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1 Zusammenfassung

Trotz erheblicher Verbesserungen im pratherapeutischen Staging, Erkenntnissen auf Gen-
modulatorischer Ebene, sowie der vermehrten Erforschung und Verwendung moderner
Medikamentengruppen innerhalb multimodaler Behandlungsregime, bleibt die Prognose von
Mundhohlenkarzinomen im Rahmen kurativer Behandlungen unbefriedigend.

Untersuchungen verlasslicher Biomarker und deren Integrierung in die klinische pra- und
peritherapeutische Diagnostik konnten im Hinblick auf die Prognosestratifizierung relevant dazu
beitragen Patienten mit erhéhtem Risiko fir Therapieversagen zu identifizieren. Dadurch
konnten Kollektive flir Therapie-Deeskalationen oder -Intensivierungen erkannt werden.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine anonymisierte retrospektive Auswertung von 80
konsekutiv behandelten Patienten mit Mundhohlenkarzinom der Stadien I-IV durchgefiihrt. Alle
Patienten erhielten eine kurativ intendierte radikale Tumoroperation in der Klinik fir Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitatsklinik zu Kéln zwischen Oktober 2002 und Juni
2005 gefolgt von leitliniengerechter  adjuvanter radioonkologischer  Therapie.
Histopathologische Ergebnisse wurden um das Expressionsverhalten von Podoplanin, SMR3A,
Moesin, EGFR, COX-2, PKM2 und p16 ergdnzt. Als klinische Endpunkte wurden das
Gesamtiiberleben und erkrankungsfreie Uberleben betrachtet.

Eine risikoadjustierte adjuvante Therapie scheint bei fortgeschrittenen Mundhdhlenkarzinomen
das Risiko fur Therapieversagen nur teilweise kompensieren zu kénnen. Risikofaktoren zur
Einleitung adjuvanter Behandlungen lagen vor bei Lymphangiosis (p=0.023), nodalem Befall
(p=0.000), extranodaler Extension (p=0.012), unvollstindiger Resektion (p=0.081), hohem T-
(p<0.001) und UICC-Stadium (p<0.001). Ein prognostisch giinstiger Einfluss des HPV-Status
beziiglich des Gesamtiiberlebens (p=0.790) und erkrankungsfreien Uberlebens (p=0.519) lassen
sich nicht nachweisen und steht im Gegensatz zum derzeitigen Forschungsgegenstand bei
Oropharynxkarzinomen. Fir EGFR, VEGF, COX-2 und PKM2 kdnnen keine Einfllisse bezlglich der
klinischen Endpunkte nachgewiesen werden. Allerdings zeigen Moesin, SMR3A und Podoplanin
mit steigenden Expressionsgraden eine Entwicklung von De-differenzierung, lokaler Invasion,
hoher UICC-Stadien, Lymphknotenmetastasen und extranodaler Extension.

In der multiplen linearen Regressionsanalyse besitzen hohe Expressionslevel von SMR3A
(p=0.002), Moesin (p=0.024) und Podoplanin (p=0.004) unabhangige signifikante Einfllisse auf
das Gesamtiiberleben. Fiir Podoplanin (p<0.001) und Moesin (p=0.023) zeigen sich aulRerdem
klinisch aggressivere Verldufe mit einem signifikant verkiirzten erkrankungsfreien Uberleben.
Der immunhistochemische Nachweis dieser Biomarker kdnnte dazu geeignet sein, friihzeitig

unglinstige klinische Verlaufe mit dem Risiko flir Therapieversagen zu detektieren.



2 Einleitung

2.1 Das Mundhoéhlenkarzinom

Im Jahr 2020 belief sich die kumulierte Krebsinzidenz auf 18,09 Millionen Erkrankungen mit
einer Mortalitat von 9,89 Millionen. Hierbei entfallen 4,6% der neudiagnostizierten Falle auf den
Kopf-Hals Bereich und verursachen 4,5% der tumorspezifischen Mortalitat [123].

Tumoren der Kopf-Hals Region liegen an sechster Stelle aller malignen Erkrankungen und
umfassen Tumoren der Lippe und Mundhoéhle, des Kehlkopfes, sowie des Naso-, Oro- und
Hypopharynx [113]. Dabei ist das Mundhohlenkarzinom bei Mannern die flinfthaufigste und bei
Frauen die 15. haufigste maligne Erkrankung [33]. Insgesamt besitzen Manner ein bis zu vierfach
erhohtes Risiko fur die Entwicklung von Kopf-Hals-Karzinomen [39] und erkranken mit einem
Lebenszeitrisiko von 0,66% haufiger als Frauen mit 0,26% [41]. Allerdings konnte in den letzten
Jahren bei Frauen ein Anstieg beobachtet werden [24]. Maligne Erkrankungen der Lippe und
Mundhohle [35] sind die haufigste Tumorvariante der Kopf-Hals-Karzinome und verursachen 1%
der globalen krebsbedingten Todesfille. Es bestehen regionale Unterschiede in der Haufigkeit
des Erkrankungsauftretens.

Im Jahr 2018 entfielen europaweit 3,81% aller Krebsneuerkrankungen und 3,74% der
malignomassoziierten Mortalitat auf Kopf-Hals-Tumoren inklusive Speicheldriisentumoren. Dies
entspricht 161.200 bzw. 72.700 Menschen [140]. Dem gegeniiber gestellt werden im Jahr 2020
in den Vereinigten Staaten von Amerika 53.260 neudiagnostizierte Kopf-Hals-Tumore und eine
absolute Mortalitdt von 10.750 Fillen [117].

