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1. Einleitung

1.1 Kopf- und Hals-Tumoren

Kopf- und Hals-Tumoren sind die sechsthdufigste Krebsart weltweit, mit ber 870.000
Neuerkrankungen und 440.000 Todesfallen im Jahr 2020 [1]. Das Plattenepithelkarzinom des
Kopfes und Halses (HNSCC, Head and Neck Squamous Cell Carcinoma) ist die haufigste Form
von Kopf-Hals-Tumoren, macht etwa 90 % der Kopf-Hals-Tumoren-Falle aus und geht in erster
Linie vom Schleimhautepithel der Mundhohle, des Rachens und des Kehlkopfes aus [2]. Die
Inzidenz von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen nimmt zu und es wird prognostiziert, dass

sie bis 2030 auf 1,08 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr ansteigen wird [3; 4].

1.2 Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle

1.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

An 16. Stelle der haufigsten Krebsarten weltweit stehen Mundhohlen- und Lippenkarzinome
[5]. Jedes Jahr werden schatzungsweise tUber 400.000 neue Falle von Mundkrebs weltweit
diagnostiziert, zwei Drittel davon in asiatischen Ldandern [6]. Zudem handelt es sich bei

Mundhohlenkrebs in mehr als 90 % der Falle um ein Plattenepithelkarzinom [7].

Gemal Angaben des Krebsregisterzentrums und des Robert Koch-Instituts erkranken Manner
in Deutschland haufiger und durchschnittlich zwei bis drei Jahre friiher als Frauen. Manner sind
am haufigsten von Tumoren des Oropharynx betroffen, wohingegen Frauen (iberwiegend
Neubildungen in der Mundhohle und an der Lippe aufweisen. Die altersstandardisierten Raten
fur Erkrankungen haben bei beiden Geschlechtern von 1999 bis 2011 zugenommen. Seit dem
Jahr 2011 zeigen die Raten bei Frauen eine nahezu konstante Entwicklung, wahrend bei
Mannern sogar ein Abwartstrend erkennbar ist. Die Mortalitatsraten verzeichnen bei Mannern
Uber den gesamten Zeitraum einen leichten Riickgang, wahrend sie bei Frauen nahezu

konstant bleiben [8].

Tabakkonsum ist nach wie vor das grofite Krebsrisiko, da dieser fiir Millionen von
Krebstodesfillen pro Jahr verantwortlich ist. Zu den durch Rauchen verursachten

neoplastischen Erkrankungen gehodren Krebserkrankungen der Lunge, der Mundhohle, des



Rachens, des Kehlkopfs, der Speiseréhre, der Harnblase, der Nieren, des Beckens und der
Bauchspeicheldriise. Der Zusammenhang zwischen Rauchen und Mundhdhlenkrebs wurde
durch epidemiologische Studien eindeutig nachgewiesen [9; 10]. Zu den wichtigsten
Karzinogenen im Tabakrauch zahlen der aromatische Kohlenwasserstoff Benzpyren und die
tabakspezifischen Nitrosamine (TSN) 4-(Nitrosomethylamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK)
und N'-Nitrosonornicotin (NNN). Tierversuche haben gezeigt, dass NNK und NNN in den
Tabakerzeugnissen Tumore in der Mundhohle, der Lunge, der Speiseréhre und der
Bauchspeicheldriise verursachen. NNK, NNN und ihre Metaboliten binden sich kovalent an die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) von Keratinozyten-Stammzellen und bilden DNA-Addukte [2],
die flr kritische Mutationen bei der DNA-Replikation verantwortlich sind. Der Stoffwechsel
dieser Karzinogene umfasst die Oxygenierung durch P450-Enzyme in Cytochromen und die
Konjugation durch Glutathion-S-Transferase (GST) [11; 12]. Es wird vermutet, dass genetische
Polymorphismen in den Genen, die fir diese Enzyme kodieren, eine Schliisselrolle bei der
genetischen Pradisposition tabakbedingter Kopf- und Hals-Tumore spielen [13]. Der Konsum
von Tabak-Quid ist mit einem sechsfach erhohten Risiko fir die Entstehung von

Mundhohlenkarzinomen assoziiert [14].

Gemal epidemiologischen Studien steigert der Alkoholkonsum die Inzidenz von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen dosisabhangig. Die gesundheitlichen Konsequenzen von
Ethanolkonsum manifestieren sich in zwei Aspekten: Erstens konnen zeitliche Konsummuster
wie das Alter bei Konsumbeginn und die Konsumdauer den Zusammenhang zwischen
Trinkintensitdat und dem Krebsrisiko beeinflussen und zweitens die Menge des konsumierten
Alkohols [15]. Trotz der Unsicherheit hinsichtlich der Art und Weise, wie Alkohol zur
Entstehung oraler Karzinome beitragt, sind zahlreiche Mechanismen diskutiert worden.
Ethanol wird zunachst in Acetaldehyd, ein bekanntes Karzinogen, umgewandelt. Anhaltender
Alkoholkonsum begiinstigt die Entstehung von Mundkrebs, da Acetaldehyd als Tumorausloser
fungiert [16]. Laut friheren Untersuchungen fiihrt Alkoholkonsum dazu, die Mundschleimhaut
durchlassiger zu machen, was letztendlich zu einer Atrophie des Epithels fiihrt. Des Weiteren
fordert Alkohol den Abbau der Lipidstruktur der Epithelzellmembran der Mundschleimhaut,

was das Eindringen von Karzinogenen beglinstigt [17]. Die Herstellung von Acetaldehyd wurde



mit verschiedenen Streptococcus- und Neisseria-Spezies sowie weiteren Bakterien assoziiert.
Es wurde festgestellt, dass sich derartige Bakterien bei Rauchern und starken
Alkoholkonsumenten vermehren. Angesichts der Fahigkeit dieser Bakterien, Ethanol zum
Karzinogen Acetaldehyd umzuwandeln, sind sie mit einem erhéhten Risiko fiir das Kopf-Hals-

Plattenepithelkarzinom verbunden [18].

In den letzten Jahren ist deutlich geworden, dass humane Papillomviren (HPV) nicht nur
Genital- und Analkarzinome verursachen, sondern auch eine atiologische Ursache fir eine
Untergruppe der Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome darstellen. Es gibt stichhaltige Hinweise
darauf, dass sowohl Inzidenz als auch Pravalenz von HPV-assoziierten Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen zunehmen, wobei insbesondere ein Zusammenhang mit dem
Rickgang von Rauchgewohnheiten diskutiert wird [19; 20]. Veréffentlichungen in den letzten
Jahren zeigten eine erhdhte Inzidenz von HPV-Infektionen bei diesen Karzinomen von etwa
50 % [21; 22], wobei in in der Mehrzahl (= 87 %) dieser Falle und damit am haufigsten HPV16
auftrat [23]. Wahrend die meisten HPV-bedingten Kopf-Hals-Karzinome oropharyngeale
Plattenepithelkarzinome sind, die vor allem die Tonsillen und den Zungengrund betreffen [24;
25], wird derzeit diskutiert, ob HPV auch bei anderen Subtypen der Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinome eine Rolle spielen kdnnte. Es wird angenommen, dass der p53-
Polymorphismus (Arg72Pro) die Anfalligkeit flr orale Karzinome bei gleichzeitiger HPV-
Infektion erhoht [26].

Orale Erythroplakien und Leukoplakien weisen eine hohe Rate maligner Transformationen auf
und gelten als die haufigsten Erkrankungen der Mundschleimhaut [27]. Angesichts der
dargestellten Risikofaktoren stellt sich die Frage, welche molekularen Veranderungen sie in
den Zellen bewirken. Im folgenden Abschnitt wird daher die molekulare Pathogenese oraler

Plattenepithelkarzinome mit ihren typischen genetischen Veranderungen beleuchtet.

1.2.2 Molekulare Pathogenese und typische genetische Veranderungen
Genetische Veranderungen entstehen bei oralen Karzinomen entweder durch dominante oder
rezessive Verdanderungen. Bei dominanten Verdnderungen sind Gberwiegend Protoonkogene

und bestimmte Tumorsuppressorgene (TSGs) betroffen, wahrend bei rezessiven
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Veranderungen Gene aus wachstumshemmenden Signalwegen oder haufige TSGs durch
Funktionsgewinn bzw. -verlust verandert werden [28]. Exogene karzinogene Faktoren fordern
die Krebsentstehung, indem sie DNA-Schaden verursachen [29] und Tumorsuppressorgene

(TSGs) inaktivieren [30].

Eine spezifische Art von Genvariationen, die die DNA-Reparatur, Immortalisierung, Apoptose,
Proliferation, Invasion, Wachstumsfaktorrezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Angiogenese
und Signaltransduktion betreffen, unterscheidet krebsartige von normalen epithelialen Zellen
des oberen Aerodigestivtrakts [31]. Diese genetischen Variationen entstehen durch
verschiedene Stérungen in normalen genetischen Prozessen [32]. Neben genetischen
Veranderungen spielen auch epigenetische Modifikationen wie DNA-Methylierung,
Histonmodifikationen und RNA-vermittelte Gen-Silencing-Mechanismen (z. B. durch miRNAs)

eine Rolle bei der Entstehung von oralen Karzinomen [33].

1.2.3 Klinische Prasentation, Diagnostik und Therapie

Das klinische Bild des oralen Plattenepithelkarzinoms ist in fortgeschrittenen Stadien so
charakteristisch, dass in der Regel ein eindeutiger Verdacht auf eine maligne Erkrankung
besteht [34]. In friihen Stadien hingegen ist eine Fehldiagnose durchaus mdéglich [35]. Daher
ist es stets erforderlich, die Diagnose durch eine Biopsie und histopathologische Untersuchung
abzusichern [36; 37], da die klinischen Merkmale allein nicht ausreichen. Mitunter kénnen sich
Patienten ausschlieRlich mit einer zervikalen Lymphadenopathie vorstellen, ohne dass weitere
Symptome auftreten. In den Endstadien der Erkrankung kénnen Hautfisteln, Blutungen,

ausgepragte Anamie und Kachexie auftreten [38].

Eine Studie zeigte, dass bei 342 (52,6 %) der untersuchten Fille mit oralem
Plattenepithelkarzinom Schwellungen und/oder Schmerzen die ersten klinischen Anzeichen
waren [39]. Andere Studien beschreiben Ulzerationen und Schwellungen als haufigste
Symptome [40], gefolgt von Schmerzen, Blutungen, eingeschriankter Zungenbeweglichkeit,

Dysphagie und Parasthesien [41].

In der Frihphase prasentieren sich orale Karzinome haufig als erythroleukoplastische

Veranderungen, also als Lasionen mit kombinierten weiRlichen und rétlichen Bereichen [42].
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Im fortgeschrittenen Stadium weisen orale Karzinome typischerweise Ulzerationen, knotige

Verhartungen sowie eine Fixierung an das umliegende Gewebe auf [43; 44; 45; 46].

Die Diagnostik von Karzinomen der Mundhdhle erfordert ein systematisches und
interdisziplinar abgestimmtes Vorgehen. Bei persistierenden, unklaren
Schleimhautveranderungen (ber einen Zeitraum von mehr als zwei Wochen ist eine
umgehende Uberweisung an ein spezialisiertes Zentrum indiziert. Eine vollstindige Inspektion
der Mundschleimhaut sollte integraler Bestandteil jeder &arztlichen oder zahnarztlichen
Untersuchung sein [47]. Zur Beurteilung der lokalen Tumorausdehnung gelten bildgebende
Schnittverfahren wie die Computertomografie (CT) oder Magnetresonanztomografie (MRT) als
diagnostischer Standard in den S3-Leitlinien. Die Tumorbiopsie sollte grundsatzlich erst nach
Abschluss der bildgebenden Diagnostik erfolgen, um eine mogliche Beeintrachtigung der

Kontrastmittelaufnahme zu vermeiden [47].

Fiir das zervikale Lymphknoten-Staging wird die Durchfiihrung einer CT oder MRT vom
Schadelbasisbereich bis zur oberen Thoraxapertur empfohlen. Bei fortgeschrittenem
Tumorstadium (Stadium IIl/IV) ist eine ergdanzende FDG-PET/CT zur Erfassung potenzieller
Fernmetastasen oder Zweitmalignome durchzufliihren. Zusatzlich wird bei fortgeschrittenen

Primdrtumoren ein CT des Thorax zur Detektion pulmonaler Metastasen empfohlen [47].

Das Tumor-Staging erfolgt gemall der TNM-Klassifikation der UICC. Neben der lokalen
Tumorausdehnung (T), dem Lymphknotenstatus (N) und dem Vorliegen von Fernmetastasen
(M) sollten weitere prognostisch relevante Faktoren wie der Resektionsrandstatus (R), das
histologische Grading (G), perineurale Invasion (Pn) sowie lymph- (L) oder gefaBinvasive

Tumorausbreitung (V) bericksichtigt werden [48].

Die primadre Therapie des Mundhohlenkarzinoms besteht — soweit moglich — in der
chirurgischen Entfernung des Tumors im Gesunden (RO-Resektion) [49; 50]. Die Operation ist
bei lokal begrenzten Tumoren kurativ, d.h. auf Heilung abzielend und erzielt die hochsten
Erfolgschancen, sofern der Tumor vollstandig mit addquatem Sicherheitsabstand entfernt
wird. Abhdngig von TumorgroBe und -lokalisation kann die Resektion von Teilen der Zunge,

Mundboden, Wange, Gaumen oder Kieferknochen erforderlich sein. Wichtig ist eine
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histologisch freie Resektionsrandbreite (idealerweise 25 mm) [51; 52], da geringere Abstdande
mit hoheren Lokalrezidivraten assoziiert sind. Intraoperativ werden oft Schnellschnitt-
Untersuchungen durchgefiihrt, um die Resektionsrander auf Tumorfreiheit zu Gberprifen [52;
53]. Bereits bei der Erstoperation muss auch die Behandlung des Halses beriicksichtigt werden.
Die regiondre Lymphknotenmetastasierung ist der prognostisch bedeutsamste Faktor beim
Mundhohlenkarzinom [54]. Zur Therapie des Halses ist bei Vorliegen von klinisch erkennbaren
Lymphknotenmetastasen (cN+) eine Halsausrdaumung indiziert. Bei klinisch unauffalligem Hals
(cNO) hat sich gezeigt, dass ein prophylaktisches Entfernen der regiondaren Lymphknoten die
Uberlebenschancen signifikant verbessert. In einer prospektiv-randomisierten Studie aus
Indien fhrte eine sofortige selektive Neck Dissection bei frihen Mundhéhlentumoren (T1-T2,
cNO) zu einer um 12,5 % héheren Gesamtiiberlebensrate im Vergleich zu einem abwartenden

Vorgehen mit spatem Eingreifen erst bei Lymphknotenrezidiv [55].

Die postoperative Radiotherapie stellt eine wesentliche Saule der adjuvanten Behandlung bei
lokal fortgeschrittenen Mundhohlenkarzinomen dar. lhre Anwendung ist insbesondere bei
Patienten mit T3 oder T4 Tumoren, positiven oder knappen Resektionsrandern (close margin),
perineuraler oder vaskuldrer Infiltration sowie nachgewiesener Lymphknotenmetastasierung
indiziert. Ziel ist die Reduktion des Risikos lokoregionadrer Rezidive und die Verbesserung der

krankheitsspezifischen Uberlebenswahrscheinlichkeit [47; 56; 57].

