhalten von EGFR untersucht hat. Die
Ergebnisse dieser Studie werfen sogleich die Frage auf, ob Rezidivtumore bei EGFR-
Uberexpression ~ mdoglicherweise ~ anders  als  Primirtumore  keine  verinderte

Ubetlebenswahrscheinlichkeit aufweisen.

Zum anderen ist ein weiterer wichtiger Unterschied in der Auswertungsmethode zu finden. Der

Grofiteil der Studien aus o.g. Metaanalyse haben die immunhistochemische Reaktion der
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Tumorproben mit einem prozentualen Grenzwert ausgewertet. Nach derzeitigem
Kenntnisstand ist diese Studie die erste, die die Grenzwertfestlegung in genannter Fragestellung
der EGFR-Expression bei oralem Plattenepithelkarzinom mit Hilfe des H-Scores gewihlt hat.
J.I. Civico-Ortega et al. beschreiben, dass der Einfluss der EGFR-Uberexpression auf das
Ubetleben dann erzielt wird, wenn > 10 % der EGFR positiven Tumorzellen als Grenzwert
verwendet werden (p < 0,001) [70]. Der H-Score erginzt zu der Untersuchung eines
Firbeanteils - wie es bei prozentualer Grenzwertfestlegung geschieht - auch die
Berticksichtigung der Firbeintensitit des untersuchten Biomarkers. Die Kombination aus
immunhistochemischer Farbung und H-Score ist eine tiberlegene Methode zur Proteindetektion
und besonders wertvoll fur die Quantifizierung von Proteinen innerhalb spezifischer

interessierender Zelltypen [77, 100].

Dass die Uberexpression von EGFR in der Onkogenese des oralen Plattenepithelkarzinoms
einen sehr hiufigen onkogenen Mechanismus darstellt und insgesamt auch mit einer

schlechteren Uberlebensrate einhergeht, steht aber auBler Frage.

T. Naruse et al. untersuchten im Rahmen der Studie ,,Cetuximab for the treatment of locally
advanced and recurrent/metastatic oral cancer: An investigation of distant metastasis” in Japan
retrospektiv die Wirksamkeit von Cetuximab zwischen 2012 bis 2015 bei fortgeschrittenem
oralen Plattenepithelkarzinom. Die Ergebnisse zeigten, dass die Kombinationstherapie aus
Cetuximab mit Strahlentherapie und platinbasierter Chemotherapie héhere Ansprechraten und
eine signifikant hohere Gesamtiiberlebensrate erzielen konnte [101]. Vermoken et al. zeigte
2008 in einer multizentrischen randomisierten klinischen Phase III Studie in 81 Zentren
innerhalb von 17 europiischen Lindern, dass Cetuximab in Kombination mit Cisplatin und 5-
Fluoruracil im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie ein verbessertes Gesamtiiberleben

erzielen konnte (von 7,4 Monate auf 10,1 Monate; p = 0,04) [102].

Diese und weitere zahlreiche Ergebnisse anderer Studien lassen darauf schlief3en, dass es sich
bei Cetuximab um ein etabliertes Werkzeug in der zielgerichteten Krebstherapie gegen orales
Plattenepithelkarzinom mit der Zielstruktur EGFR handelt. Daher findet es auch bereits

breitflichig Einsatz in der Tumortherapie.

Es bleibt aber die Frage offen, ob es sich bei Cetuximab um ein zuverlissiges Instrument in der
Therapie des Krebses der Mundhéhle handelt. Insbesondere stellen Resistenzentwicklungen
mutierter EGFR-Formen gegeniiber Cetuximab eine Herausforderung dar. M.Moral et al.
zeigten, dass Cetuximab nur gegen den Wildtyp-EGFR wirksam ist [103]. Tumorzellen von

Kopf-, Halstumoren mit einer Cetuximab-Resistenz zeigen bspw. eine Hochregulation des
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EGFR-Liganden Heregulin, welcher durch die AKT-Signaliibertragung eine verbesserte
Uberlebensfihigkeit der Tumorzellen zeigt [104].

Tyrosinkinsase-Inhibitoren, wie bspw. Gefitinib, der bereits in der Therapie von lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom eingesetzt wird,
blockieren EGFR-Strukturen von intrazelluldr. Studien haben bereits darlegen kénnen, dass
Patienten mit genannter EGFR-Mutation von einer solchen Therapie profitieren. Doch
brachten Tyrosinkinase-Inhibitoren bisher keinen grundsitzlichen signifikanten Nutzen bei

gleichzeitig hohen Raten an unerwiinschten Nebenwirkungen mit sich [3].