Obwohl die anatomischen Regionen in enger lokaler Beziehung stehen, unterscheiden sich die
Tumoren beziiglich der Atiologie, Histologie, Diagnostik, Klassifizierung, therapeutischen
Ansatzen und Prognose deutlich voneinander [39].

Etwa 91% der Kopf-Hals-Karzinome sind plattenepithelialen Ursprungs, 2 % sarkomatoid und die
weiteren 7% Adenokarzinome, Melanome und weitere nicht ndher spezifizierte histologische
Varianten [4, 95]. Die tumorspezifischen 5-Jahres-Uberlebensraten variieren stark in
Abhangigkeit der primdren Tumorlokalisation und des Tumorstadiums. Bei Patienten mit
Oropharynxkarzinomen werden in aktuellen Studien Gber alle Tumorstadien hinweg 5-Jahres-
Uberlebensraten zwischen 45-58% angegeben [32]. Fiir Plattenepithelkarzinome des Larynx
werden 41% und des Hypopharynx 25% berichtet [17]. Die Prognose fiir fortgeschrittene
Mundhohlenkarzinome wird deutlich schlechter berichtet, insbesondere, da zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bereits mehr als die Halfte der Patienten regiondre Lymphknotenmetastasen
aufweisen; dies fuhrt zu einer erhéhten Malignom assoziierten Letalitdt von bis zu 50% [15].

Mundhohlenkarzinome weisen trotz multimodaler Therapiekonzepte und erheblicher
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Fortschritte der Chirurgie, Radiotherapie und medikamentdsen Tumortherapie in den letzten
Jahrzehnten keine signifikanten Verbesserungen im Gesamtiiberleben auf [32, 87].

Ein besonders hohes Risiko flir Therapieversagen, lokoregiondre Rezidive und
Fernmetastasierungen trotz primar erfolgreicher chirurgischer Resektion besteht insbesondere
bei mikroskopischen Tumorresiduen im Resektionsrandbereich, regionarer
Lymphknotenmetastasierung, extranodaler Tumorextension und Perineuralscheideninvasion

[50, 147].

2.1.1 TNM- und UICC-Klassifikation

Die Behandlung von Mundkarzinomen in Deutschland richtet sich nach den Empfehlungen der
nationalen S3-Leitlinie. Diese liegt aktuell als Version 3.0-2021 vor und wird von der Deutschen
Krebsgesellschaft und der Deutschen Gesellschaft fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
konzipiert [8]. Die Empfehlungen zur Behandlungsplanung und Therapiestratifizierung von
Tumoren der Kopf-Hals-Region orientieren sich primar an klinisch-pathologischen
Beschreibungen analog der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) und Stagingkriterien
entsprechend der Tumor Node Metastasis (TNM)-Klassifikation.

Der TNM-Klassifikation in derzeit achter Auflage aus dem Jahr 2017 liegen statistische
Beobachtungen zugrunde, die eine Korrelation der Prognose und der Ausbreitung des
Primartumors (T-Klassifikation), der Ausdehnung regiondrer Lymphknotenmetastasen (N-
Klassifikation) sowie den Status der Fernmetastasen (M-Klassifikation) beschreiben [51].

Als UICC-Tumorstadien werden verschiedene TNM-Kombinationen mit dhnlicher Prognose
stratifiziert und gruppiert.

Moderne Forschungsergebnisse liefern Hinweise auf eine zuséatzliche Relevanz spezifischer
tumorbiologischer Einfliisse auf Grundlage viraler, molekularer und genetischer Faktoren und
Alterationen in der biologischen Aggressivitat der Erkrankungen. Bereits zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung koénnten Faktoren detektiert werden, die prognostische Relevanz fir
Therapieplanung und Behandlungsansprechen besitzen [46, 48]. Im Jahr 2017 fiihrte die
Unterscheidung von HPV-assoziierten und negativen Oropharynxkarzinomen zu einer
Novellierung der nodalen Beurteilung innerhalb der TNM-Klassifikation.  Fir
Mundhohlenkarzinome werden tumorspezifische Charakteristika bislang unzureichend

innerhalb der Klassifikationssysteme und Therapieempfehlungen beriicksichtigt.
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2.1.2 Risikofaktoren Rauchen, Alkohol und Humanes Papilloma Virus (HPV)

Rauchen und Alkohol gelten als Hauptrisikofaktoren fiir die Entwicklung von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen und wirken in der primaren und sekundadren Karzinogenese bei
gleichzeitiger Exposition in ihrer schadigenden Wirkung potenzierend [82].

Tabak in rauchhaltiger oder rauchfreier Form konnte als der wichtigste unabhangige Risikofaktor
zur Entwicklung von Kopf-Hals-Karzinomen und Tumoren des Aerodigestivtraktes identifiziert
werden. Daneben stellt Alkoholkonsum einen weiteren unabhédngigen Risikofaktor der
Karzinogenese dar [80]. Infektionen mit Humanen Papillomaviren (HPV) konnten separat als
kausale Ursache fiir die Entwicklung von Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen werden und zeigten
in den vergangenen Jahren eine stetig ansteigende Inzidenz [41]. Dies lasst vermuten, dass eine
Untergruppe von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen Eigenschaften sexuell Ubertragbarer
Krankheiten mit unterschiedlicher Pathogenese und klinischen Merkmalen aufweisen [120].
Diese HPV-assoziierten primaren und sekundaren Malignome treten vorrangig in der Region des
Oropharynx auf und werden gehauft bei einem jlingeren Patientenkollektiv diagnostiziert [79].
Aufgrund der gilinstigeren Prognose werden derzeit multimodale de-eskalative
Behandlungsverfahren HPV-assoziierter Tumore in Studien untersucht [105] mit dem Ziel

therapieassoziierte Langzeittoxizitaten zu reduzieren [46].