Abhdngig von der prognostischen Risikokonstellation variiert das empfohlene
Bestrahlungsschema. Je nach Tumorgrolie, -lokalisation wird eine Gesamtdosis von 54 bis
60 Gy in konventioneller Fraktionierung (iber etwa sechs Wochen verabreicht. In
Hochrisikosituationen — beispielsweise bei R1-Resektion oder extranodalem Tumorwachstum
— sollte die Strahlentherapie mit 66 Gy durchgefiihrt werden. Es wird empfohlen, die
postoperative Radiotherapie zeitnah zu beginnen und innerhalb von elf Wochen nach der
chirurgischen Resektion abzuschliefen, um negative Effekte auf die Tumorkontrolle zu
vermeiden [47]. In Fallen nicht resektabler Tumoren, bei denen eine kurative Operation
ausgeschlossen ist, stellt die primare Radiochemotherapie die bevorzugte Behandlungsoption
dar. Die kombinierte Radiochemotherapie hat sich gegeniiber der alleinigen Bestrahlung als

Uberlegen in Bezug auf Tumorkontrolle und Uberleben erwiesen. Als Standard-
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Chemotherapeutikum wird Cisplatin oder Carboplatin verwendet, alternativ kann bei

Kontraindikationen eine Therapie mit Cetuximab erwogen werden [47].

Die Immuntherapie nutzt immunologische Ansatze, um gezielt die kbrpereigene Abwehr gegen
Tumorzellen zu starken [58; 59]. Zwei PD-1-Inhibitoren — Nivolumab und Pembrolizumab —
wurden in den letzten Jahren fir Patienten mit rezidivierendem oder metastasiertem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle zugelassen [60; 61]. Diese Behandlungsform fiihrt
zwar in Einzelfallen zu langanhaltenden Remissionen, jedoch spricht bislang nur eine begrenzte
Anzahl von Patienten darauf an [62]. Bei Patienten mit einem rezidivierenden oder
metastasierten Plattenepithelkarzinom der Mundhohle, fir die eine kurative lokale Therapie
nicht mehr in Frage kommt, stellt die Immuntherapie eine systemische Behandlungsoption
dar. Die Wahl des therapeutischen Ansatzes orientiert sich insbesondere an der Expression von
PD-L1 auf Tumor- und Immunzellen, die durch den so-genannten Combined Positive Score

(CPS) quantifiziert wird [47].

Liegt eine PD-L1-Expression mit einem CPS > 1 vor, soll gemafl S3-Leitlinie eine
Erstlinientherapie mit dem PD-1-Antikdrper Pembrolizumab entweder als Monotherapie oder
in Kombination mit Platin und 5-Fluorouracil (5-FU) durchgefiihrt werden. Diese Empfehlung
basiert auf den Ergebnissen der KEYNOTE-048-Studie [61], in der eine signifikante
Verlangerung des Gesamtiberlebens bei entsprechend selektionierten Patienten

nachgewiesen wurde [47; 61].

Fir Patienten mit CPS < 1 oder in Situationen, in denen Pembrolizumab nicht indiziert ist, soll
alternativ das sogenannte EXTREME-Schema angewendet werden [63]. Dieses besteht aus
einer Kombinationstherapie mit Cetuximab, Platin (Cisplatin oder Carboplatin) und 5-FU [63].
Die Anwendung dieser Regime erfolgt jeweils flir vier bis sechs Zyklen. Im Anschluss daran
sollte bei nicht progredientem Krankheitsverlauf eine Erhaltungstherapie durchgefihrt
werden. Patienten mit positiver PD-L1-Expression erhalten weiterhin Pembrolizumab,

wahrend Patienten mit CPS < 1 Cetuximab erhalten sollen [47; 63].

Bei Krankheitsprogression nach einer platinhaltigen Erstlinientherapie mit Cetuximab kann in

der Zweitlinie ein Checkpoint-Inhibitor wie Pembrolizumab oder Nivolumab zum Einsatz
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kommen, sofern eine entsprechende Zulassung besteht. Falls bereits in der Erstlinie eine
Pembrolizumab-haltige Kombinationstherapie verabreicht wurde, kann in der zweiten
Therapielinie eine Chemotherapie mit Taxanen (z.B. Docetaxel) — gegebenenfalls in
Kombination mit Cetuximab — erwogen werden. Nach Versagen einer Pembrolizumab-
Monotherapie besteht die Maoglichkeit einer Zweitlinientherapie mit Platin/5-FU und
Cetuximab [47; 64].

Die Kombination mehrerer Immuncheckpoint-Inhibitoren aufRerhalb klinischer Studien wird in
der S3-Leitlinie derzeit nicht empfohlen. Die onkologische Verlaufsbeurteilung sollte mittels
bildgebender Verfahren wie CT in regelmaRigen Abstidnden von sechs bis zwolf Wochen

erfolgen, angepasst an die Dynamik der Erkrankung und die Therapielinie [47].

13 Rezidivierendes orales Plattenepithelkarzinom

1.3.1 Risikofaktoren fiir das Rezidiv bei oralen Plattenepithelkarzinomen

Das Rezidiv eines Tumors nach erfolgreicher Primartherapie stellt eine Herausforderung in der
Behandlung oraler Plattenepithelkarzinome dar. Die Identifikation relevanter Risikofaktoren
ist essenziell, um Uberlebensraten zu verbessern, eine gezielte Nachsorge zu etablieren und

individualisierte Therapiekonzepte zu entwickeln [65].

Eine retrospektive Kohortenstudie mit 173 Patienten zeigte, dass das mannliche Geschlecht
mit einem signifikant erhohten Rezidivrisiko assoziiert war (OR=3,79). Auch das
Vorhandensein zervikaler Lymphknotenmetastasen erwies sich als signifikanter Risikofaktor

(OR = 4,48) [66].

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien korrelierten jedoch positive Resektionsrinder, ein
fortgeschrittenes Tumorstadium (T3/T4) sowie multiple befallene Lymphknoten mit einem

erhohten Risiko fiir Tumorrezidive [67; 68; 69; 70; 71].

1.3.2 Biologische Grundlagen der Metastasierung und , Field Cancerization”
Die Entstehung oraler Plattenepithelkarzinome wird haufig auf adulte Epithel-Stammzellen
oder Vorlauferzellen zurlickgefihrt, die nach onkogener Umwandlung zu Krebsstammzellen

differenzieren. Diese zeichnen sich durch ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Initiierung
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von Tumoren aus [43]. Trotz ihres geringen Anteils im Tumor (1-3 %) gelten sie aufgrund ihrer

Therapieresistenz als bedeutende Treiber der Metastasierung [72].

Zu den wichtigsten molekularen Markern der Krebsstammzellen zdhlen CD44, CD133 und
ALDH1. CD44 fungiert als Rezeptor flr Hyaluronsdure und interagiert mit Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), insbesondere MMP9. Die gemeinsame Expression beider
Molekiile an der Tumorfront bedingen eine erhéhte Metastasierungswahrscheinlichkeit [73;

74; 75].

Ein zentraler Mechanismus der Tumorausbreitung ist die epitheliale-mesenchymale Transition
(EMT), bei der Tumorzellen mesenchymale Merkmale wie Beweglichkeit und Invasivitat
annehmen. Dabei gehen E-Cadherin-Verluste mit Vimentin-Uberexpression einher [76; 77].
Transkriptionsfaktoren wie TWIST, SNAIL und SLUG spielen bei der Regulation dieses Prozesses
eine Schlusselrolle und stehen mit aggressivem Wachstum und Metastasierung in Verbindung

[78; 79].

Hypoxiebedingungen im Tumormikromilieu fordern die Bildung von HIFla, das nicht nur
angiogene Faktoren induziert, sondern auch die EMT unterstiitzt und somit die Metastasierung

begiinstigt [77; 78; 80].

Teilweise EMT (p-EMT), ein Zwischenzustand zwischen epithelialem und mesenchymalem
Phanotyp, wird insbesondere am Rand des Tumors beobachtet. Diese Zellen zeigen
metastatische Eigenschaften und stehen in engem Zusammenhang mit dem Tumorgrading [81;

82].

Ein weiteres zentrales Konzept ist die sogenannte ,Field Cancerization”, die erstmals 1953
beschrieben wurde. Sie beschreibt pramaligne molekulare Veranderungen in histologisch
unauffalligem Gewebe rund um den Primartumor [83]. Auch im metastasierten Stadium zeigen
HPV-positive Tumoren im Vergleich zu HPV-negativen mit einer 2-Jahres-Uberlebensrate von
55 % gegenliber 28 % eine bessere Prognose [84]. Dies ist vermutlich auf die erhdhte

Therapiesensitivitat HPV-assoziierter Karzinome zuriickzufiihren [84].
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Mutationen betreffen haufig die Signalwege PI3K—PTEN—AKT (10-20 %), NOTCH1 (10-19 %)

sowie CASP8 (8-9 %), wobei letztere mit gestorter Apoptose assoziiert sind [85].

EGFR (epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) ist in etwa 38-47 % der HNSCC-Tumoren
Uberexprimiert, insbesondere in schlecht differenzierten und fortgeschrittenen Tumoren, was

eine unglinstige Prognose bedingt [86].

Interessanterweise ist EGFR auch im umgebenden, histologisch unauffalligen Gewebe erhoht

exprimiert, was die Theorie der ,condemned mucosa“ unterstitzt [18].

Aufgrund dessen filihrte die Einfilhrung von Cetuximab zur Entwicklung des sogenannten
EXTREME-Regimes (Cetuximab + Cisplatin + 5-FU), das eine signifikante Verbesserung des
Gesamtiiberlebens, des progressionsfreien Uberlebens und der Ansprechrate im Vergleich zur

alleinigen Chemotherapie zeigte [63].

1.3.3 Molekulare Abgrenzung von Tumorrezidiven und sekundaren Primarkarzinomen
beim oralen Plattenepithelkarzinom

Trotz erheblicher Fortschritte in der Diagnostik und Therapie des oralen
Plattenepithelkarzinoms stellen Rezidive oder Sekundare Primarkarzinome weiterhin eine
grofle Herausforderung dar. Die derzeit giiltigen klinischen Kriterien zur Unterscheidung dieser
Entitdaten, etwa nach Warren und Gates [87] oder den Modifikationen nach Hong et al. [88],
basieren auf Lokalisation, zeitlichem Abstand und histologischer Differenzierung. Diese
Klassifikationen sind jedoch in vielen Fallen unzureichend, da sie die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen nicht erfassen [89; 90]. Molekularbiologische Studien haben
gezeigt, dass Rickfalle klinisch als Rezidive eingestuft wurden, obwohl sie genetisch keine
klonale Beziehung zum Primartumor aufwiesen — und somit vermutlich sekundare
Primdrkarzinomen waren [91; 92; 93; 94]. Diese Diskrepanz zeigt, dass klinische Kriterien
alleine nicht verlasslich sind. Techniken wie LOH-Analysen, TP53-Mutationen oder X-
Chromosomen-Inaktivierung erlauben gewisse Riickschlisse, reichen jedoch nicht aus, um
Tumorrezidiv, sekundar auftretenden Primartumor oder sogenannte Second Field Tumors

(SFT) eindeutig zu unterscheiden. Letztere entstehen aus demselben pramalignen Feld wie der
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Primartumor, unterscheiden sich aber im spateren Verlauf genetisch vom Ursprungstumor

[89].

Ein zentrales Konzept zur molekularen Differenzierung zwischen Tumoren ist die sogenannte
»Klonalitat“, also die Frage, ob zwei Neoplasien vom gleichen Vorlduferzellklon abstammen.
Der Nachweis gemeinsamer friiher genetischer Veranderungen — etwa durch TP53-
Mutationen oder Verluste von Allelen in Mikrosatellitenregionen — gilt als Hinweis auf einen
klonalen Ursprung. Allerdings stellt die Interpretation dieser Daten eine Herausforderung dar:
Eine identische Mutation spricht zwar mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir eine klonale
Beziehung, das Fehlen eines solchen Musters schlieft diese jedoch nicht sicher aus.
Entscheidend ist die Anwendung eines breiten Panels molekularer Marker, da Einzelanalysen
(z. B. nur TP53) zu Fehleinschatzungen fiihren konnen. Es wird zudem immer deutlicher, dass
Klonalitat keine bindre Kategorie ist, sondern ein Kontinuum genetischer Verwandtschaft

darstellt, das durch Tumorheterogenitat und klonale Evolution beeinflusst wird [95].

Das Konzept der "Field Cancerization", urspriinglich von Slaughter et al. eingefihrt [83],
beschreibt die gleichzeitige karzinogene Veranderung mehrerer Areale der Schleimhaut durch
kanzerogene Exposition (z. B. Tabak), wobei genetische Veranderungen selbst in histologisch
unauffilligem Gewebe auftreten konnen [96; 97]. Dies erklart, warum Rezidive auch bei

negativen Resektionsrandern entstehen kénnen [98; 99].
Ein genetisch basierter Klassifikationsvorschlag von Braakhuis et al. [89; 90] unterscheidet:

e Tumorrezidiv — genetische Ubereinstimmung mit dem Primartumor,
e Sekundirer Primartumor — keine genetische Uberlappung; eigenstindiger Ursprung,
e Second Field Tumors — gemeinsame frilhe Mutationen, aber divergierende spéatere

Mutationen.

Moderne Hochdurchsatz-Sequenzierungstechnologien haben eine Vielzahl spezifischer
Mutationen im oralen Plattenepithelkarzinom identifiziert, darunter TP53, PIK3CA, CDKN2A
und NOTCH1 [85; 100; 101; 102; 103]. Studien wie jene von Stransky et al. [85] und Lawrence

et al. [100; 101] zeigen, dass das orale Plattenepithelkarzinom insbesondere bei
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Tabakkonsumenten genetische Uberschneidungen mit anderen Tumorarten — etwa dem

Lungenkarzinom — aufweist.

Die Unterscheidung von Tumorrezidiv und sekunddarem Primarkarzinom hat prognostische
Relevanz. So zeigten Gonzdlez-Garcia et al. [104], dass die krankheitsspezifische
Uberlebensrate beim sekundar priméaren Karzinom signifikant héher war als bei Tumorrezidiv.
Demgegeniiber stellten Rennemo et al. [105] keine signifikanten Unterschiede im
krankheitsspezifische Uberlebensrate fest. Dies weist wiederum auf die Unsicherheit der

bisherigen Klassifikationen hin.

Neben genetischen Markern gibt es auch epigenetische Veranderungen in histologisch
gesunden Resektionsrdandern, die auf ein erhéhtes Risiko fiir die Bildung eines sekundaren
Primarkarzinoms hinweisen. Die Uberexpression bestimmter Gene (z. B. MMP9, EPCAM,
PTHLH, MMP1, COL4A1l) wurde mit der Entwicklung sekunddrer Primarkarzinome in
Verbindung gebracht [99; 106]. Nicht-invasive Verfahren wie die Autofluoreszenz-Technologie
nach Poh et al. [107] konnten in Zukunft helfen, molekular verdnderte Felder in vivo zu

erkennen.

Ein signifikanter prognostischer Marker fir das Auftreten eines Rezidivs war laut Blatt et al.
das histopathologische Grading. Patienten mit maRig (G2) oder schlecht (G3) differenzierten
Tumoren wiesen eine signifikant hohere Rezidivrate auf als jene mit gut differenzierten
Karzinomen (G1) (p < 0,001). Zusatzlich zeigte sich ein positiver Lymphknotenstatus (N+) als
weiterer Risikofaktor fiir ein Tumorrezidiv (p = 0,004). Wiederum hatten TumorgroRe,
Geschlecht, Risikofaktoren wie Tabak- und Alkoholkonsum sowie der Resektionsstatus keinen
signifikanten Einfluss auf die Rezidiventwicklung [108]. In derselben Studie ergaben die Kaplan-
Meier-Analysen, dass neben TumorgroRe und Lymphknotenstatus auch das Grading sowie das
Auftreten eines Rezidivs signifikant mit der Gesamtiiberlebenszeit assoziiert waren (jeweils p
< 0,001). Besonders schlecht differenzierte Tumoren und frilhe Rezidive gingen mit einer

deutlich schlechteren Prognose einher [108].