Auch wenn demnach das Verhalten von EGFR beim oralen Plattenepithelkarzinom bereits
intensiver erforscht wurde als von anderen Antikérpern sind weitere Untersuchungen
notwendig und wichtig. Insbesondere, weil es einen so starken Konsens tber den
Zusammenhang von EGFR-Uberexpression und verkiirzter Ubetlebenszeit gibt, bleibt es eine
wichtige Zielstruktur in der Krebstherapie. Doch es ist fraglich, welche Patientengruppen von
einer Therapie mit Cetuximab profitieren und ob diese Bewertung bei Rezidivtumoren anders
ausfallen muss. Bisher konnte zur Selektion dieser Patientengruppe kein pradiktiver Biomarker

gefunden werden [3, 105, 1006].

Auch in Bezug auf EGFR sind Limitationen der hier dargelegten Studie zu nennen. Diese sind
zunichst wieder die begrenzte Studienkohorte von 94 Patienten. AuBerdem wurde das
Therapieverfahren dieser 94 Patienten nicht unterschieden, was insbesondere in der
Fragestellung der Cetuximabtherapie bei unterschiedlicher EGFR-Expression interessant
gewesen wire. Zukiinftig konnte dies in einem retrospektiven Untersuchungsansatz derselben

Kohorte genauer betrachtet werden.
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5 Zusammenfassung

Krebs in der Mundhohle gehért zu den zehn haufigsten Krebserkrankungen der Welt, wobei
tber 90% dieser soliden Tumore Plattenepithelkarzinome sind. Etwa 20% der Patienten
entwickeln ein lokoregionires Tumorrezidiv, was der hiufigste Grund fir ein tumorbedingtes
Versterben ist. Aktuelle Standardtherapien beinhalten die chirurgische Resektion sowie
adjuvante Strahlen- und/oder Chemotherapie, zunehmend stehen aber Immuntherapien und

immunologische Marker im Zentrum der Forschung.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der Expression der Markerproteine SERPIN B2, Ki-67
und EGFR in rezidiviertem Tumorgewebe auf die post—RezidiV—Uberlebenswahrschein]ichkeit

zu untersuchen.

Die Untersuchung wurde mithilfe einer prospektiv gefihrten Untersuchungskohorte von 94
Patienten vorgenommen, die zwischen 1992 und 2019 mit einem nicht-metastasierten
Primirtumor des oralen Plattenepithelkarzinoms in der Mund-, Kiefer-, und Gesichtschirurgie
der Universitit zu Liibeck diagnostiziert wurden und im Verlauf einen lokoregioniren
Rezidivtumor entwickelten. Tumorgewebeproben wurden immunhistochemisch unter
Verwendung der Bildanalysesoftware Qupath in Kombination mit einer automatisierten H-
Score-Berechnung durchgefiihrt. Die Uberlebensanalysen erfolgten mittels Kaplan-Meier-

Methode und der Log-Rank-Test.

Die Ergebnisse zeigten, dass Patienten mit einer erhohten SERPIN B2-Expression ein
signifikant besseres post-Rezidiv-Gesamt- und krankheitsfreies Uberleben hatten (p = 0,0027
bzw. p = 0,0035). Anders als anhand des aktuellen Standes der einschligigen Literatur zu
erwarten war, zeigten erhéhte Ki-67- und EGFR-Expressionen keinen signifikanten Einfluss

auf die post—RezidiV—Uberlebenszeit.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse die Bedeutung von SERPIN B2 fir das
Uberleben von Patienten mit rezidiviertem oralen Plattenepithelkarzinom. Sie werfen zudem
die Frage auf, ob sich das Tumorverhalten zwischen Primir- und Rezidivtumor verindert. Es
besteht die Annahme, dass sich die gingigen Marker Ki-67 und EGFR in rezidiviertem
Tumorgewebe anders auf die Uberlebenszeit der Patienten auswirken als bisher angenommen.
Aufgrund der hohen Rezidivrate des oralen Plattenepithelkarzinoms sollte in kiinftigen Studien
in Frage gestellt werden, inwieweit sich die Tumorbiologie zwischen Primir- und
Rezidivtumoren unterscheidet. Zukinftige Studien kénnten auch den prognostischen Wert von
SERPIN B2 und der weiteren Komponenten des uPA-Signalweges sowie deren Rolle in der

Chemoresistenz und Strahlentherapie des oralen Plattenepithelkarzinoms untersuchen.
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