2.1.3 Humanes Papilloma Virus (HPV)

Humane Papilloma Viren sind zirkulare Viren mit doppelstrangigem DNA-Genom mit circa 8.000
Basenpaaren. Sie besitzen acht bis neun Areale mit offenen Leserahmen, die fir die virale
Replikation, Transkription und Hilfsproteine codieren, sowie den Einbau in das Wirtsgenom
ermoglichen [84].

Anhand ihres onkogenen Potenzials werden low-risk und high-risk Subtypen unterschieden [72].
Die Onkoproteinaktivitat von E6 und E7 der HPV Subtypen 16, 18 und 31 und deren Einfliisse
auf den Zellregulationsmechanismus modulieren zellular Gber p16ink4a [110]. P16Ink4a kann
als Inhibitor der zyklinabhangigen Kinase 4 den Zellzyklus regulieren und fihrt Gber eine
Phosphorylierung des Retinoblastom-Tumorsuppressorgens pRB zum Wegfall der
Transkriptionsfaktorhemmung von E2F. Hierliber wird der Zellzyklus von der G1-Phase in die S-
Phase katalysiert [88].

In den vergangenen Dekaden konnte ein kausaler Einfluss einer HPV-Infektion im Rahmen der
Entwicklung von Prdkanzerosen nachgewiesen werden. Global wird in bis zu 4,8% aller

Tumorneuerkrankungen eine HPV-Assoziation vermutet [16].
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Diese konnte insbesondere bei urogenitalen und anorektalen Malignomen sowie Tumoren der
oberen Atemwege nachgewiesen werden [72]. Eine Vielzahl der Infektionen ist innerhalb von
zwei Jahren selbstlimitierend [16], wahrend die HPV Subtypen 16, 18 und 31 (iber eine Latenz
von bis zu zehn Jahren eine Progredienz in invasive Tumoren zeigen kénnen [102].

Bei der Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren konnte der Einfluss von oralen HPV-Infektionen und
auf die tumorspezifische Prognose untersucht werden. Hierbei wiesen Oropharynxkarzinome
mit 75-85% eine gehaufte HPV-Assoziation auf [59]. Mundhdhlenkarzinome gehdren unter den

Nicht-Oropharynxkarzinomen mit 10-25% zu den haufigsten HPV-assoziierten Malignomen [52].

2.2 Biomarker bei Karzinomen der Kopf-Hals Region

Die Onkogenese von Kopf-Hals-Tumoren gilt als multifaktorielles Geschehen und basiert
vorrangig auf Verdnderungen Zellzyklus-regulierender Gene [31]. Hierbei spielen
Mitogenaktivitat, Signalwegverdanderungen, Angiogenese und Apoptose entscheidende Rollen,
welche die Entwicklung von Dysplasien, pramalignen Ladsionen und invasiven Karzinomen
beglinstigen kénnen [83].

Es konnten einige zytogenetische Variationen in Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen werden, die
einen Einfluss auf Mikrosatellitenstabilitdat [69], Regulation von Tumorsuppressor-Genen und
Treibermutationen besitzen. Daneben kdnnen mitogene Signalwege Verdanderungen an
Zelloberflachenrezeptoren, Signalmolekiilen und Transmembranrezeptoren sowie deren

Bindungsproteinen induzieren [93].

2.2.1 Molekularpathologische Faktoren der Tumorgenese

Untersuchungen molekularpathologischer Faktoren und deren Einflisse bezlglich der
Tumorentstehung und Tumorausdehnung sind zentrale Aspekte translationaler und klinischer
Forschungen.

Im Rahmen der Prognosestratifikation konnten Veranderungen biochemischer Strukturen
herausgestellt und untersucht werden, die sich als Ziele fur Diagnostik und therapeutische

Behandlungen eignen kdénnen [34].

Im Folgenden wird auf die Biomarker EGFR, VEGF, Moesin, COX-2 und PKM2 eingegangen sowie

die in der vorliegenden Arbeit ndhergehend untersuchten Strukturen SMR3A und Podoplanin

erarbeitet.
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2.2.1.1 EGFR

Kopf-Hals-Karzinome besitzen eine erhohte Expression des Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) und seinem Liganden Transforming Growth Factor Alpha (TGF-a) [28]. EGFR kann in 90%
der Kopf-Hals-Karzinome nachgewiesen werden [128] und gehoért zu dem Stamm der ErbB-
Tyrosin-Kinase-Rezeptoren. Kontinuierliche TGF-a Expressionslevel kdnnen bereits in der
Friihphase milder Dysplasien nachgewiesen werden [43)]. Die EGFR-Expression steigt mit
Zunahme des Grades der Dysplasie und kann bei invasiven Karzinomen auch im peritumoralen
Gewebemilieu detektiert werden [116], wobei eine Uberexpression mit schlechter klinischer
Prognose in Bezug auf Gesamtiberleben und Tumorkontrolle korreliert. Gleichzeitig bieten

diese Tumore die Moglichkeit einer zielgerichteten Therapie [128].

2.2.1.2 VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein Zytokin, das sowohl physiologisch als auch
wahrend der Tumorgenese Uber seine sieben Isoformen VEGF-A bis VEGF-F eine Blutgefal3- und
Lymphgefdllneubildung induzieren kann. Dieses pro-angiogenetische Verhalten fordert
Entartung, Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung [71].