Insgesamt zeigt die Literatur, dass eine molekulare Charakterisierung von oralen

Plattenepithelkarzinomrezidiven weit Uber die Maoglichkeiten klinischer Klassifikation
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hinausgeht. Die Etablierung genetischer Profile konnte helfen, die Riickfallarten besser zu
differenzieren, das Management individuell anzupassen und letztlich die Prognose der
Patienten zu verbessern [89; 90; 109]. In diesem Zusammenhang gewinnt das Konzept der
Krebsstammzellen zunehmend an Bedeutung, da diese Zellen als mogliche Treiber von

Therapieresistenz und Rezidivbildung gelten.

14 Krebsstammzellen im oralen Plattenepithelkarzinom

Ein wesentliches Merkmal normaler pluripotenter Stammzellen ist ihre Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Differenzierung in die drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und
Endoderm [110]. Diese Eigenschaften werden durch ein Netzwerk sogenannter Master-
Transkriptionsfaktoren wie OCT4, SOX2 und NANOG reguliert, welche fir den Erhalt des
pluripotenten Zustands entscheidend sind [111]. Wahrend diese Transkriptionsfaktoren
urspriinglich bei embryonalen Stammzellen beschrieben wurden, konnten sie inzwischen auch
in bestimmten Zellpopulationen adulter Gewebe wie Brust und Gehirn nachgewiesen werden

[112].

In normalen embryonalen Stammzellen (ESCs) wirkt OCT4 als zentraler Regulator der
Mesoderm-Differenzierung, wahrend es gleichzeitig die Differenzierung in das ektodermale
Lineage hemmt [113; 114]. SOX2 hingegen fordert die ektodermale Differenzierung und
unterdriickt mesodermale Entwicklungswege [113]. Daneben wirkt NANOG unterstitzend und
moduliert das Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung, wobei es in
differenzierten Zellen sukzessive herunterreguliert wird [113; 115]. Diese Gene regulieren sich
zudem autoregulativ, was ihre Bedeutung fir die Aufrechterhaltung der Stammzellidentitat

unterstreicht [111].

Die kontrollierte Expression dieser Transkriptionsfaktoren ist essenziell, um die Balance
zwischen Stammzellerhalt und geordneter Zelldifferenzierung zu sichern [111]. Eine
schematische Darstellung dieser Prozesse findet sich in der nachfolgenden Abbildung
(Abbildung 1), die den Zyklus der Selbsterneuerung sowie die Differenzierung multipotenter

Stammzellen in die drei Keimblatter veranschaulicht. In diesem Modell ist auch die
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physiologisch regulierte Aktivitat von OCT4, SOX2 und NANOG dargestellt, wie sie in normalen

Stammzellen vorkommt [111].

Multipotent Stem Cell

DDA

SOX2 NANOG OCT4

Controlled expression
in normal stem cells

Self-renewal Differentiation in Ectoderm,

Mesoderm und Endoderm

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Funktion pluripotenter Stammzellen. Multipotente
Stammzellen besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (linke Seite) oder zur Differenzierung in Zellen
des Ektoderms, Mesoderms und Endoderms (rechte Seite). Die Expression der Pluripotenz-Gene SOX2,
OCT4 und NANOG wird in normalen Stammzellen streng kontrolliert, um eine geordnete Entwicklung
zu gewahrleisten [111; 116]. Modifiziert nach Seymour et al. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com

erstellt [116].

Krebsstammzellen spielen eine zentrale Rolle. Sie zeichnen sich durch Selbst-Erneuerung,
Tumorinitiierung und Migrationsfahigkeit aus [117; 118; 119; 120; 121; 122; 123; 124; 125].
Ihre Herkunft wird unterschiedlich erklart: Entweder entstehen sie durch Mutation normaler
Stammazellen, durch dedifferenzierte Tumorzellen oder durch Umprogrammierung epithelialer

Zellen [126; 127; 128; 129]. Krebsstammzellen besitzen die Fahigkeit, intraepithelial zu
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migrieren, was sie zu den Hauptakteuren des monoklonalen Feldkanzerisierungsprozesses

macht [130; 131; 132].

Die Existenz von Krebsstammzellen in der tumornahen Mukosa konnte in mehreren Studien
nachgewiesen werden: Marker wie OCT4, SOX2, ALDH1A1, CD44, ABCG2 und andere wurden
in pramalignen Feldern identifiziert — sowohl in klinisch unauffdlligem Gewebe als auch in
prakanzerdsen Lasionen [133; 134; 135]. Diese Marker deuten nicht nur auf eine maogliche
dedifferenzierte Herkunft der Krebsstammzellen hin, sondern auch auf deren Rolle bei Rezidiv-
und Entstehung von Zweitkarzinomen [136; 137]. Zahlreiche molekulare Marker, die
typischerweise mit Feldkanzerisierung assoziiert sind — wie LOH, TP53, Telomeraseaktivitat,
MMP9, S100A4, SNAIL, VEGF-A — zeigen auch enge Verbindungen zu Krebsstammzellen [89;
138; 139]. Beispielsweise fuihrt der Verlust von p53 zur verstarkten Expression von CD44 in
Krebsstammzellen, wahrend eine Mutation im RB-Gen zur Proliferation von

Krebsstammzellen-dhnlichen Zellen fihrt [138; 140; 141; 142].

Ein Modell zur Krebsstammzell-gesteuerten Feldkanzerisierung sieht vor, dass Karzinogene
initiale Mutationen in TP53, p16 oder FHIT in den epithelialen Stammzellen ausldsen. Diese
transformieren sich in Transient Amplifying Cells (TACs), welche sich ausbreiten und ein
pramalignes Feld bilden. Spatere Mutationen — insbesondere im RB-Gen — setzen die

Krebsstammzellen aus dem Ruhestadium frei und fihren zur Tumorentstehung [138].

Im polyklonalen Szenario entstehen Krebsstammzellen an verschiedenen Stellen unabhangig
voneinander, was zu genetisch unterschiedlichen Subklonen fiihrt. Im monoklonalen Modell
dagegen breiten sich Krebsstammzellen von einem Ursprungsort aus, was die Entstehung

genetisch verwandter Tumoren an verschiedenen Stellen bedingt [131; 143; 144].

Klinisch relevant ist, dass SPTs und Rezidive hdufig schwer zu unterscheiden sind, da sie sich
im gleichen Feld entwickeln kénnen. Krebsstammzellen konnten hier als Marker fiir die
Klonalitat dienen, um zwischen echtem Rezidiv (gleiche Klonalitat) und SPT (unterschiedlich)
zu unterscheiden [143; 144]. Entsprechend konnten Krebsstammzell-Marker kiinftig nicht nur
zur Diagnostik, sondern auch zur Risikostratifizierung und Therapie eingesetzt werden [138;

145; 146; 147; 148; 149].
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Die abweichende Expression von SOX2, NANOG und OCT4 in Krebsstammzellen tragt zur
Progression des oralen Krebses bei, indem sie die Selbsterneuerung, Tumorinitiierung und -
wachstum, die Metastasierung (durch Verminderung von E-Cadherin) sowie die Resistenz
gegenlber Radio- und Chemotherapie fordert, wie in Abbildung 2 [93; 94; 150; 151; 152; 153;
154; 155; 156; 157; 158; 159].
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Abbildung 2: Uberexpression von SOX2, NANOG und OCT4 in Krebsstammzellen férdert oralen Krebs
durch Steigerung der Selbsterneuerung, des Tumorwachstums, der Metastasierung (\ E-Cadherin)
sowie der Resistenz gegen Radio- und Chemotherapie. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com

erstellt.

1.4.1 Rolle von SOX2 im oralen Plattenepithelkarzinom
Sex-determining region Y-box 2 (SOX2) ist ein Transkriptionsfaktor, der an der

Aufrechterhaltung der Pluripotenz embryonaler Stammzellen sowie an verschiedenen
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Entwicklungsprozessen beteiligt ist [160; 161]. SOX2 befindet sich auf dem Chromosom
3926.3—g27 und wurde als wichtiges Onkogen beim oralen Plattenepithelkarzinom
identifiziert. Seine Uberexpression wird mit erhéhter Tumorzellproliferation, Metastasierung,

Therapieresistenz und der Férderung der EMT in Verbindung gebracht [151; 152; 157; 158].

Beim oralen Plattenepithelkarzinomen kommt SOX2 als amplifiziertes Gen vor und spielt eine
entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der Stammzellahnlichkeit der Tumorzellen [162;
163]. Die SOX2-Amplifikation kénnte beim oralen Plattenepithelkarzinom fiir eine friihzeitige
Diagnose und eine prazisere Prognosebewertung von Bedeutung sein [162; 164]. He et al.
fanden zudem eine signifikante Korrelation zwischen der SOX2-Amplifikation und dem
pathologischen Grading der Tumoren [164; 165]. Weiterhin wurde ein deutlicher Unterschied
in der SOX2-Expression zwischen oralen Plattenepithelkarzinomen, oraler epithelialer
Dysplasie und normaler oraler Schleimhaut festgestellt [165]. Frihere Arbeiten belegten eine
Uberexpression von SOX2 in Proben oraler Plattenepithelkarzinome [163]. In vitro zeigte sich,
dass die Behandlung der oralen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien CAL27 und UMSCC74A mit
kationischen Lipid-Nanopartikeln zur Ubertragung von pre-miR-107 die SOX2-Expression
deutlich senkte. Dies ging mit einer verringerten Anzahl und GroRe der gebildeten
Tumorspharen einher [163]. Der zugrundeliegende Mechanismus, (iber den miR-107 die SOX2-
Expression bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs reguliert, bleibt jedoch bislang ungeklart
[163]. SchlieBlich wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von SOX2 zur Deregulierung von
Genen fuhrt, die an malignen Prozessen, Zellmigration und wachstumsunabhangigem

Uberleben beteiligt sind [164; 166].

1.4.2 Rolle von NANOG im oralen Plattenepithelkarzinom

NANOG spielt eine zentrale Rolle bei der Selbsterneuerung von Krebsstammzellen, indem es
die Zellproliferation liber die Regulation von Cyclin D beeinflusst, die E-Cadherin-Expression
zur Forderung der Zellmigration verringert und p53 hemmt, um Apoptose zu verhindern [167].
NANOG ist ein Transkriptionsfaktor mit Homéodomane, der an der Aufrechterhaltung der
Pluripotenz und der Selbsterneuerung undifferenzierter embryonaler Stammzellen beteiligt ist

[111; 168].
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Im menschlichen Genom sind bislang elf NANOG-Pseudogene beschrieben, von denen nur das
NANOG-Homeobox-Pseudogen 8 (Nanogp8) ein vollstdndiges offenes Leseraster besitzt und
somit ein funktionelles NANOG-Protein codieren kann [168; 169]. Bei oralen
Plattenepithelkarzinomen wurde eine verstarkte NANOG-Expression vor allem in wenig
differenzierten und undifferenzierten Tumorzellen festgestellt, was auf eine zentrale Rolle bei
der Tumorinvasion und Metastasierung hinweist [168; 170]. Eine Uberexpression von NANOG
wurde zudem mit einem erhdhten Rezidivrisiko und einer Resistenz gegeniiber Cisplatin

assoziiert [168; 171].

Mehrere Studien haben den Zusammenhang zwischen der NANOG-Expression und klinischen
Parametern oraler Plattenepithelkarzinome untersucht. Wahrend Hwang et al. keinen
Zusammenhang zwischen der NANOG-Expression und dem klinischen Tumorstadium
feststellen konnten [168; 172], berichten andere Arbeiten Uber eine Korrelation einer
erhohten NANOG-Expression mit einer verkiirzten Gesamtlberlebenszeit,
Lymphknotenmetastasen, dem Auftreten zirkulierender Tumorzellen, einer ausgepragten

lokoregionalen Aggressivitat sowie einem erhohten Risiko fir Tumorrezidive [168; 173; 174].

Einige Autoren gehen davon aus, dass eine erhohte NANOG-Expression im angrenzenden,
nicht vom Tumor betroffenen Gewebe als ein friher Indikator fiir ein erhéhtes Risiko zur
Entstehung eines oralen Plattenepithelkarzinoms dienen kénnte [155; 168], wahrend andere
Studien keinen signifikanten Unterschied der NANOG-Expression nachweisen konnten [168;
175]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass NANOG eine Vielzahl nachgeschalteter Zielgene
reguliert, darunter Cyclin D1, c-Myc, Snail, Slug, E-Cadherin, OCT-4, die Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und -9 sowie Mitglieder der ATP-binding cassette superfamily G
(ABCG)-2 [168]. Diese Gene sind haufig bei oralen Plattenepithelkarzinomen tberexprimiert
[168]. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass NANOG durch die Hochregulation dieser
Zielgene zur Forderung der Zellteilung, Metastasierung und Arzneimittelresistenz oraler

Plattenepithelkarzinome beitragt.
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1.4.3 Zusammenhang von SOX2/NANOG-Expression mit Therapieresistenz und Prognose

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass eine Uberexpression von SOX2 und NANOG mit
einer erhohten Tumoraggressivitat und ungiinstigen klinischen Verlaufen einhergeht [176;
177]. Die Rolle von SOX2 in der Entwicklung einer Radioresistenz ist komplex und in der
aktuellen Literatur nicht einheitlich beschrieben. Wahrend einige Studien darauf hinweisen,
dass SOX2 die Wirkung ionisierender Strahlung verstarken und damit die Prognose bestrahlter
Patienten verbessern kann, legen andere Forschungsergebnisse nahe, dass die Inhibition von
SOX2 vielmehr zur Ausbildung eines strahlenresistenten Phanotyps fihren kénnte [178]. Fir
NANOG wurde in ALDH-positiven Brustkrebszellen eine strahlenresistenzfordernde Wirkung
beschrieben, die vermutlich auf einer gesteigerten ALDH-Aktivitdt sowie einer verbesserten
Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSBs) basiert. An diesem Prozess scheinen der NOTCH1-
und der AKT-Signalweg beteiligt zu sein [179]. Obwohl die funktionelle Bedeutung von SOX2
und NANOG beim primaren oralen Plattenepithelkarzinom bereits mehrfach untersucht wurde
[151;171; 180; 181; 182; 183; 184], ist deren prognostischer Stellenwert beim rezidivierenden

oralen Plattenepithelkarzinom bislang nur unzureichend erforscht.

1.5  Ziel der Studie

Ziel dieser Studie ist es, die Expressionsmuster von SOX2 und NANOG sowohl im primaren als
auch im rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom zu untersuchen — mit besonderem
Fokus auf den Einfluss einer adjuvanten Therapie auf deren Expression. Darliber hinaus wird
die prognostische Relevanz dieser Marker analysiert, basierend auf ihrer Prasenz im
Rezidivtumor und ihrem Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben bzw. mit dem
krankheitsfreien Uberleben nach dem Rezidiv (post-recurrence Overall Survival, prOS bzw.
post-recurrence Disease-Free Survival, prDFS). Die vorliegende Arbeit basiert auf eine
Einzelzentrums-Kohortenstudie. Die klinischen Daten wurden prospektiv erhoben und
kontinuierlich dokumentiert, wahrend die immunhistochemischen Untersuchungen
retrospektiv erfolgten. Ziel ist es, die Risikostratifizierung zu verbessern und potenzielle
Grundlagen fir individualisierte Therapieansatze bei Patienten mit rezidivierendem oralen

Plattenepithelkarzinom zu schaffen.
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2. Methoden

2.1 Patientenkohorte

Zwischen 1992 und 2019 wurden in der Abteilung fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des

Universitatsklinikums Libeck insgesamt 1.088 Krebspatienten behandelt. Aus dieser Gruppe

wurden 94 Patienten mit einem Rezidiv eines oralen Plattenepithelkarzinoms fir diese Studie

ausgewahlt. Diese Patienten wurden mit kurativer Intention behandelt, entweder durch

alleinige Operation oder durch eine Kombination aus Operation und (Chemo-)Radiotherapie.

Patienten mit Oropharynxkarzinomen oder anderen histologischen Tumorentitidten, die nicht

Plattenepithelkarzinome waren, wurden nicht berlicksichtigt. Darlber hinaus wurden

Patienten mit bereits metastasierter Erkrankung zum Diagnosezeitpunkt, solche, die eine

Behandlung ablehnten oder vor Therapiebeginn verstarben,

lokoregionales Rezidiv nicht in die Analyse einbezogen (Abbildung 3).

Gesamtkohorte (n= 1088)

v

Wir schlossen 994 Patienten aus:

Tumorlokalisation aulerhalb der Mundhohle oder des Oropharynx (n = 87)
Histologische Entitaten auRer Plattenepithelkarzinom (n = 131)
Metastasierte Erkrankung bei Diagnose (M1) (n = 41)

Primare RT/RCT, Behandlungsverweigerung oder Tod vor Behandlungsbeginn (n = 143)
Keine lokoregionale Rezidiventwicklung (n = 815)

Die meisten Patienten erfiillten mehr als ein Ausschlusskriterium

v

94 Patienten mit re-OSCC wurden eingeschlossen

A

SOX2 Expression < 14: n = 47 (50.0%)
SOX2 Expression > 14: n = 47 (50.0%)

NANOG Expression < 15: n = 48 (51.1%)
NANOG Expression > 15: n = 46 (48.9%)

Operative Therapie allein: n = 58

RT:n=15

RCT:n=21

sowie Patienten ohne
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Abbildung 3: Darstellung der Patientenselektion und -stratifizierung. Patienten mit einem malignen
Befund, die am Universitatsklinikum Libeck behandelt wurden, wurden zunachst systematisch
gescreent. Ein GroRteil wurde aufgrund zuvor definierter Einschluss- und Ausschlusskriterien von der
Analyse ausgeschlossen. Die finale Studienkohorte umfasste ausschlieflich Falle von rezidivierendem
oralen Plattenepithelkarzinom, bei denen eine kurativ intendierte Therapie durchgefiihrt worden war.
Diese Patientengruppe wurde anschlieBend anhand der Expressionsniveaus von SOX2 und NANOG
weiter untergliedert und zusatzlich nach dem jeweils erhaltenen Therapiekonzept stratifiziert —
darunter alleinige chirurgische Behandlung, Radiotherapie (RT) sowie kombinierte

Radiochemotherapie (RCT).

Alle eingeschlossenen Patienten wurden einem streng strukturierten Nachsorgesystem
unterzogen, um eine konsequente Uberwachung iiber einen Zeitraum von fiinf Jahren nach
der Therapie sicherzustellen. In den ersten zwei Jahren erfolgten Nachsorgeuntersuchungen

im Turnus von jeweils drei Monaten, danach halbjahrlich.

Zu Studienbeginn und bei jeder Nachsorgeuntersuchung wurden demografische Daten,
Risikofaktoren, klinische Tumorcharakteristika und Behandlungsentscheidungen prospektiv
dokumentiert. Der allgemeine Gesundheitszustand der Patienten wurde mithilfe des Charlson-
Komorbiditdtsindex bewertet [185], wahrend Tumorstadien und konkurrierende

Risikofaktoren in der Kohortenanalyse bericksichtigt wurden [186].

Aus der urspriinglichen Kohorte wurden 994 Patienten ausgeschlossen, sodass schlieRlich 94
Patienten mit einem Rezidiv des oralen Plattenepithelkarzinoms in die Analyse einbezogen
wurden. Diese Patienten erhielten verschiedene Behandlungsansatze gemaR den deutschen
Leitlinien zur Behandlung des oralen Karzinoms [187], darunter Operationen, Radio- bzw.
Radiochemotherapie oder eine Kombination aus beiden. Patienten mit anderen Tumortypen
als Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle wurden ebenfalls ausgeschlossen. Dariiber
hinaus wurden Patienten mit initial metastasierter Erkrankung, solche, die eine Behandlung
ablehnten oder vor Beginn der Therapie verstarben, sowie Patienten ohne lokoregionale

Rezidive von der Analyse ausgeschlossen [188].
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2.2 Tissue Microarray und Immunhistochemische Farbung

Vor der Analyse wurde jeder Gewebe-Punch visuell auf Gewebefalten, Farbungsartefakte,
geringe Gewebequalitat und unzureichenden Tumorgehalt Uberprift. Falls solche Mangel
festgestellt wurden, wurden die betreffenden Proben aus der Analyse ausgeschlossen

(Abbildung 4).

Die Tissue Microarrays (TMAs) wurden mithilfe eines Tissue-Arrayers (manueller Tissue
Arrayer MTA-1, AlphaMetrix Biotech) erstellt. Die Tumorregionen der formalinfixierten,
paraffineingebetteten Gewebeblocke wurden mit einem Durchmesser von 1,2 mm
ausgestanzt und in die Empfangerblocke (bertragen. Pro Gewebeblock wurden drei
Stanzproben in die TMAs integriert, um die intratumorale Heterogenitat moglichst genau
abzubilden. Die Empfangerblocke wurden anschlieRend mit einem Mikrotom (Microm
HM355S, Thermoscientific) in 4 um dicke Schnitte unterteilt. Diese wurden auf Objekttrager
aufgezogen und in einem Wasserbad bei 50 °C ausgebreitet. Danach erfolgte eine einstlindige

Inkubation in einem Heil3luftofen bei 60 °C.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit einem vollautomatischen Farbeapparat
(Ventana BenchMark, Roche, Basel, Schweiz) durchgefiihrt. Die verwendeten Antikorper-
Farbemethoden basierten auf friiheren Studien der Forschungsgruppe. Die Farbungen wurden
gemadl den Herstelleranweisungen durchgefiihrt, wobei positive und negative Kontrollen
eingesetzt und erforderlichenfalls modifiziert wurden, um optimale Farbeergebnisse zu

erzielen [186].
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Empfangerblock TMA-Obijekttrager

T
.
— |l ‘
Digitale Analyse von TMA Cores mit digitale .
Pathologiescanner IHC-Farbung

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Tissue-Microarray-(TMA)-basierten

immunhistochemischen Analyse. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

Der Ablauf umfasst die Auswahl von Tumorgewebe, das Stanzen aus Donor-Blocken, die
Ubertragung in einen Empfangerblock, das Schneiden auf Objekttragern, die Durchfiihrung der
immunhistochemischen Farbung sowie die Digitalisierung der Schnitte mit einem
Pathologiescanner. Die digitale Auswertung erfolgt anschlieBend mittels QuPath-Software zur

guantitativen Analyse der Markerexpression auf zellularer Ebene.

In unserer Untersuchung wird durch die immunhistochemische Analyse bestatigt, dass SOX2
eine nukledre Farbung zeigt, wie bereits in vorherigen Studien erwdhnt wurde [189]. Im
Gegensatz dazu weist NANOG bei Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom ein
zytoplasmatisches Farbungsmuster auf, was auch in unserer Gruppe festgestellt wurde

(Abbildung 5). In zahlreichen Fallen des oralen Plattenepithelkarzinoms weist NANOG im
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Gegensatz zur Uberwiegend nukledren Farbung, wie sie typischerweise bei Keimzelltumoren

beschrieben wurde [190; 191], eine ausgepragte zytoplasmatische Farbung auf.

P N

v ar et

B NANOG

200 pm
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Abbildung 5: Reprasentative immunhistochemische Darstellung von TMA-Cores aus unserer
Patientenkohorte mit oralem Plattenepithelkarzinom. Die SOX2-Expression zeigt eine vorwiegend
nukleadre, die NANOG-Expression eine zytoplasmatische Lokalisation. Der MaRstabsbalken entspricht

200 pm.

Die Antigen-Retrieval fiir die Farbung von SOX2 erfolgte durch hitzeinduzierte Riickgewinnung
in einem Natriumcitrat-Puffer (pH 6,0) bei einer Temperatur von 92 °C lber einen Zeitraum
von 32 Minuten. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur mit einem Anti-SOX2-Antikorper
(Verdiinnung 1 pg/ml) behandelt und SOX2 wurde anschlieRend mithilfe eines biotinylierten
Sekundarantikorpers und einer Streptavidin-Peroxidase-Losung nachgewiesen. Die Farbung

wurde unter Verwendung von Hamatoxylin durchgefiihrt.

Die Antigen-Retrieval flr die Farbung von NANOG wurde ebenfalls bei 92 °C fir 32 Minuten
mit einem Natriumcitrat-Puffer (pH 6,0) durchgefihrt. Die Schnitte wurden bei
Raumtemperatur mit einem Anti-NANOG-Antikérper in einem Verhaltnis von 1:1000 bis
1:2500 inkubiert. Nach der Inkubation des Primarantikorpers wurde ein Sekundéarantikorper,
der mit Biotin markiert war, fir 30 Minuten appliziert, gefolgt von einer Inkubation mit
Streptavidin-Peroxidase. Die Farbung wurde unter Verwendung von 3’,3-Diaminobenzidin-

Tetrahydrochlorid (DAB) durchgefiihrt und anschlieBend mit Himatoxylin kontragefarbt.

Zur Bestatigung von SOX2 wurden menschliches Glioblastomgewebe und Proben der NCCIT-
Zelllinie (humane pluripotente embryonale Karzinomzellen) verwendet. Zur Bestatigung der
NANOG-Farbung wurden NCCIT-Zellen und embryonales Karzinomgewebe als positive

Kontrollen eingesetzt.

Um die Spezifitat der Farbung zu Gberpriifen, wurden negative Kontrollen durchgefiihrt, indem

die Primarantikérper wahrend des Farbeprozesses weggelassen wurden.

Fir die Digitalisierung der Schnitte wurde ein Ventana iScan HT Scanner (Ventana, Tucson,
USA) verwendet. Die computergestitzte Bildanalyse wurde mit der Open-Source-Software

QuPath (Version 0.2.3) durchgefihrt [192].
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Die Bilder wurden mit QuPath als .tif-Dateien untersucht. Die Datenerfassung und Analyse

erfolgte auf einem Windows-10-System mit einem 12,3-Zoll-Display (2736 x 1824 Pixel).

Flr die Auswertung der Gewebeproben wurden die TMA-Cores mithilfe der integrierten TMA
Dearrayer-Funktion der Software QuPath ausgewahlt. Die zugehorigen Patientendaten
wurden zuvor in vorbereiteten Excel-Tabellen erfasst und in das System importiert, um eine
korrekte Zuordnung der einzelnen Gewebekerne zu den entsprechenden Patienten
sicherzustellen. Die relevanten Bereiche — einschlielllich Tumorzellen, Immunzellen sowie
stromalen Anteilen — wurden manuell als Regionen von Interesse (Regions of Interest, ROI)

markiert.

Zur ldentifikation positiver Zellen wurde das Werkzeug zur Zellklassifikation auf Basis der
Optical-Density-Sum-Methode (OD-Sum) eingesetzt, um Artefakte wie
Zellkernfragmentierung zu  minimieren. Die Analyseparameter wie PixelgroRe,
Hintergrundradius, Medianfilter-Radius, ZellkerngroBe und Zellbereichsausdehnung wurden

gezielt angepasst. So konnte eine prazise Zellidentifikation erreicht werden.

AnschlieBend wurden geglattete Heatmaps erstellt, die klassifikationsrelevante zellulare
Merkmale visuell darstellen. Auf Basis der manuell annotierten Regionen wurde ein Random-
Forest-Klassifikator trainiert, um eine automatisierte und verlassliche Klassifikation von
Tumorzellen zu ermodglichen. Die gewonnenen Messwerte wurden mithilfe des TMA Data
Viewers exportiert, wodurch eine anschlieBende Berechnung und Validierung des H-Scores

erfolgen konnte.

Die Bildverarbeitung sowie die Quantifizierung des H-Scores wurden vollstandig in QuPath
durchgefihrt — einer Plattform, deren Verlasslichkeit bereits in zahlreichen Arbeiten zur
Tumorbiologie dokumentiert wurde [157; 186; 193]. Die Verlasslichkeit von QuPath fiir die H-
Score-Bewertung konnte durch frihere Studien in verschiedenen Tumorentitdten
nachgewiesen werden. Um potenzielle Verzerrungen durch subjektive Beurteilungen zu
vermeiden, wurde der gesamte Auswertungsprozess von zwei voneinander unabhangigen

Fachpathologen begleitet.
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Die schematischen Abbildungen in dieser Studie wurden mit der Software BioRender

(https://biorender.com) erstellt.

2.3 Statistische Analyse
Deskriptive Statistiken wurden anhand von Haufigkeit, Prozentangaben, Medianwerten und
Interquartilsbereichen (IQR) zusammengefasst. Kontinuierliche Daten wurden als Mittelwert

(Standardabweichung, SD) sowie als Medianwerte mit IQR dargestellt.

Fir die Uberlebensanalysen wurde die Kaplan-Meier-Methode zur Schitzung der
Wahrscheinlichkeiten fiir das postrezidivierende krankheitsfreie Uberleben (prDFS) sowie das
postrezidivierende Gesamtiberleben (prOS) verwendet. prDFS wurde als Zeitraum vom ersten
Rezidiv bis zum Auftreten eines zweiten Rezidivs, des Todes oder des letzten Follow-up-
Termins definiert. In diesem Zeitraum Uberlebte der Patient ohne Anzeichen oder Symptome
der Krankheit. prOS wurde als Zeitraum vom ersten Rezidiv bis zum Todeszeitpunkt durch

jegliche Ursache oder bis zum letzten Follow-up-Termin definiert.

Die univariate Analyse wurde mittels Log-Rank-Test flir Gruppenvergleiche durchgefihrt. Die

Schoenfeld-Residuen wurden geplottet, um die Proportionalitdtsannahme zu bewerten.

Fir die Ermittlung des optimalen Cutoff-Werts wurden Histogramme, Kaplan-Meier-Plots
sowie Hazard Ratios, Konfidenzintervalle und p-Werte generiert. Die Cutoff-Berechnung
wurde mit dem ,rolr“-Paket durchgefiihrt, das eine optimale Trennung in zwei Gruppen
anhand von Uberlebensdaten ermoglicht (,rhier“-Funktion). Wo angemessen, wurden

Median-Cutoff-Werte verwendet.

Die Kaplan-Meier-Diagramme wurden mit einer Kombination aus den Paketen ,survival®,
ysurvminer”, ,ggplot2“ und ,,plotly” erstellt. Hazard Ratios, Konfidenzintervalle und p-Werte

wurden mit der ,,coxph“-Funktion aus dem ,survival“-Paket berechnet.

Alle Tests wurden zweiseitig mit einer Signifikanzgrenze von p < 0,05 durchgefiihrt, wahrend
die Schatzungen mit 95 %-Konfidenzintervallen (Cl) angegeben wurden. Die Analysen wurden
mit R Core Team (2023) ausgefiihrt: R: A Language and Environment for Statistical Computing.