VEGF bindet primar Uber zwei Tyrosin-Kinase-Rezeptoren an Flt-1 und Flk-1, die in
Endothelzellen, Makrophagen, Osteoblasten und Monozyten vorkommen [115]. Durch Flt-1
wird die Beweglichkeit von Endothelzellen, Makrophagen und Monozyten induziert [29]. Flk-1
fordert das Endothelwachstum, die Gefallpermeabilitdt und Osteoklastenbildung und kann

somit indirekt die Osteodestruktion und Knocheninvasion beeinflussen [122].

2.2.1.3 Moesin

Moesin gehort zu der Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) Familie, die zu 70-80% aus identischen
Aminosauresequenzen bestehen. Diese kdnnen invasives Wachstum durch Modulation der
Aktinfilamentstruktur induzieren, wobei Glykoproteine wie Podoplanin eine zentrale Rolle
spielen [10].

Die Zytoplasma Expression von Moesin wurde bei der malignen Transformation oraler
Epithelzellen  vermehrt nachgewiesen und  korreliert sowohl mit Invasion,
Lymphknotenmetastasierung und reduzierter Prognose bei Mundhohlen- [10], Larynx- [137]

und Lippenkarzinomen [7].
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2.2.14 PKM2

Die Pyruvat Kinase (PK) ist ein Enzym, das an der Glykolyse beteiligt ist und mit seiner
metabolischen Aktivitdt zur Energiegewinnung beitragt. Dazu ist es in der Lage eine
Phosphatgruppe aus Phosphoenolpyruvat unter der Bildung von Pyruvat auf Adenosin-
Diphosphat (ADP) zu libertragen und damit Adenosintriphosphat (ATP) bereitzustellen [3]. Diese
als Warburg Effekt bezeichnete metabole Reaktion kann auch im hypoxischen Milieu
nachgewiesen werden [138]. Als Pyruvate Kinase Muscle Isozyme M2 (PKM2) wird hierbei,

neben L, R und M1 [47] eine von vier in Sdugetieren bekannte Isoform bezeichnet [30, 126].

2.2.1.5 COX-2

Cyclooxygenase-2 (COX-2) induziert bei Kopf-Hals-Tumoren inflammatorische Prozesse [2],
indem Arachidonsdure zu Prostaglandin verstoffwechselt wird [130].

Uber Prostaglandin E2 (PGE2), das (iber seine oberflichlichen G-protein-gebundenen
Rezeptoren EP1, EP2, EP3 und EP4 wirkt, induziert COX-2 die Zell-Proliferation, Angiogenese,
Invasion und Metastasierung. COX-2 wirkt sowohl (lber Veranderung der
Extrazellularmatrixbindung als auch (iber die Apoptosehemmung und kann die Antwort von
Wachstumsregulationssignalen modifizieren. Eine Uberexpression von COX-2 wirkt iiber die
Hochregulation des anti-apoptotischen Bcl-2 Proteins prokanzerogen [114]. Es kann durch TGF2-
Inhibierung und reduzierte E-Cadherin Expression die Eliminierung abnormer Zellen modulieren
[134]. COX-2 konnte bei Kolon-, Magen-, Mamma-, Lungen-, Osophagus-, Pankreas-, Urothel-,

Prostata- und Hautkarzinomen nachgewiesen werden [44].

2.2.1.6 Podoplanin

In den vergangenen Jahren war Podoplanin und dessen Involvierung im Rahmen der
Karzinogenese Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Urspriinglich wurde Podoplanin als
Marker der glomerularen Epithelzellen Podozyten identifiziert, wovon sich der Name strukturell
ableitet [18]. Daneben ist Podoplanin als T1a-2 Marker fir alveolare Epithelzellen [101] sowie
als PA2.26 und OTS-8 in epidermalen Keratinozyten wahrend der Wundheilung und chemischen
Karzinogenese mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat bekannt [111].

Wahrend die vollstiandige physiologische Funktion unzureichend bekannt ist, lasst sich im
Tumorgenesemodell von Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle eine Schliisselrolle von

Podoplanin auf zelluldrer Ebene aufzeigen [63].
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2.2.1.6.1 Podoplanin im Mausmodell

Im Mausmodell fordert Podoplanin die epidermale Zellproliferation [38] und konnte als
spezifischer Marker lymphatischer Endothelzellen identifiziert werden. Knock-out Mause
erleiden aufgrund dilatierter, krankhaft veranderter Lymphgefdale Lymphddeme, alveolare
Fehlbildungen und konsekutive respiratorische Insuffizienzen [99], welche letale Defekte des

lymphatischen GefaRsystems [107] zur Folge haben.

2.2.1.6.2 Humanes Podoplanin

Das humane Podoplanin ist ein 38 kDa groRes Typ-1 transmembrandéses Glykoprotein, das aus
162 Aminosauren besteht [141]. Die gesamte Gensequenz setzt sich aus 717 bp zusammen [64].
Die Proteinstruktur wird aus zwei mRNAs, von denen beide die kodierende Sequenz enthalten,
durch alternative Polyadenylierung synthetisiert [78].

Aus neun der insgesamt 162 Aminosduren wird die intrazellulire Domane gebildet. Die
extrazellulare Domane ist stark O-glykolisiert und mit Sialinsduren tber die Bindungsstelle a-2,3
mit Galaktose verbunden. Diese Einheit bildet den Hauptteil der C-terminalen Halfte des
Proteins [141]. Eine physiologische Expression von Podoplanin konnte in umschriebenen
Gebieten der Basalschicht humaner Epidermis nachgewiesen werden und lasst eine

Schliisselrolle in der Zellproliferation nach epidermaler Verletzung vermuten [106].