R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich. https://www.R-project.org/.
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Soweit bekannt, ist dies eine der ersten Studien, die Uberlebensraten bei rezidivierendem
oralen Plattenepithelkarzinom basierend auf der Expression der Krebsstammzellmarker SOX2
und NANOG mithilfe einer semi-automatisierten Analyse immunhistochemischer Marker
mittels QuPath-Software untersucht. Die angewandte Methode umfasst die Berechnung des
postrezidivierenden Uberlebens fiir Hochrisikogruppen sowie die Korrelation der
standardisierten, auf dem H-Score basierenden immunhistochemischen Expression beider

Marker mit klinischen Verlaufsdaten.

Die H-Score-Bewertung der Immunfarbung vergibt einen maximalen Wert von 300, indem die
Prozentsatze der stark (Gewichtung: 3), moderat (Gewichtung: 2) und schwach (Gewichtung:
1) gefarbten Zellen summiert werden, was eine Skala von 0 bis 300 ergibt [14]. Ziel war es,
diese Methode zu standardisieren, da bislang kein allgemeingiiltiger Goldstandard fiir die

immunhistochemische Bewertung existiert (Abbildung 6).

Zusatzlich wurde ein direkter Vergleich der Antikorperexpression zwischen Primartumoren
und Rezidiven in Prozent durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte stratifiziert nach den
jeweiligen Therapieansatzen (alleinige Operation, adjuvante Radiotherapie oder
Radiochemotherapie) unter Verwendung des nichtparametrischen Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Tests, da die Daten keine Normalverteilung aufwiesen.
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Abbildung 6: Die Abbildung zeigt reprasentative TMA-Cores, gefarbt fiir SOX2 (A—C) und NANOG (D—F),
mit schwacher (A, D), moderater (B, E) und starker (C, F) immunhistochemische Farbung. Der

Malstabsbalken stellt 200 um dar.

2.4  Ethik

Alle Teilnehmer unterschrieben bei der Aufnahme Einverstandniserklarungen, die die
Erhebung und anonyme Verwendung ihrer Daten flir wissenschaftliche Forschungszwecke
autorisierten. Die Ethikkommission der Universitat Libeck genehmigte die Studie (ID: 16-

272A).
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Untersuchung umfasst insgesamt 94 Patienten, die an einem rezidivierenden
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle litten. Ziel war es, prognostische Faktoren und den
Einfluss verschiedener Marker (SOX2 und NANOG) auf das Uberleben nach Wiederauftreten

der Erkrankung zu analysieren.

3.1 Demografische und klinische Basisdaten

In Tabelle 1 sind die Ausgangsdaten der Studienpopulation aufgefiihrt. Das mediane Alter bei
Studieneinschluss lag bei 62 Jahren (IQR: 52-71), wahrend das mediane Alter zum Zeitpunkt
der Rezidivdiagnose bei 63 Jahren (IQR: 53-72) lag. Die Mehrheit (68 %) der Teilnehmenden
war mannlich, wohingegen 32 % weiblich waren. Beim Charlson-Komorbiditatsindex (CCl) fand
sich in 63 % der Falle ein Wert von 0, wahrend 37 % einen Wert > 1 aufwiesen. Bezliglich des
Rauchverhaltens gaben 78 % an, ehemalige oder aktive Raucherinnen und Raucher zu sein,
wahrend 22 % nie geraucht hatten. Ein UbermaRiger Alkoholkonsum wurde von 60 %
berichtet. Die haufigste Rezidivlokalisation war der Mundboden (41 %), gefolgt von
Wange/Vestibulum/Retromolarbereich und der Zunge (anteriore Anteile). Hinsichtlich des
Tumorstadiums (rT) zeigte sich eine breite Verteilung mit rT1 (26 %), rT2 (18 %), rT3 (11 %), rT4
(31 %) und rTx (14 %). Der Lymphknotenstatus war bei 32 % rNO, bei 68 % rN+ oder rNx,

wahrend bei 8,8 % ein rM1 (Fernmetastasen) vorlag.

Die Resektabilitat der Tumoren wird in der Tabelle ebenfalls ausgewiesen: 19 Patienten (68 %)
hatten RO-Resektionsrander, wohingegen 9 (32 %) mit R1-, R2- oder nicht ndher bestimmbaren
Randern (R1/2/x) operiert wurden. Bei 66 Personen lagen keine entsprechenden Angaben vor.
Die histopathologische Differenzierung (Grading) wurde in 6 Fdllen (8,8 %) als ,hoch
differenziert”, in 40 Fallen (59 %) als ,,maRig differenziert” und in 22 Fallen (32 %) als ,,gering

differenziert” eingestuft; in 26 Fallen fehlten entsprechende Informationen.
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Tabelle 1: Grundlegende demografische Daten aller Patienten und ihrer
Tumoreigenschaften

Eigenschaften / Merkmale N=94
Alter (Median) 62 (52, 71)
Alter bei Rezidiv (Median) 63 (53, 72)
Geschlecht

Weiblich 30 (32 %)
Mannlich 64 (68 %)
CCl score

0 59 (63 %)
1< 34 (37 %)
Fehlend 1
Raucherstatus

Nie geraucht 20 (22 %)
Ehemaliger oder aktueller 69 (78 %)
Raucher

Fehlend 5
Alkoholkonsum

Kein oder moderater Konsum 35 (40 %)
Hoher Konsum 52 (60 %)
Fehlend 7
Rezidivlokalisation

Zunge anterior 11 (12 %)
Wange/vestibulum/retromolar 13 (14 %)
Mundboden 39 (41 %)
Lippe 2(2,1%)
Nur Hals 15 (16 %)
Oropharynx 11 (12 %)
Gaumen 3(3,2%)
rT

rT1 24 (26 %)
rT2 16 (18 %)
rT3 10 (11 %)
rT4 28 (31 %)
rTx 13 (14 %)
Fehlend 3
rN

rNO 29 (32 %)
PN+/x 63 (68 %)
Fehlend 2
rM

rMO/x 83 (91 %)




rM1 8 (8,8 %)

Fehlend 3
Resektionsrandstatus

RO 19 (68 %)
R1/2/x 9 (32 %)
Fehlend 66
Grad

Hoch differenziert 6 (8,8 %)
MaRig differenziert 40 (59 %)
gering differenziert 22 (32 %)
Fehlend 26

N= Patientenzahl

3.2 Uberlebensergebnisse in Abhingigkeit von der SOX2-Expression

Tabelle 2 zeigt die Uberlebensdaten der gesamten Patientenkohorte (n = 94), aufgeschliisselt
nach der SOX2-Expression anhand eines H-Score-Schwellenwertes von < 14 bzw. > 14. Beide
Gruppen umfassen jeweils 47 Patienten. Die Gesamtmortalitat (,Tod aus jeglicher Ursache”)
in der Kohorte betrug 71 %. In der Gruppe mit niedriger SOX2-Expression (H-Score < 14) lag die
Sterblichkeitsrate bei 83 % (39/47), in der Gruppe mit hoher Expression (H-Score > 14) bei 60 %
(28/47). Bezogen auf die Todesursache (,Todesursache”) verstarben in der niedrig
exprimierenden Gruppe 70% an einem oralen Plattenepithelkarzinom, weitere 13 % an
anderen Ursachen. In der Gruppe mit hoher SOX2-Expression waren 51 % tumorbedingte und

8,5 % nicht tumorbedingte Todesfille zu vermerken.

Im Hinblick auf das krankheitsfreie Uberleben nach Rezidiv (prDFS) wurden 19 % der Patienten
zum Studienende zensiert. 43 % der Patienten in der Gruppe mit niedriger SOX2-Expression
verstarben an einem oralen Plattenepithelkarzinom, wahrend in der Gruppe mit hoher
Expression dieser Anteil 34 % betrug. Ein lokoregiondres Rezidiv trat in der Gesamtgruppe bei
33 % auf — mit nahezu identischen Raten in beiden Gruppen (34 % bei niedriger vs. 32 % bei

hoher Expression).
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Tabelle 2: Uberlebensergebnisse innerhalb der Patientengruppe basierend auf dem H-
Score-Schwellenwert fiir die SOX2-Expression

SOX2

Eigenschaften / Merkmale Insgesamt, N = 94! <14, N =47* >14, N = 471

Tod aus jeglicher Ursache

Lebend oder zensiert 27 (29 %) 8 (17 %) 19 (40 %)
Verstorben 67 (71 %) 39 (83 %) 28 (60 %)
Todesursache

Lebend oder zensiert 27 (29 %) 8 (17 %) 19 (40 %)
Tod durch 0SCC? 57 (61 %) 33 (70 %) 24 (51 %)
Tod durch andere Ursachen 10 (11 %) 6 (13 %) 4 (8,5 %)
prDFS

Zensiert 18 (19 %) 5(11%) 13 (28 %)
Tod durch 0SCC? 36 (38 %) 20 (43 %) 16 (34 %)
Tod durch andere Ursachen 9 (9,6 %) 6 (13 %) 3(6,4 %)
Lokal-regionales Rezidiv 31 (33 %) 16 (34 %) 15 (32 %)
In (%)

2 Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle

3.3 Uberlebensergebnisse in Abhingigkeit von der NANOG-Expression

Tabelle 3 gibt die Uberlebensdaten bezogen auf die NANOG-Expression wieder, unterteilt
mittels eines H-Score-Grenzwerts von < 15 und > 15. Von den 94 eingeschlossenen Patienten
wiesen 48 eine niedrige und 46 eine hohe NANOG-Expression auf. Die Gesamtmortalitat
betrug wie bei SOX2 71%. In der Gruppe mit niedriger NANOG-Expression lag die
Sterblichkeitsrate bei 77 % (37/48), in der Gruppe mit hoher Expression bei 65 % (30/46). 63 %
verstarben in der niedrig exprimierenden Gruppe an einem oralen Plattenepithelkarzinom,
15% an anderen Ursachen. Bei hoher NANOG-Expression lagen die tumorbedingten

Todesursachen bei 59 %, wahrend der Anteil anderer Todesursachen bei 6,5 % lag.

In Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben nach Rezidiv (prDFS) blieb das Ereignis bei 19 % der
Gesamtgruppe bis zum Studienende aus. Die durch ein orales Plattenepithelkarzinom bedingte
Mortalitdt unterschied sich mit 38 % (niedrige Expression) vs. 39 % (hohe Expression) kaum
zwischen den Gruppen. Die Rate lokoregionaler Rezidive betrug insgesamt 33 % und war in der
Gruppe mit niedriger NANOG-Expression mit 29 % etwas geringer als in der Gruppe mit hoher

Expression (37 %).
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Tabelle 3: Uberlebensergebnisse innerhalb der Patientengruppe basierend auf dem H-
Score-Schwellenwert fiir die NANOG-Expression

NANOG

Eigenschaften / Merkmale Insgesamt, N = 941 <15, N =48t >15, N = 46°

Tod aus jeglicher Ursache

Lebend oder zensiert 27 (29 %) 11 (23 %) 16 (35 %)
Verstorben 67 (71 %) 37 (77 %) 30 (65 %)
Todesursache

Lebend oder zensiert 27 (29 %) 11 (23 %) 16 (35 %)
Tod durch OSCC? 57 (61 %) 30 (63 %) 27 (59 %)
Tod durch andere Ursachen 10 (11 %) 7 (15 %) 3 (6,5 %)
prDFS

Zensiert 18 (19 %) 9 (19 %) 9 (20 %)
Tod durch 0SCC? 36 (38 %) 18 (38 %) 18 (39 %)
Tod durch andere Ursachen 9(9,6 %) 7 (15 %) 2(4,3%)
Lokal-regionales Rezidiv 31 (33 %) 14 (29 %) 17 (37 %)
In (%)

2 plattenepithelkarzinom der Mundhéhle

3.4 Multivariate Cox-Regression zur Risikobewertung auf Basis des SOX2-H-Scores

In Tabelle 4 werden die Hazard Ratios (HR) fiir das krankheitsfreie Uberleben nach Rezidiv
(prDFS) und das Gesamtiiberleben nach Rezidiv (prOS) dargestellt unter Anwendung des H-
Score-basierte Cutoffs flir SOX2 (<14 vs. > 14). Jede Zeile nennt einen unabhangigen

Einflussfaktor (z. B. Alter, CCl, rT-Stadium, rN-Status, SOX2-Gruppe).

Flir das rT-Stadium zeigt sich, dass alle Stadien oberhalb von rT1 (rT2, rT3, rT4 und rTx) ein
signifikant erhéhtes Risiko fur Krankheitsprogression bzw. Tod aufweisen. So liegt das HR im
Fall von rT2 beispielsweise bei 3,51 fir prDFS (p = 0,003) und 3,56 fiir prOS (p = 0,010). Hohere

Stadien (rT3, rT4) zeigen dhnliche oder sogar noch héhere HR-Werte.

Ein positiver oder unbekannter Lymphknotenstatus (rN+/x) erh6ht das Risiko fiir Rezidiv bzw.

Mortalitdt im Vergleich zu rNO (z. B. HR 2,87 fiir prOS, p = 0,001).

Die SOX2-Expression (H-Score > 14) senkt das Sterberisiko signifikant (HR 0,54, p = 0,030) und
zeigt eine tendenzielle, jedoch nicht ganz signifikante Verbesserung fiir das prDFS (HR 0,60,

p = 0,054).
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Tabelle 4: Hazard-Ratios fiir diverse prognostische Faktoren in Rezidivproben unter
Anwendung der H-Score-basierten Grenzwerte von SOX2

prDFS prosS
Merkmal HR! 95% Cl p-value HR! 95% Cl p-value
Alter bei Rezidivdiagnose 1,01 1,00-1,02 0,2 1,01 1,00-1,02 0,3
CCl score
0 — — — —
1< 1,36 0,80-2,32 0,3 1,14 0,64-2,01 0,7
rT
rTl — — — —
rT2 3,51 1,53-38,07 0,003 3,56 1,36-9,31 0,01
rT3 3,01 1,22-7,46 0,017 5,7 2,09-15,5 <0,001
rT4 2,48 1,22-5,04 0,012 3,58 1,59-38,05 0,002
rTx 2,23 0,97 -5,12 0,059 2,45 0,98 -6,15 0,056
rN
rNO — — — —
rN+/x 1,95 1,11-3,43 0,021 2,87 1,52-5,39 0,001
SOX2_Rezidiv_ H-Score
<14 — - - -
>14 0,6 0,35-1,01 0,054 0,54 0,31-094 0,03

’HR = Hazard Ratio, Cl = Confidence Interval

3.5 Multivariate Cox-Regression zur Risikobewertung auf Basis des NANOG-H-Scores
Tabelle 5 legt die Ergebnisse der Cox-Regression flir NANOG in Bezug auf prDFS und prOS sowie
die gleichen Kovariablen (z. B. rT, rN, CCl) dar. Das Tumorstadium (rT2, rT3, rT4) erhoht das
Risiko flr Progression bzw. Tod gegentiber rT1 deutlich, so z. B. HR 4,77 fir rT2 beim prDFS
(p < 0,001). Der Lymphknotenstatus (rN+/x) bleibt auch hier ein signifikanter Faktor (z. B. HR
2,85 fir prOS, p = 0,002).