2.2.1.6.3 Podoplanin und humane Tumoren

Es wird vermutet, dass Podoplanin bei der Tumorgenese und in der lymphatischen Invasion
metastasierender Tumorzellen, durch die Beeinflussung der Tumorproliferation und
Zelldedifferenzierung involviert ist. Podoplanin konnte in 80% der humanen
Plattenepithelkarzinome nachgewiesen werden, wobei es haufig in einer einzelligen Schicht
exprimiert vorkommt [142]. Zellen, die von Sarkomen, embryonalen Karzinomen,
Plattenepithelkarzinomen und Endometriumkarzinomen abstammen, zeigen fokal eine
vermehrte Podoplanin-Expression. In Zelllinien, die von Kolon-, Pankreas-, Ovarial- und duktalen

Mammakarzinomen abstammen, lassen sich dagegen keine Transkripte nachweisen [76, 77, 98].
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2.2.1.6.4 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Wahrend einer Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) wird die Zellstruktur Gber
epithelspezifische Proteine, wie beispielsweise E-Cadherine, Catenine und Zytokeratine, variiert
und reorganisiert [112].

Progressionsfordernde mesenchymale Molekiile wie Vimentin, Fibronektin und Cadherine
werden wahrend einer EMT moduliert, vermehrt exprimiert oder re-exprimiert [76].
Gesteigerte Zell-Zell Kontaktlésungen und Zunahmen der Zellmotilitat beeinflussen die Invasion
in peritumordses Gewebe. Dabei ist Podoplanin in der Lage Zellverbdande auch ohne eine E-
Cadherin vermittelte Zellloslésung zu regulieren [97]. Dazu wird die Bildung von Filopodien
durch Modulierung der Aktivitat der Rho-familidaren GTPasen induziert. Diese Modifikation kann
zu kollektiver Zellmigration, Zellinvasion und Metastasierung flihren [142]. Sie ist abhangig von
der Bindung des zytosklettmembranstandigen Bindungsproteins Ezrin an die zytoplasmatische
Domane von Podoplanin, wodurch es zu einer Aktivierung der RhoA GTPase kommt [99, 111].
RhoA induziert VEGF, initiiert die Bildung kapillirer Netzwerke, sowie lymphatischer

endothelialer Zellverbande und kann durch Podoplanin in der Aktivitat moduliert werden [67].

2.2.1.6.5 Nicht Epithelial-mesenchymale Transition (Non-EMT)

Biochemisch interagiert Podoplanin innerhalb des Zellzyklus durch Destabilisierung von Zell-Zell-
Kontakten. Diese Zellmigration kann Podoplanin auch ohne eine EMT induzieren [141, 142].
Ein unabhangiger Weg der Tumor-Zell-Invasion kann ohne Cadherin Switch oder Unterbindung
der EMT im Bereich des peritumordsen Gewebes erfolgen. Beide Varianten der Tumorinvasion,

EMT und Non-EMT, kbnnen simultan in einem Tumorgeneseweg vorliegen [64].

2.2.1.7 Submakxillary gland androgen regulated protein 3A (SMR3A)

Das Submaxillary gland androgen regulated protein 3A (SMR3A) ist ein humanes Opiorphin, das
durch posttranslationale Synthese aus Pentapeptiden entsteht [145].

Opiorphine regulieren Nozizeptoren, beeinflussen physiologische Prozesse inklusive der
erektilen Funktion [133] und konnten als potente Inhibitoren der Neutral-Endopeptidase (NEP)
nachgewiesen werden [145]. Diese werden an der Zelloberfliche exprimiert und wirken
regulatorisch auf die Bindungsaffinitat von Peptid-Agonisten und deren Rezeptoren, indem

Proteolyse und Bindungslosung von membranstandigen Rezeptoren katalysiert werden [85].
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Durch Inhibition mittels Opiorphin-Homologa kdénnen maligne Entartungen und
Tumorwachstum modifiziert werden, indem die Bindungszeit der Peptid-Agonisten an ihre
Rezeptoren prolongiert wird [129].

In Prostata-, Pankreas-, Lungen- und Nierenzellkarzinomen korrelieren eine fehlende oder
verminderte SMR3A-Expression invers mit maligner Progression und Metastasierung.
Immunhistochemisch konnte SMR3A in 36% der Oropharynxkarzinome nachgewiesen werden.
Bei hoher Expression konnte nachgewiesen werden, dass die klinischen Endpunkte

Progressionsfreies- und Gesamtiiberleben vermindert sind [56].

2.3  Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht retrospektiv ein anonymisiertes Kollektiv 80 konsekutiv
behandelter Patienten mit Erstdiagnose eines Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle. Die
Untersuchungen erfolgten unter Betrachtung erkrankungsspezifischer Einfllsse in Verbindung
mit histopathologischen Ergebnissen der Tumorresektate.

Patientenindividuelle Faktoren und deren prognostische Relevanz wurden in Bezug auf die

klinischen Endpunkte Gesamtiiberleben und erkrankungsfreies Uberleben untersucht.

Bei allen Patienten bestand die Indikation zur primaren Resektion in kurativer Absicht. Die
weitere  onkologische  Therapie erfolgte  postoperativ  risikoadjustiert.  Analog
Tumorboardbeschluss wurde bei Vorliegen von Risikofaktoren eine adjuvante Therapie erganzt.
Diese erfolgte entweder als alleinige Radiotherapie oder kombinierte Radiochemotherapie mit
Carboplatin. Histopathologische Beurteilungskriterien der vorliegenden Arbeit basieren auf der
TNM-Klassifizierung nach der sechsten Version der Union International Contre le Cancer (UICC)
[94]. Das Patientenkollektiv zeigte sich histologisch und therapeutisch heterogen. Eine

Subpopulation konnte als HPV-Trager identifiziert werden.