Die NANOG-Expression (Cutoff < 15 vs. > 15) zeigt hingegen weder fir prDFS (HR 1,11, p = 0,7)
noch fiir prOS (HR 1,06, p = 0,8) eine Relevanz. Sie ist in diesem Modell somit kein signifikanter

Pradiktor.
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Tabelle 5: Hazard-Ratios fiir diverse prognostische Faktoren in Rezidivproben unter
Anwendung der H-Score-basierten Grenzwerte von NANOG

prDFS pros
Merkmal HR?! 95% ClI p-value HR! 95% ClI p-value
Alter bei Rezidivdiagnose 1,01 1,00-1,02 0,14 1,01 0,99-1,02 0,4
CCl score
0 J— J— J— J—
1< 1,23 0,73-2,09 0,4 1 0,57-1,75 >0,9
rT
rTl — — — —
rT2 4,77 2,07-11,0 <0,001 4,91 1,86 —-13,0 0,001
rT3 3,19 1,25-8,17 0,015 5,93 2,08-16,9 <0,001
rT4 3,08 1,52-6,25 0,002 4,39 1,91-10,1 <0,001
rTx 2,49 1,09-5,69 0,031 2,79 1,11 -6,98 0,029
rN
rNO — — — —
rN+/x 1,92 1,08 -3,43 0,027 2,85 1,48 - 5,46 0,002
NANOG_ Rezidiv_ H-Score
<15 — — — —
>15 1,11 0,67-1,85 0,7 1,06 0,61-1,86 0,8

*HR = Hazard Ratio, Cl = Confidence Interval

3.6 SOX2-Expression in Primartumoren vs. Rezidiven
Tabelle 6 vergleicht die SOX2-Expression (in Prozent) zwischen Primartumoren und Rezidiven,
wobei die Gesamtgruppe (n = 94) sowie Untergruppen (eingeteilt nach adjuvanter Therapie)

separat betrachtet werden.

Im Gesamtvergleich unterscheidet sich der durchschnittliche prozentuale Wert im

Primartumor (26,63 %) nicht signifikant von jenem im Rezidiv (13,96 %; p = 0,621).

Patienten, die eine Operation mit anschlieRender Radiotherapie (adjuvante RT) erhielten,
weisen im Mittel eine hohere SOX2-Expression im Rezidiv (52,67) auf als im Primartumor

(35,06). Dieses Ergebnis erreicht jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,280).

Bei Patienten mit adjuvanter Radiochemotherapie liegen sowohl Primartumor- als auch
Rezidiv-Medianwerte auf einem eher niedrigen Niveau (2,12 vs. 6,87), ohne signifikanten

Unterschied (p = 0,583).
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Die Medianwerte im Falle von Operationen ohne adjuvante Therapie (32,75 vs. 16,26) zeigen
einen Abfall von Primér- zu Rezidivtumor, ebenfalls ohne statistische Signifikanz (p = 0,190)

(Tabelle 6).

Tabelle 6: SOX2-Expression in Primartumoren und Rezidivtumoren, unterteilt nach
Therapiemodalitat

SOX2

Primar, N = 94 Rezidiv, N = 941 p-value?
Median (IQR) 26,631 (1,832 — 54,559) 13,963 (2,270 -50,861) 0,621
Fehlend 26 1
Adjuvante RT

Primar, N = 15? Rezidiv, N = 15 p-value?
Median (IQR) 35,061 (8,521 — 40,421) 52,670 (12,753 — 64,455) 0,28
Fehlend 2 1
Adjuvante RCT

Primar, N = 211 Rezidiv, N = 21 p-value?
Median (IQR) 2,117 (0,394 - 26,814) 6,871 (0,738 — 14,510) 0,583
Fehlend 7 0

Nur Chirurgie (ohne adjuvante Therapie)

Primar, N = 58! Rezidiv, N = 58! p-value?
Median (IQR) 32,745 (5,406 — 63,892) 16,262 (2,441 — 45,815) 0,19
Fehlend 17 0

IMedian (IQR); 2Wilcoxon rank sum test, RT: Radiotherapie, RCT: Radiochemotherapie

3.7 NANOG-Expression in Primdrtumoren vs. Rezidiven

Tabelle 7 stellt NANOG (in Prozent) analog zu Tabelle 6 gegeniber. Auffallig ist der deutliche
Rickgang der NANOG-Werte im Gesamtvergleich: Von 42,22 (Primartumor) auf 8,65 (Rezidiv)
bei p < 0,001. Die Medianwerte bei adjuvanter RT sanken von 42,66 auf 12,12, allerdings ohne
Signifikanz (p = 0,555). Eine dhnliche Tendenz zeigt sich bei adjuvanter RCT (33,65 vs. 11,48),
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ebenfalls jedoch nicht auf signifikantem Niveau (p = 0,414). Bei Operation ohne adjuvante
Therapie ist die Abnahme von 44,81 auf 7,19 hochsignifikant (p < 0,001). Diese Gruppe bildet

somit den Haupttreiber des Gesamtvergleichs.

Insgesamt legen die Ergebnisse in Tabellen 6 und 7 dar, dass die SOX2-Expression zwischen
Primar- und Rezidivtumor statistisch nicht signifikant variiert, jedoch unter bestimmten
Therapiebedingungen (z. B. nach RT) tendenziell ansteigen kann. NANOG hingegen zeigt einen
statistisch hochsignifikanten Abfall, insbesondere dann, wenn die Patienten keine adjuvante
Radiotherapie oder Radiochemotherapie erhalten haben. Diese Befunde unterstreichen
mogliche Therapieeinfliisse auf die Expression von Krebsstammzellen-Markern und deuten
darauf hin, dass sich die Tumorbiologie im Verlauf zwischen Erstmanifestation und Rezidiv

verandert.

Tabelle 7: NANOG-Expression in Primdartumoren und Rezidivtumoren, unterteilt nach
Therapiemodalitat

NANOG

Primar, N = 941 Rezidiv, N = 941 p-value?
Median (IQR) 42,221 (8,585 — 57,148) 8,652 (1,177 — 23,368) <0,001
Fehlend 27 0
adjuvante RT

Primar, N = 15¢ Rezidiv, N = 15 p-value?
Median (IQR) 42,663 (22,019 — 46,080) 12,123 (1,431 - 51,833) 0,555
Fehlend 2 0
adjuvante RCT
Median (IQR) Primar, N = 211 Rezidiv, N = 211 p-value?
Fehlend 33,654 (1,852 — 43,796) 11,479 (3,231 - 18,331) 0,414

7 0

Nur Chirurgie (ohne adjuvante Therapie)

Median (IQR) Primér, N = 58! Rezidiv, N = 58 p-value?
Fehlend 44,814 (15,930-61,558) 7,187 (0,943 — 23,241) <0,001
18 0

IMedian (IQR); 2Wilcoxon rank sum test, RT: Radiotherapie, RCT: Radiochemotherapie
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Abbildung 7: Boxplots zum Vergleich der SOX2- (A) und NANOG-Expression (B) zwischen priméaren und
rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen, stratifiziert nach Therapieform. Statistische

Unterschiede wurden mithilfe des Wilcoxon-Rangsummentests analysiert.

3.8 Kaplan-Meier-Analyse zur Analyse des prOS und prDFS fiir SOX2 und NANOG
Die Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 8 (A) zeigt das prOS der Patienten in Bezug auf die SOX2-
Expression im Rezidivtumor. Die Einteilung der Patienten erfolgte nach dem H-Score von SOX2

in zwei Kategorien: H-Score < 14 und H-Score > 14.

Die Diagramme verdeutlichen, dass Patienten mit einer SOX2-Expression lber 14 eine deutlich
héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit haben als solche mit einer geringeren SOX2-Expression
(p = 0,013). Die 95 %-Konfidenzintervalle werden durch die farbigen Schattierungen um die

Kurven dargestellt.

Die Kaplan-Meier-Darstellung in Abbildung 6 (B) illustriert das prDFS in Bezug auf die SOX2-
Expression im Rezidivtumor. Auch in diesem Fall wurden die Patienten nach ihrem H-Score in

zwei Kategorien unterteilt (< 14 im Vergleich zu > 14).

Die Kurvenverlaufe offenbaren, dass eine erhohte SOX2-Expression (> 14) mit einem signifikant
verbesserten progressionsfreien Uberleben korreliert (p = 0,026). Bei Patienten mit geringer
SOX2-Expression (< 14) manifestiert sich eine schnellere Krankheitsprogression, wohingegen

Patienten mit erhohter Expression einen verzégerten Krankheitsverlauf aufweisen.

Die vorliegenden Befunde deuten darauf hin, dass eine erhdhte SOX2-Expression im
Rezidivtumor méglicherweise als prognostischer Indikator fiir ein verlangertes Uberleben und

eine verlangerte Zeit ohne Fortschreiten der Krankheit herangezogen werden kénnte.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Darstellung des Einflusses der SOX2-Expression auf
die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit rezidivierendem oralen Plattenepithelkarzinom.
(A) Darstellung des Gesamtiiberlebens nach Rezidiv (prOS): Patienten mit niedriger SOX2-Expression
(H-Score <14) zeigen ein signifikant schlechteres Uberleben.
(B) Darstellung des krankheitsfreien Uberlebens nach Rezidiv (prDFS): Auch hier ist eine niedrigere

SOX2-Expression mit einer unglinstigeren Prognose assoziiert.

Die nachfolgende Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 9 (A) illustriert das prOS der Patienten in
Abhangigkeit von der NANOG-Expression im Rezidivtumor und stellt damit den Einfluss der
NANOG-Expression auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei rezidivierendem oralen
Plattenepithelkarzinom dar. Die Einteilung der Patienten erfolgte in zwei Kategorien basierend

auf dem H-Score von NANOG (H-Score < 15 sowie H-Score > 15).

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit sinkt im Laufe der Zeit in beiden Gruppen. Die Grafik
verdeutlicht, dass Patienten mit einer erhhten NANOG-Expression (> 15) eine geringfligig
optimierte Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen, jedoch ohne statistisch signifikante
Differenz (p = 0,25). Die farbigen Schattierungen um die Kurven symbolisieren die

Konfidenzintervalle von 95 %.

In Abbildung 9 (B) wird das prDFS anhand der Kaplan-Meier-Kurve dargestellt, wobei die
NANOG-Expression im Rezidivtumor bericksichtigt wird. In diesem Fall wurden die Patienten
ebenfalls nach dem H-Score in zwei Gruppen eingeteilt (< 15 vs. > 15). Die Kurvenverlaufe der
Abbildung 9 (B) zeigen eine vergleichbare Tendenz zu Abbildung 9 (A) auf: Eine erhdhte
Expression von NANOG (> 15) ist mit einer minimal besseren Prognose verbunden, jedoch

ohne statistische Signifikanz (p = 0,34).

In beiden Analysen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen
Gruppen, was darauf hindeutet, dass die NANOG-Expression im Rezidivtumor keinen

entscheidenden Einfluss auf das postoperative Gesamt- oder progressionsfreie Uberleben hat.
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Darstellung des Einflusses der NANOG-Expression
auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei rezidivierendem oralen Plattenepithelkarzinom.
(A) Die Kurven zum Gesamtiiberleben nach Rezidiv (prOS) zeigen keinen signifikanten Unterschied in
der Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit vom NANOG-Expressionsniveau (H-Score < 15 vs. >
15). (B) Auch die Kurven zum krankheitsfreien Uberleben nach Rezidiv (prDFS) zeigen keine

signifikanten Unterschiede in Bezug auf die NANOG-Expression.

3.9 Zusammenfassende Betrachtung

Insgesamt lassen die Daten darauf schlieBen, dass SOX2 als moglicher prognostischer Marker
fiir das postrezidivierende Uberleben infrage kommt, da eine héhere Expression mit besseren
prOS- und prDFS-Werten assoziiert war. NANOG hingegen erwies sich in den multivariaten
Analysen als nicht signifikant fiir das Uberleben, zeigte jedoch einen signifikanten Abfall der
Expression beim Ubergang vom Primdrtumor zum Rezidiv, was eine potenzielle Verdnderung
der Tumorbiologie nahelegt. Darlber hinaus werden das rT-Stadium wund der
Lymphknotenstatus als wesentliche prognostische Faktoren in Bezug auf das Krankheits- und
Gesamtiiberleben nach Rezidivdiagnose bestdtigt. Die gewonnenen Erkenntnisse
unterstreichen die Bedeutung einer umfassenden Analyse von Molekularmarkern im Kontext
von rezidivierendem oralen Plattenepithelkarzinom, um potenzielle therapeutische

Zielstrukturen und prognostische Biomarker weiter zu identifizieren.
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4. Diskussion

Rezidivierende orale Plattenepithelkarzinome zeigen sich in der klinischen Praxis haufig
herausfordernder als der Primartumor. Grund hierfir ist, dass rezidivierende Tumoren oft
signifikante Unterschiede in ihren biologischen Merkmalen im Vergleich zum urspriinglichen
Tumor aufweisen. Die genauen Ursachen und Mechanismen, die fir diese Veranderungen
verantwortlich sind, sind jedoch bis dato noch nicht abschlieend geklart [181]. Trotz der
kontinuierlichen Verbesserung der Behandlungsmaoglichkeiten in den letzten Jahren bleibt die
Prognose bei Patienten mit rezidivierenden Plattenepithelkarzinomen nach wie vor ungiinstig.
Die Uberlebensraten sind niedrig und zahlreiche Patienten erleiden erneut Rezidive. In
Anbetracht dessen sind verlassliche Biomarker, die den Krankheitsverlauf vorhersagen
kénnen, von besonderer Bedeutung. Durch diese ware es moglich, individuelle
Therapiekonzepte effektiver anzupassen und langfristig die Patientenversorgung erheblich zu

verbessern [194; 195].

Das Auftreten von Lymphknotenmetastasen im Halsbereich ist mit einer schlechteren
Prognose verbunden und erschwert das Management von rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinomen [196; 197]. Eine hohere Tumorinvasionstiefe geht mit einem
erhohten Risiko flir Lymphknotenmetastasen, Tumorrezidive und einer geringeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit beim oralen Plattenepithelkarzinom im Friihstadium einher
[198]. Patienten mit rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen haben haufig begrenzte
Therapieoptionen und eine reduzierte Uberlebensrate, was eine genauere Untersuchung der

Expressionsmuster relevanter Biomarker in rezidivierenden Tumoren erforderlich macht [199].

Die zunehmende Anzahl an Nachweisen betont die Komplexitit rezidivierender
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle, welche haufig ein aggressiveres biologisches
Verhalten und eine ungiinstigere Uberlebensprognose im Vergleich zu Primdrtumoren zeigen.
Die Studie von Borsetto et al. untersuchte bedeutende prognostische Faktoren bei lokal
begrenzten Rezidiven oraler Plattenepithelkarzinome und zeigte auf, dass die TumorgroRe bei
der Erstdiagnose, die Ausdehnung des Rezidivs sowie positive Resektionsrander wahrend der
primaren Operation entscheidende  Vorhersagefaktoren  fliir  eine niedrige
Gesamtiiberlebensrate sind. Die vorliegenden Befunde verdeutlichen die klinische
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Problematik rezidivierender oraler Plattenepithelkarzinome, da Patienten mit ausgedehnten
lokoregiondren Rezidiven eine deutlich geringere Uberlebensrate aufweisen als solche mit

isolierten lokalen Rezidiven [200].

Krebsstammzellen spielen eine zentrale Rolle bei der Tumorentstehung, Tumorentwicklung,
Metastasierung und Rezidivbildung. Aufgrund ihrer Selbsterneuerungsfahigkeit und ihrer
Fahigkeit, sich in verschiedene Tumorzelltypen zu differenzieren, stellen sie einen wichtigen
Ansatzpunkt flr therapeutische Strategien dar [150]. Die abnorme Expression der
Transkriptionsfaktoren SOX2, NANOG und OCT4 beeinflusst unterschiedliche Prozesse der
Tumorentstehung und Metastasierung [152; 153; 154; 155].

SOX2 wurde als zentrales Onkogen im Plattenepithelkarzinom der Mundhohle identifiziert. Es
ist mit Tumorproliferation, Metastasierung, Therapieresistenz sowie der Forderung der EMT

assoziiert [152; 157; 158].