Retrospektiv  erfolgten  statistische ~ Auswertungen des  immunhistochemischen
Expressionsverhaltens der Proteinstrukturen Podoplanin und SMR3A innerhalb der
Primarresektate. Erganzend wurden quantitative Analysen von EGFR, VEGF2, Moesin, PKM2 und
COX-2 durchgefiihrt und Einfllsse bezlglich der definierten klinischen Endpunkte untersucht,

mit dem Ziel prognostisch relevante Biomarker fiir Mundhohlenkarzinome zu detektieren.
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Die vorliegende Arbeit ist keine randomisierte und prospektiv angelegte Untersuchung, sondern
eine retrospektive Betrachtung, weshalb die Empirie der Daten eingeschrankt sein kann. Im
Rahmen der operativen Behandlung kdnnten bei einzelnen Patienten Risikofaktoren detektiert
worden sein, die eine primar chirurgische Intervention obsolet gemacht hatten. Dies stellt im
Kontext multimodaler Behandlungen komplex erkrankter Tumorpatienten eine alltagliche
Herausforderung interdisziplindrer Therapien dar und bietet einen interessanten
Patientenquerschnitt samtlicher Erkrankungsstadien, Stagingergebnisse und histologischer

Varianten.

Es besteht ein stetiger Versuch klinische und pathologische Informationen, sowie statistische
Untersuchungen sinnvoll zusammenzufiihren, um individualisierte Therapiekonzepte ableiten
zu kénnen. Die Definition prognostisch verldsslicher Parameter kénnte eine Risikostratifizierung
fir das Vorliegen unvorteilhafter klinischer Faktoren ermdéglichen, um Risikogruppen fir
Therapieversagen frihzeitig zu erkennen [87].

Dabei sind die Untersuchungen molekularpathologischer, biochemischer, viraler und
genmodulatorischer  Tumorspezifikationen in  Bezug auf Therapieeffektivitait und

Therapieversagen Gegenstand aktueller Forschungen.
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3 Material und Methoden

3.1 Behandlungsablauf

Der Behandlungszeitraum der Patienten lag zwischen Oktober 2002 und Juni 2005. Alle
Patienten erhielten ihre chirurgisch-onkologische Primartherapie in der Klinik fir Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie der Universitatsklinik zu KéIn. Vereinzelt wurden Behandlungsdetails und

Uberlebensdaten bereits im Vorfeld publiziert [63].

3.2 Operation

Alle Patienten erhielten eine kurativ intendierte Therapie. Die primare Behandlung erfolgte als
radikale Tumorresektion mit kombinierter bilateraler Neck-Dissection. Bei Patienten mit
bildmorphologisch unauffalligem zervikalen Lymphknotenstatus im pra-operativen klinischen
Staging (cNO), erhielten eine suprahyoidale Neck-Dissection der Lymphabflusslevel I-IIl.
Patienten mit bildmorphologisch suspekter zervikaler Lymphknotenbeteiligung (cN+) oder
histopathologischem Nachweis von Metastasen (pN+) in der Schnellschnittdiagnostik der
suprahyoidalen Neck-Dissection wurde eine Erweiterung der Operation durch eine radikal-

modifizierte Neck-Dissection der Lymphabflusslevel |-V durchgefiihrt.

3.3 Adjuvante Behandlung: Radiotherapie und Radiochemotherapie

Bei Nachweis eines UICC-Stadium | erfolgte die rein operative Therapie ohne Adjuvanz.
Patienten der UICC-Stadien 11-IVb erhielten analog der postoperativen
Tumorboardbeschlussfassung risikoadjustiert eine adjuvante Behandlung mittels alleiniger
Radiotherapie oder kombinierter simultaner Radiochemotherapie.

Die Bestrahlung wurde an finf Tagen pro Woche durchgefiihrt und erfolgte
maskenimmobilisiert als normofraktionierte 3D konformale Bestrahlung mit 6-15 MeV
Photonen am Linearbeschleuniger mit 6-9 Feldern. Die Bestrahlung wurde auf die Tumorregion
sowie die bilateralen zervikalen Lymphabflusswege mit 1,8 Gy Einzeldosis (ED) ad 50,4 Gy
kumulierter Gesamtreferenzdosis (GRD) verordnet. Ein sequenzieller Boost erfolgte auf den
Bereich der primaren Tumorregion sowie der tumorbefallenen Lymphabflussgebiete mit 1,8 Gy
ED ad 59,4 bis 66,6 Gy kumulierter GRD.

Bei individuellem Vorliegen von Risikokonstellationen oder Nachweis eines aktiven
Tumorgeschehens im Rahmen der Radioonkologischen Evaluation erfolgte in vereinzelten Fallen

eine weitere Dosiseskalation, wobei die Dmax des Spinalkanals unter 50 Gy (V50 < 1%) lag.
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Die simultane Chemotherapie wurde monotherapeutisch mit Carboplatin AUC1 d1-5 und d29-
33 konkomitant zu der Radiotherapie geplant. Die Chemotherapie wurde eine Stunde vor der
taglichen Bestrahlung nach Pramedikation (Glukokortikoide, Antihistaminika und Antiemetika)
Uber insgesamt 3 Stunden verabreicht.

Patienten, bei denen eine indizierte adjuvante Therapie abgelehnt wurde, wurden aus der
Untersuchung ausgeschlossen. Das Vorliegen von Fernmetastasen galt als Ausschlusskriterium

fiir die Auswertung.

3.4 Datenerhebung

Die spezifischen Patientendaten wurden nach Abschluss der Behandlungen in den chirurgischen
und strahlentherapeutischen Tumornachsorgen sowie in einzelnen Fallen erganzend Uber eine
Abfrage der Einwohnermeldedamter erhoben. Staging Befunde wurden mittels klinischer und
histopathologischer Ergebnisse auf Grundlage der Dokumentation der digitalen und analogen
Patientenakten ausgewertet.

Die Nachsorgezeit wurde definiert als der Zeitraum beginnend ab Erstdiagnosezeitpunkt bis zum
Zeitpunkt der letzten Konsultation oder dem Exitus.

Diese Daten wurden im Vorfeld durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. Dr. med. dent.
Matthias Kreppel erhoben und zur weiteren Verwendung fiir mein Dissertationsprojekt

anonymisiert unter Einschluss histopathologischer Ergebnisse zur Verfligung gestellt.

3.4.1 Praparate Auswahl

Die Untersuchungsgewebeproben wurden initial mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefdrbt. Dies
erfolgte zur Beurteilung der Praparate durch einen Facharzt fiir Pathologie, um reprasentative
Gewebeareale zu identifizieren, in denen vitale Tumorzellen fir die weiteren Arbeitsschritte
nachweisbar waren. Es wurden zur Beurteilung der Podoplanin-Expression lediglich

Gewebeblécke untersucht, in denen mindestens 70% vitale Tumorzellen vorlagen.

3.4.2 Immunhistochemische Firbungen

Die immunhistochemischen Farbungen der Operationsresektate fiir SMR3A und Podoplanin
erfolgten nach Herstellerangaben. Die verwendeten Untersuchungsmethoden und Protokolle
konnten bereits bei Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx, der Mundhohle und der

duBeren Haut, sowie oralen Leukoplakien eingesetzt werden [61, 63, 104, 129, 148].
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3.4.3 Immunhistochemie

Als Gewebeproben wurden reprasentative Bereiche der peripheren Invasionsfront der Tumor-
Operationspraparate verwendet, mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die
histopathologischen Auswertungen erfolgten analog der Verfahren von Yuan et al. [148]. Mit
Hilfe eines Mikrotoms wurden 4 um dicke Schichten angefertigt, auf Objekttrager mit positiv
geladener Oberflache libertragen und zur besseren Anhaftung (iber Nacht bei 60°C in einem
Warmeinkubator dehydratisiert. Die Schnittpraparate wurden anschlieBend mit Xylol
entparaffinisiert und in absteigender Alkoholkonzentrationsreihe rehydratisiert. Die
Versuchsanordnung erfolgte triphasisch fir je flinf Minuten in 100% Ethanol, 90% Ethanol und

70% Ethanol, bevor die Praparate mit destilliertem Wasser vollstandig rehydratisiert wurden.

3.4.3.1 Antigen-Demaskierung

Die antigenen Epitope der Praparate mussten aufgrund der Formalinfixierung zur Vorbereitung
der Antikorperbindung durch Hitze demaskiert werden. Dazu wurden die Praparatschnitte in
thermostabile Plastikkiivetten mit Citratpuffer (10 mmol/L; pH 6,0; Dako Cytomation,
Carpinteria, CA) gegeben, 20 Minuten erwadrmt und anschlieBend fiir 45 Minuten gekihlt. Die

Objekttrager waren von Flissigkeit umgeben, um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern.

3.4.3.2 Blockierung der Endogenen Peroxidase

In Granulozyten, Erythrozyten und Mastzellen kommt das Enzym Peroxidase physiologisch vor.
Um Ergebnisverfalschungen zu vermeiden, musste die endogene Peroxidase entsprechend der
Protokolle von Kawaguchi und Yuan et al. blockiert werden [54, 148]. Anderenfalls hatten sich
mit dem Substratpuffer, dem Katalysator H,0, und dem Chromogen 3,3’ Diaminbenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB) colorierte Stoffwechselprodukte ausgebildet, die nicht vom
Reaktionsendprodukt per  Avidin-Biotin-Enzym-Komplex-Methode (ABC-Methode) zu
unterscheiden gewesen waren.

Diese Blockierung vor dem Farbungsprozess wurde (iber eine zehnminitige Inkubation der
Schnittpraparate mit einer 3-%-igen H,0,-Lésung und Methanol durchgefiihrt. Im Anschluss
wurden die Schnitte mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen. Vor der Versetzung der
Praparate mit dem Priméarantikérper wurden unspezifische Antikorperbindungsstellen blockiert.
Dies erfolgte durch Versetzung mit 10-%-igem Normalserum-PBS fir 30 Minuten und

anschlieRendem Auswaschen mit PBS.
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3.4.3.3 Immunhistochemische Farbung von Podoplanin

Um die Expressionsintensitit der Praparate zu untersuchen, wurde Podoplanin
immunhistochemisch mittels ABC-Methode (Vectastatin Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) quantifiziert.

Die in der dieser Arbeit verwendeten xenogenen Antikdrper zur reaktiondren Bindung an
Podoplanin (D2-40; Vector Laboratories, Burlingame, CA) sind monoklonale Maus-Antikorper.
Die ABC-Methode nutzt eine Komplexbildung aus Avidin und biotinyliertem Enzym, wobei Avidin
mit hoher Affinitat an Biotin mit bis zu vier Molekiilen binden kann.

Die Praparate werden mit dem unkonjugierten Primar-Antikorper aufgetragen, bevor in einem
zweiten Schritt die Inkubation mit biotinyliertem Sekundar-Antikorper erfolgt und anschlieRend
das enzymatisch gebundene Avidin hinzugefiigt wird. Uber eine Peroxidasekatalysation wird das
Substrat 3,3’-DAB oxidiert und dadurch farbig sichtbar, wobei der manuelle Farbeprozess bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer erfolgte. 100ul PBS pro 1% bovinem Serum-
Albumin mit 1:100 verdiinntem Primar-Antikorper werden fiir 30 Minuten mit den Praparaten
inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit PBS gespiilt und mittels equinem biotinyliertem
Sekundar-Antikorper (anti-Maus; 1:200) Gber Nacht bei einer Temperatur von 4°C inkubiert. Es
erfolgte erneut eine Spilung mit PBS vor der enzymatischen Nachweisreaktion mittels ABC-
Komplex-Methode (Vectastatin Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Der ABC-
Komplex wurde 30 Minuten vor Verwendung angesetzt und die Inkubation fiir 20 Minuten
durchgefihrt.