NANOG ist essenziell fir die Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung von Krebsstammzellen.
Es reguliert die Zellproliferation Uber Cyclin-D-Interaktionen, senkt die Expression von E-
Cadherin, um die Zellmigration zu foérdern und unterdriickt p53, um Apoptose zu verhindern
[167]. Eine hohe Expression dieser Marker korreliert haufig mit erhéhter Tumoraggressivitat

und unglinstigen klinischen Verlaufen [176; 177].

Die Rolle pluripotenter Transkriptionsfaktoren wie insbesondere SOX2 und NANOG wurde in
Primartumoren oraler Plattenepithelkarzinome umfassend untersucht. Unsere Studie befasst
sich jedoch gezielt mit ihrer prognostischen Bedeutung beim rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinom und konzentriert sich ausschlieRlich auf Tumoren der Mundhdhle.
Diese  Differenzierung ist entscheidend, da frihere Untersuchungen haufig
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs aus verschiedenen anatomischen Regionen —
darunter Oropharynx, Mundhohle und Larynx — einbezogen haben, welche moglicherweise

unterschiedliche biologische Eigenschaften aufweisen [154; 177; 183; 189; 201].

Unsere Ergebnisse stehen in deutlichem Gegensatz zur vorherrschenden Literatur, die eine
hohe Expression pluripotenzassoziierter Transkriptionsfaktoren (NANOG und SOX2) haufig mit
einem erhohten metastatischen Potenzial von Tumorzellen in Verbindung bringt. Im Kontext
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des rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinoms beobachteten wir jedoch, dass eine
erhohte SOX2-Expression mit einer besseren Prognose korreliert, einschlieRlich einer
verbesserten prOS und prDFS. Diese Diskrepanz kdnnte auf die unterschiedlichen biologischen
Eigenschaften rezidivierender im Vergleich zu primaren Tumoren zurilickzufiihren sein, was
darauf hindeutet, dass Marker wie SOX2 je nach evolutiondarem Verlauf eines Tumors
unterschiedlich wirken konnen. Die Studie ist insbesondere fiir die Forschung zu
Krebsstammzell-Markern von Bedeutung, da sie hervorhebt, dass die rezidivspezifische

Tumorbiologie die prognostische Aussagekraft dieser Marker erheblich beeinflussen kann.

4.1 Prognostische Bedeutung von SOX2 beim rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinom

Zullig et al. untersuchten die Proteinexpression von SOX2 bei oralen Plattenepithelkarzinomen
im Frihstadium und  analysierten  deren  Zusammenhang mit  okkulten
Lymphknotenmetastasen. In ihrer Studie wurden 120 Falle von T1/T2-oralen
Plattenepithelkarzinomen eingeschlossen und die SOX2-Expression mittels
Immunhistochemie anhand eines Intensitats-/Reaktivitatsscores (IRS) quantifiziert. Es wurde
in dieser Studie festgehalten, dass eine erhohte SOX2-Expression signifikant mit einem
negativen Lymphknotenstatus assoziiert war (p = 0,001), wobei eine Sensitivitat von 95,6 %
und ein negativer Vorhersagewert von 92,3 % erreicht wurden. Die Resultate weisen darauf
hin, dass die SOX2-Expression moglicherweise als Indikator fiir ein verringertes
Metastasierungspotenzial bei oralen Plattenepithelkarzinomen im Frithstadium dienen kénnte
[151]. Im Unterschied dazu lag der Fokus unserer Untersuchung auf dem rezidivierenden
oralen Plattenepithelkarzinom. Die Untersuchung offenbarte eine Verbindung zwischen einer
erhohten SOX2-Expression und einer verbesserten prOS sowie prDFS. Obwohl Ziillig et al. keine
bedeutende Auswirkung der SOX2-Expression auf die Rezidivrate feststellten, deuten unsere
Befunde darauf hin, dass SOX2 (iber das friihe Stadium des oralen Plattenepithelkarzinoms
hinaus prognostische Relevanz behilt und weiterhin die Patientenergebnisse bei Rezidiven
beeinflusst [151]. Ein wesentlicher Unterschied zwischen unserer Untersuchung und der
Studie von Ziillig et al. besteht in der Zusammensetzung der untersuchten Kollektive. Wahrend

Zillig et al. ausschliefSlich Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen im Friihstadium
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(T1/T2) ohne nachgewiesenen Lymphknotenbefall analysierten, basiert unsere Analyse auf
einer Kohorte mit rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen, bei der eine vollstandiger
Behandlungsverlauf dokumentiert wurde. Maoglicherweise liegt dieser Unterschied darin
begriindet, dass unsere Resultate die prognostische Relevanz von SOX2 fir das
Langzeitliberleben betonen, wahrend ihre Untersuchung die Bedeutung von SOX2 bei der
Pravention friher Metastasen in den Vordergrund stellt. Zillig et al. nahmen an, dass die
erhohte Expression von SOX2 bei frihen Fallen des oralen Plattenepithelkarzinoms mit
chromosomalen Verstarkungen in der 3g26-Region in Verbindung stehen kdnnte, was ein
haufiges genetisches Ereignis verschiedener Plattenepithelkarzinom-Typen ist. In unserer
Untersuchung hingegen wurden keine Variationen der Kopienzahl von SOX2 untersucht. Die
fortbestehende prognostische Relevanz von SOX2 bei rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinomen legt nahe, dass seine Expression moglicherweise liber genetische

Verstarkung hinaus durch weitere regulatorische Mechanismen beeinflusst wird [151].

Du et al. untersuchten die SOX2-Expression bei Plattenepithelkarzinomen der Zunge mit
histologisch lymphknotennegativen (pNO) Tumoren und berichteten Uber eine SOX2-
Positivitat in 62,2 % der Falle. lhre Ergebnisse assoziierten die SOX2-Expression mit einer
groReren TumorgroBe (p = 0,042) sowie signifikant schlechteren Gesamt-, krebsspezifischen
und krankheitsfreien Uberlebensraten (p = 0,004, 0,004 bzw. 0,001). Eine multivariate Analyse
bestatigte SOX2 als unabhdngigen Pradiktor fir eine ungiinstige Prognose (p = 0,032, 0,035
bzw. 0,011). Im Gegensatz dazu zeigte unsere Studie, dass eine SOX2-Uberexpression im
rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom mit verbessertem prOS und prDFS korrelierte,
was darauf hindeutet, dass seine prognostische Bedeutung zwischen primarem und
rezidivierendem oralen Plattenepithelkarzinom unterschiedlich ist. Die umgekehrte
Korrelation in unserer Kohorte deutet darauf hin, dass die Rolle von SOX2 kontextabhangig
sein kénnte und durch Tumorprogression sowie postrezidivire Tumordynamiken beeinflusst
wird. Zudem konzentrierten sich Du et al. auf den Primartumor, ohne Therapieansprechen
oder Rezidive zu beriicksichtigen, wahrend unsere Studie speziell die SOX2-Expression in
einem rezidivierenden Setting untersucht, was die abweichenden prognostischen

Implikationen erkldaren kénnte [202].
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Steen et al. flihrten eine eingehende Untersuchung der Expression von SOX2 und SOX9 in einer
umfangreichen Kohorte von oralen Plattenepithelkarzinomen durch, die sowohl primare als
auch rezidivierende Tumoren sowie korrespondierende Lymphknotenmetastasen einschloss.
Die Untersuchung ergab, dass die SOX2-Expression in rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu primaren Tumoren signifikant erhoht war (p <
0,001), wohingegen die SOX9-Expression in Lymphknotenmetastasen deutlich reduziert war.
Dies widerspricht unserer Untersuchung, in der eine erhdhte SOX2-Expression mit einem
verbesserten prOS und prDFS in Verbindung gebracht wurde, wahrend die SOX9-Expression
nicht analysiert wurde [157].
Steen et al. entdeckten ferner, dass Patienten mit dem SOX2lowSOX9high-Phanotyp eine
signifikant schlechtere Gesamtiiberlebensrate zeigten und dass dieses Muster als
unabhangiger prognostischer Faktor validiert wurde. Im Gegensatz dazu offenbarte unsere
Untersuchung, dass SOX2 allein einen vorteilhaften prognostischen Marker im rezidivierenden
oralen Plattenepithelkarzinom darstellte, was darauf hindeutet, dass die Interaktion zwischen
SOX2 und SOX9 moglicherweise kontextabhangig ist. Zusatzlich betonte die Untersuchung von
Steen et al. die klinische Bedeutung der SOX-Genexpression im oralen Plattenepithelkarzinom
und unterstrich die Dringlichkeit weiterer Untersuchungen der molekularen Mechanismen,
welche die Regulation von SOX2 und SOX9 beeinflussen [157]. Unsere Befunde bestatigen
diese Sichtweise und betonen dariliber hinaus die Bedeutung von SOX2 als moglichem
Biomarker fiir verbesserte Uberlebensprognosen bei erneut auftretendem oralen
Plattenepithelkarzinom. Die Ergebnisse von Steen et al. gewdhren bedeutende Einblicke in die
Dynamik der Expression von SOX2 und SOX9 in verschiedenen Stadien des oralen
Plattenepithelkarzinoms. Ihre Untersuchung deutet auf eine komplexe Interaktion dieser
Transkriptionsfaktoren bei der Tumorprogression und Metastasierung hin, wahrend unsere
Befunde die Hypothese stiitzen, dass eine Uberexpression von SOX2 in rezidivierendem oralem
Plattenepithelkarzinom mit einer glinstigeren Prognose verbunden ist. Es bedarf zukiinftig
weiterer Untersuchungen, um festzustellen, ob die prognostische Aussagekraft von SOX2
durch seine gemeinsame Expression mit SOX9 und weiteren molekularen Regulatoren

beeinflusst wird [157]. Es sind auBerdem zusétzliche Forschungsanstrengungen erforderlich,
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um zu klaren, ob sich die funktionelle Bedeutung von SOX2 im Verlauf der Progression des
oralen Plattenepithelkarzinoms verdandert. Die Untersuchung, ob gezielte Modulationen der
Expression von SOX2 und SOX9 im Rezidiv des oralen Plattenepithelkarzinoms maoglich sind,
konnte wichtige Strategien fiir die Patientenauswahl und personalisierte Therapieansatze

eroffnen [157].

Freier et al. zeigten, dass eine SOX2-Genamplifikation in 52 % der oralen
Plattenepithelkarzinome auftrat. Sie identifizierten die SOX2-Genamplifikation mithilfe von
CGH und FISH, fanden jedoch keine signifikante Korrelation mit dem Tumorstadium oder dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen. Unsere Studie befasste sich zwar nicht mit der
genetischen Amplifikation, konzentrierte sich jedoch auf die SOX2-Proteinexpression im
rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom. Dabei stellten wir fest, dass eine erhdhte
SOX2-Proteinexpression signifikant mit verbessertem prOS und prDFS korrelierte, was auf eine
potenzielle prognostische Bedeutung im rezidivierenden Krankheitsverlauf hinweist. Ein
besseres  Verstandnis des Zusammenspiels zwischen  SOX2-Amplifikation  und
Proteinexpression konnte wertvolle Erkenntnisse fiir gezielte Therapien sowie fiir die Rolle von
SOX2 als Biomarker bei der Progression und dem Rezidiv des oralen Plattenepithelkarzinoms

liefern [203].

Zhu et al. Betonten daneben die Rolle von SOX2 beim kolorektalen Karzinom, wo es lGber B-
Catenin-Aktivierung und Beclin1l-vermittelte Autophagie krebsstammzellartige Eigenschaften,
Chemoresistenz und die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) férdert. lhre Ergebnisse
stehen im Kontrast zu unserer Studie (iber rezidivierende orale Plattenepithelkarzinome, in der
eine SOX2-Uberexpression mit einem verbesserten Uberleben einherging, was auf eine
tumorspezifische und lokalisationsabhangige Funktion hinweist. Wahrend SOX2 beim
kolorektalen Karzinom durch autophagieabhangige Mechanismen zur Therapieresistenz
beitragt, bleibt sein Einfluss auf Rezidive und die Progression oraler Plattenepithelkarzinome

weiter zu erforschen [204].

Yang et al. zeigten, dass eine SOX2-Uberexpression beim kleinzelligen Lungenkarzinom mit

fortgeschrittenem Tumorstadium, Lymphknotenmetastasen und einem schlechteren
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Uberleben zusammenhing. Diese Ergebnisse stehen im Spannungsfeld zu unserer Studie tiber
das rezidivierende orale Plattenepithelkarzinom, in der eine SOX2-Uberexpression mit einem
verbesserten post-rezidiven Uberleben assoziiert war. Zudem identifizierten Yang et al. eine
Hochrisiko-Untergruppe mit einer SOX2/FGFR1-Koexpression, was auf onkogene

Interaktionen hinweist, die in unserer Studie nicht untersucht wurden. [205].

4.2 Prognostische Bedeutung von NANOG beim rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinom

NANOG ist ebenfalls entscheidend an der Aufrechterhaltung von Krebsstammzellen und der
Tumorprogression beteiligt [180; 184; 206]. Studien zeigen, dass die NANOG-Expression mit
der  Progression oraler Plattenepithelkarzinome, Lymphknotenmetastasen  und
Therapieresistenz assoziiert ist [168; 184]. Ahnlich wie bei SOX2 bleibt jedoch die genaue Rolle
von NANOG in der Entwicklung des oralen Plattenepithelkarzinoms sowie seine prognostische
Bedeutung weiterhin ungeklart [36]. Wahrend einige Untersuchungen tumorfordernde

Funktionen nahelegen, deuten andere auf tumorsuppressive Eigenschaften hin [168; 180].

Eine Forschungsgruppe untersuchte die Regulation von NANOG im oralen
Plattenepithelkarzinom und zeigte, dass einer starken Proteinexpression eine Hochregulation
der mRNA vorausging, was auf eine posttranskriptionale Kontrolle durch miRNAs (miR-34a,
miR-145) und IncRNAs (RoR, miR-145) hindeutet. Unsere Ergebnisse legen jedoch nahe, dass
die NANOG-Expression hauptsachlich in der frithen Tumorprogression eine Rolle spielt und
weniger bei der Rezidiventwicklung, da in unserer Studie eine starke NANOG-Expression nicht
mit dem Uberleben bei rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen verbunden war.
Zudem zeigten die Autoren eine Verbindung zwischen NANOG, miR-145 und RoR auf, was ein
komplexes regulatorisches Netzwerk verdeutlicht, das in unserer Studie nicht untersucht

wurde [184].

Eine weitere Forschungsgruppe stellte fest, dass NANOG und Midkine in hochgradigen und
fortgeschrittenen oralen Plattenepithelkarzinomen signifikant (berexprimiert waren und mit
einer schlechten Prognose im Zusammenhang standen. Im Gegensatz dazu zeigte unsere

Studie zu rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen, dass eine solche Korrelation nicht
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besteht. Dariiber hinaus war in der genannten Studie eine hohe NANOG-Expression mit
positiven Halslymphknotenmetastasen assoziiert, wahrend in unserer Studie eine solche
Verbindung nicht festgestellt werden konnte, was moglicherweise auf Unterschiede in den
Patientenkollektiven zurlickzufiihren ist. Besonders hervorzuheben ist, dass Ergebnisse der
Forschungsgruppe die NANOG/Midkine-Koexpression als starken prognostischen Marker

identifizierten, was in unserer Untersuchung nicht analysiert wurde [173].

Die Ergebnisse von Kashyap et al. decken sich daneben nicht mit unserer Studie, da sie NANOG
als einen zentralen Treiber der oralen Plattenepithelkarzinomprogression identifizierten und
dessen  Uberexpression mit  Tumoraggressivitit, Lymphknotenmetastasen  und
Cisplatinresistenz in Verbindung brachten. Sie zeigten, dass NANOG onkogene Faktoren wie c-
Myc, Slug, E-Cadherin und Oct-4 transkriptionell reguliert, wodurch seine Rolle in der
Krebsstammzellbiologie weiter gestarkt werde. In unserer Studie zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen NANOG-Expression und postrezidivem Uberleben bei
rezidivierenden Tumoren. Das konnte bedeuten, dass NANOG eher in Primartumoren oder
frihen Krankheitsstadien eine Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass die Herunterregulation von
NANOG in oralen Plattenepithelkarzinomen die Zellen empfindlicher gegeniiber

Chemotherapie macht. Das unterstitzt seine moégliche Rolle in der Therapieresistenz [168].

Die prognostische Bedeutung von NANOG scheint von Stadium und Kontext der Progression
oraler Plattenepithelkarzinome abzuhdngen. Lee et al. fanden heraus, dass eine hohe NANOG-
Expression in primdren oralen Plattenepithelkarzinomen mit einem schlechten Uberleben,
fortgeschrittenem Tumorstadium, Lymphknotenmetastasen und hohem histologischen Grad
in Verbindung stand. Im Gegensatz dazu wurde in unserer Studie keine signifikante Assoziation
zwischen NANOG-Expression und dem Uberleben bei rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinomen festgestellt, was darauf hindeutet, dass seine Rolle eher bei der

Tumorinitiation als bei der Rezidiventwicklung von Bedeutung sein diirfte.

Ihre Studie berichtete auBerdem, dass die Koexpression von NANOG und mutiertem p53 das
Uberleben signifikant verschlechterte, was auf einen mdoglichen synergistischen Effekt

hinweist, der in unserer Analyse nicht untersucht wurde. Zudem wurde CD44 mit
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Tumorinvasion und -progression in Verbindung gebracht, jedoch nicht als unabhangiger
Pradiktor fir das Uberleben identifiziert. Dies deutet darauf hin, dass der prognostische
Einfluss von NANOG eher von umfassenden molekularen Wechselwirkungen abhangt als von
seiner alleinigen Expression im rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom. Es legt nahe,
dass zusatzliche Faktoren wie mutiertes p53 oder CD44 erforderlich sein kdnnten, um seinen

Einfluss auf das Tumorverhalten zu verstarken [182].

Bourguignon et al. identifizierten das HA-CD44v3-Signal als einen zentralen Regulator der
Krebsstammzell-Funktionen in Kopf-Hals-Tumoren, indem es die nukleare Translokation von
SOX2, OCT4 und NANOG forderte und die Expression von miR-302 steigerte. Dies verstarkte
die Selbsterneuerung, klonale Expansion und Cisplatinresistenz. Wahrend unsere Studie nicht
die HA-CD44-Interaktionen untersuchte, konzentrierte sie sich auf die prognostische
Bedeutung von SOX2 und NANOG im rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom, wobei
eine SOX2-Uberexpression mit einem besseren Uberleben korrelierte — im Gegensatz zu seiner
tumorférdernden und therapieresistenten Rolle in primdren Kopf-Hals-Tumoren. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Funktion von SOX2 vom Krankheitsstadium abhangen
konnte: Wahrend es in der frilhen Tumorentstehung als onkogener Treiber wirkt, kdnnte es im
rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom als positiver prognostischer Marker dienen

[154].

Zudem fanden Bourguignon et al. heraus, dass die Blockade von miR-302 die HA-CD44-
induzierten Krebsstammzell-Eigenschaften storte, was zu verringerter Tumorigenitat und
erhohter Chemosensitivitat flhrte. Obwohl unsere Studie keine miRNA-Regulation
untersuchte, sollte zukilinftige Forschung prifen, ob miR-302 oder andere
stammzellassoziierte miRNAs zur prognostischen Rolle von SOX2 im rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinom beitragen [154]. Zusammenfassend besitzt NANOG im rezidivierenden
oralen Plattenepithelkarzinom keine eigenstandige prognostische Bedeutung; sein Einfluss

scheint vielmehr auf friihe Tumorstadien begrenzt zu sein.
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4.3 Diskrepanz in der Literatur und Meta-Analysen

Insgesamt stimmt die bestehende Literatur zur SOX2-Expression im oralen
Plattenepithelkarzinom nicht mit unseren Ergebnissen (berein, da frihere Studien
widerspriichliche oder gegensatzliche prognostische Implikationen berichtet haben. Allerdings
decken sich unsere Ergebnisse mit friiheren Forschungen zu anderen Krebsarten wie
Osophagus- und Lungenkarzinomen. In diesen Malignomen wurde eine héhere SOX2-
Expression mit einer besseren Prognose in Verbindung gebracht — &hnlich unserer
Beobachtung, dass eine erhohte SOX2-Expression im rezidivierenden oralen
Plattenepithelkarzinom mit einem signifikant verbesserten prOS (p = 0.013) und prDFS (p =
0.026) assoziiert ist, was auf eine potenziell glinstige prognostische Rolle hindeutet [207; 208;

209].

Eine Meta-Analyse zur SOX2-Expression beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom unterstitzt
diese Erkenntnisse und zeigte, dass SOX2 ein positiver prognostischer Biomarker ist. Eine
hoéhere SOX2-Expression war signifikant mit einem verbesserten Gesamtiiberleben assoziiert
(HR=0,65; 95 % Cl: 0,47-0,89; p = 0,007). Zudem wurde festgestellt, dass SOX2 haufiger beim
Plattenepithelkarzinom als beim Adenokarzinom hochreguliert ist (gepoolte OR = 5,26; p =
0,040). Eine weitere systematische Ubersichtsarbeit und Meta-Analyse bestitigte diese
Ergebnisse und zeigte, dass sowohl die SOX2-DNA-Amplifikation als auch die Proteinexpression
signifikant mit einem besseren Gesamtiberleben beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom
assoziiert waren (HR = 0,732; p = 0,004 fir DNA-Amplifikation; HR = 0,579; p = 0,025 fir
Proteinexpression). Zudem wurden SOX2-Verdanderungen signifikant mit dem Rauchstatus (OR
=2,830; p = 0,011 fir DNA-Amplifikation; OR = 2,245; p = 0,048 fiir Proteinexpression) und der
Plattenepithelkarzinom-Histologie (OR = 16,530; p < 0,001 fir DNA-Amplifikation; OR = 5,437;

p < 0,001 fir Proteinexpression) in Verbindung gebracht [208; 209].

Ahnlich wurde beim Osophagus-Plattenepithelkarzinom eine hohe SOX2-Expression
signifikant mit einem besseren Gesamtiberleben verknipft (p = 0,021). Zudem wurde eine
hohere SOX2-Expression mit einem niedrigeren N-Stadium (p = 0,034), einer besseren

Differenzierung (p = 0,003) und einer hoheren Ki-67-Expression (p = 0,001) in Verbindung
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gebracht [207]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass SOX2 eine giinstige prognostische

Rolle im Osophagus-Plattenepithelkarzinom spielen kénnte.

Zusammenfassend unterstreichen diese Ergebnisse die tumorspezifische Rolle von SOX2 und
bekriftigen seine positive prognostische Bedeutung bei Lungen- und Osophagus-
Plattenepithelkarzinomen. In Bezug auf das orale Plattenepithelkarzinom scheint seine Rolle
jedoch nicht abschlieBend geklart zu sein, weshalb weitere Forschung erforderlich ist, um die

zugrunde liegenden Mechanismen besser zu verstehen.

4.4 NANOG und SOX2 in der Therapieresistenz

NANOG spielt eine zentrale Rolle bei der Induktion von Radioresistenz in Tumorzellen, indem
es DNA-Reparaturmechanismen verstarkt und stammzelldhnliche Eigenschaften férdert. Die
gezielte Hemmung von NANOG und seinen assoziierten Signalwegen kénnte neue Ansatze zur

Verbesserung der Behandlungsergebnisse bei Tumoren bieten [179; 210].

Eine Uberexpression von NANOG wird mit Cisplatinresistenz im oralen Plattenepithelkarzinom
in Verbindung gebracht. Tumorzellen mit induzierter Cisplatinresistenz zeigen eine erhéhte

NANOG-Expression [171].

Die Rolle von SOX2 in der Radioresistenz bleibt komplex, da Studien widersprichliche
Ergebnisse liefern. Wahrend einige Untersuchungen darauf hindeuten, dass SOX2 die Wirkung
der Bestrahlung verstdrkt und somit die Prognose von Patienten unter Radiotherapie
verbessert, gibt es auch Hinweise darauf, dass die Stilllegung von SOX2 einen radioresistenten

Phanotyp induzieren kann [178].

Im Kontext von rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen zeigte unsere Studie, dass die
SOX2-Expression in rezidivierenden Tumoren von Patienten, die eine adjuvante
Strahlentherapie erhalten hatten, erhéht war. Dies legt nahe, dass SOX2 eine Rolle bei der
Reaktion des Tumors auf die Strahlentherapie spielen konnte. Die gezielte Hemmung von SOX2
konnte moglicherweise dazu beitragen, Resistenzen gegen Radio- und Chemotherapie zu
Uberwinden. Zu den Strategien gehoren die Stilllegung der SOX2-Expression oder die
Unterbrechung der zugehdrigen Signalwege, wie der B-Catenin- und Hedgehog-Signalwege,
um die Wirksamkeit der Behandlung zu verbessern [211; 212; 213].
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Die unterschiedlichen Rollen von SOX2 im einerseits primaren und andererseits
rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom deuten auf eine komplexe, kontextabhangige
Funktion hin. Eine Hypothese hierzu ist, dass eine erhohte SOX2-Expression im Rezidiv
moglicherweise einen Zellzustand widerspiegelt, der starker differenziert und weniger
aggressiv ist, was zu einer besseren Prognose fiir die Patienten beitragen kdnnte. Alternativ
konnte SOX2 an der Aktivierung zellularer Signalwege beteiligt sein, die die Sensitivitat
gegenlber Behandlungen wahrend des Rezidivs, wie Strahlen- oder Chemotherapie, erhéhen

[214].
Limitationen der Studie

Auch wenn diese Studie wertvolle Erkenntnisse zur Bedeutung von SOX2 und NANOG beim
rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinom liefert, gibt es einige Einschrankungen, die
berlicksichtigt werden sollten. Ein wichtiger Punkt ist, dass die Daten nur aus einer einzigen
Klinik stammen und daher multizentrische Daten nicht reprasentieren. Um sicherzustellen,
dass die Erkenntnisse wirklich allgemeingiiltig sind, waren grofRere Studien an mehreren

Zentren mit einer vielfaltigeren Patientengruppe notwendig.

Ein weiterer Punkt ist, dass die Studie zwar einen Zusammenhang zwischen einer hoheren
SOX2-Expression und einer besseren Uberlebensrate zeigt, aber nicht erklart, warum das so
ist. Es bleibt unklar, wie genau SOX2 das Tumorverhalten beeinflusst oder wie es sich auf die
Reaktion auf Behandlungen auswirkt. Zukiinftige Forschung sollte daher Laborexperimente mit
Zellkulturen und Tiermodellen einbeziehen, um die zugrunde liegenden Mechanismen besser

zu verstehen.

AulBerdem wurde die SOX2- und NANOG-Expression ausschliefllich  durch
immunhistochemische Farbungen untersucht. Moderne molekulare Methoden wie RNA-
Sequenzierung oder Genexpressionsanalysen wurden nicht genutzt, konnten aber dabei
unterstitzen, die biologischen Zusammenhange noch besser zu verstehen. Ein weiterer Punkt
ist, dass die Studie nicht zwischen friithen und spaten Rezidiven unterscheidet — dabei kdnnten

diese unterschiedlichen Ursachen haben. Eine genauere Betrachtung des Zeitpunkts des
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Wiederauftretens sowie eine langere Nachbeobachtung der Patienten kénnten helfen, Muster

im Krankheitsverlauf besser zu erkennen und die Prognose genauer einzuschéatzen.

Mithilfe einer datenbasierten Methode und einer Optimierung basierend auf Uberlebensdaten
wurde der H-Score-Schwellenwert fir SOX2 in unseren Proben festgelegt. Durch diesen
Grenzwert konnte eine prognostische Einteilung der Patienten vorgenommen werden, auch
wenn er eventuell nicht allgemein auf andere Gruppen Ubertragbar ist. Es ist notwendig, die
prognostische Bedeutung der SOX2-Expression durch Validierung in verschiedenen Gruppen
zu bestatigen, da unterschiedliche Datensdtze unterschiedliche Verteilungen aufweisen

kénnen.

Die Mehrheit der oralen Plattenepithelkarzinome zeigt eine reduzierte SOX2-Expression
(mittlerer H-Score ~14), was die Notwendigkeit betont, Cutoff-Werte in der
Biomarkerforschung kontextabhdngig festzulegen. Dasselbe gilt auch fir NANOG. Aktuell
existiert keine einheitliche Vereinbarung tber die idealen H-Score-Schwellenwerte fiir SOX2
und NANOG bei rezidivierenden oralen Plattenepithelkarzinomen. Die Festlegung des Cutoff-
Werts anhand der Uberlebensanalyse sichert die statistische Giiltigkeit, beriicksichtigt jedoch
nicht zwangslaufig biologische Grenzwerte von praktischer Bedeutung. Kinftige
Forschungsprojekte sollten den Fokus auf die Standardisierung von Cutoff-Definitionen

mithilfe von Daten aus verschiedenen Zentren legen.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit untersucht die prognostische Bedeutung der immunhistochemischen Expression
der Transkriptionsfaktoren SOX2 und NANOG bei Patienten mit einem rezidivierenden
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle. Rezidivierende Tumoren stellen eine erhebliche
klinische Herausforderung dar, da sie haufig mit einer unglinstigen Prognose und begrenzten

therapeutischen Optionen einhergehen.

Ziel dieser Studie war es, die Expressionsmuster von SOX2 und NANOG sowohlim priméaren als
auch im rezidivierenden Plattenepithelkarzinom der Mundhohle zu analysieren — mit
besonderem Fokus auf den Einfluss adjuvanter Therapien auf deren Expression. Zudem wurde
die prognostische Relevanz dieser Marker im Rezidivtumor im Hinblick auf das krankheitsfreie
Uberleben nach Rezidiv (prDFS) und das Gesamtiiberleben nach Rezidiv (prOS) innerhalb einer
klar definierten, prospektiv erhobenen Einzelzentrums-Kohorte untersucht. Ziel war es, die
Risikostratifizierung zu verbessern und potenzielle Grundlagen fir individualisierte
Therapieansatze bei Patienten mit rezidivierendem oralen Plattenepithelkarzinom der zu

schaffen.

Die Analyse ergab, dass eine hohe SOX2-Expression signifikant mit einem verlangerten prDFS
und prOS assoziiert war. Patienten mit hoher SOX2-Expression zeigten eine deutlich glinstigere
Prognose. Eine erhdhte NANOG-Expression hingegen war nicht mit einer signifikanten
Verinderung der Uberlebensdaten verbunden. In der multivariaten Regressionsanalyse

bestatigte sich eine hohe SOX2-Expression zudem als unabhangiger prognostischer Faktor.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass SOX2 ein relevanter Marker zur prognostischen
Einschatzung bei rezidivierenden Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle sein konnte. Die
Integration von SOX2 in zuklinftige diagnostische Algorithmen koénnte dazu beitragen,
Hochrisikopatienten frihzeitig zu identifizieren und individualisierte Nachsorge- oder
Therapiestrategien zu entwickeln. Darliber hinaus unterstreichen die Daten die biologische
Eigenstandigkeit von Rezidiven im Vergleich zu Primartumoren und liefern wertvolle Impulse

fir die zukinftige Forschung im Bereich der personalisierten Onkologie.
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