Chromogenes DAB (A. Menarini diagnostics, Berlin) wurde direkt vor der Verwendung fir die
Farbereaktion angesetzt. Nach Spuilung der Praparate mittels PBS, erfolgte die Farbereaktion
unter Sichtkontrolle. Eine Gegenfarbung wurde mit Mayers Hamalaun (Dako Cytomation) nach
Spulung in destilliertem Wasser fiir 15 - 30 Sekunden durchgefiihrt.

Nach Abschluss der Farbereaktion Uber 10 Minuten erfolgte eine Dehydratisierung in

aufsteigender Alkoholreihe und abschlieBende Eindeckung der Objekttrager mittels Aquatex.

3.4.3.4 Negativ- und Positivkontrollen

Zur Validierung der erhobenen Ergebnisse wurden parallel eine Positiv- und Negativkontrolle
durchgefihrt. Bei jeder Praparate Farbung musste eine Negativkontrolle angefertigt werden,
um die Spezifitat der Antigen-Antikorper-Bindung zu kontrollieren. Dazu wurde eine Negativ-

Kontrolllésung anstelle des Primarantikérpers verwendet.
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Aufgrund der physiologischen lymphatischen Dichte des Endothels innerhalb der untersuchten
Mundschleimhaut, wurden interne Positivkontrollen durchgefiihrt. Diese dienten als

Sensitivitatsnachweis des Antikdrpers und zur Kontrolle einer korrekten Versuchsdurchfiihrung.

3.4.3.5 Auswertung der Praparate

Fir die Auswertung und Klassifizierung der Podoplanin-Expression der selektierten
Gewebeblécke wurde ein semiquantitativer Algorithmus basierend auf einer Skala von 0
(negativ) bis 3 (starke Farbung) verwendet. Dieser wurde im Vorfeld von der Arbeitsgruppe

bereits publiziert [61, 62, 63].

Jedes Prdparat wurde von zwei Untersuchern verblindet, unabhangig voneinander und ohne
Kenntnis patientenspezifischer klinischer Informationen ausgewertet. Bei jedem Patienten
wurde lediglich ein Objekttrager zur Analyse verwendet. Im Rahmen der Auswertung wurde die

Intensitat der Farbung beurteilt und von 0 bis 3 skaliert, addiert und arithmetisch gemittelt.

Bei Kalkulation einer ungeraden Zahl wurde das Praparat der niedrigeren Gruppe zugeordnet:
Ergab sich zum Beispiel ein Wert von 2,5 so wurde das Prdparat zur Gruppe mit moderater

Podoplanin-Expression (Grad 2) gezihlt. Die folgende Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht.

Podoplanin Expressionsgrade

0 kein Nachweis einer Podoplanin-Expression
1 schwache Podoplanin-Expression

2 moderate Podoplanin-Expression

3 starke Podoplanin-Expression

Tabelle 1: Einteilung der Podoplanin Expressionsgrade
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3.44 SMR3A

3.4.4.1 SMR3A Immunhistochemie
Die Vorbereitung und Anfertigung der histopathologischen Praparate zur Anfarbung fir SMR3A
erfolgte analog der oben genannten Verfahrensweise fiir Podoplanin mittels Paraffinisierung

und Aufbereitung in 2 pm dicke Schnitte.

3.4.4.2 Anfertigung der Schnittpraparate

Zur Detektion reprasentativer Areale zur Untersuchung einer SMR3A-Expression, wurden die
Praparate nach Durchfiihrung einer HE-Farbung auf das Vorhandensein maligner Kriterien
untersucht. Praparate von 40% - 90% Tumorzellnachweis wurden zur weiteren Untersuchung
ausgewahlt.

Das Gewebe wurde kryokonserviert und mittels Gewebe Chip Microarrayer (Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, USA) in Praparate von 0,6mm Dicke je Probe geschnitten. Diesen
wurde ein Lysat Puffer (6 M Guanidin-HCI, 100 mM Natrium-Phosphate mit pH 6.6 und 1% Triton
X-100) fur eine 100mg Gewebe/ml Lysat Konzentration fir 60 Minuten bei Raumtemperatur
und unter konstantem Schitteln beigefiigt. Dem Lysat wurde ein Protease Inhibitor Mix (Sigma)

mit Peptin Aprotinin von 6,512 kDa Molekulargewicht beigefiigt.

3.4.4.3 Antigen-Demaskierung

Die Antigen Demaskierung erfolgte Giber 30 Minuten bei Hitze mit 10 mM Citrat-Puffer (pH 6.0,
Multi Gourmet Steamer, Braun, Germany).

Die immunhistochemischen Farbungen wurden analog der Protokolle von Thierauf et al. [129]
mittels anti-humanem SMR3A Antikorper (ab97942, Verdiinnung 1:50; Abcam, Cambridge, UK)

durch Verwendung des TSA Amplification Kit's (Perkin ElImer, Germany) durchgefiihrt.

3.4.4.4 Negativ- und Positivkontrollen

Die Spezifitat der Bindung wurde durch parallele immunhistochemische Farbung weiterer
Tumorbereiche mit anderen unabhangigen anti-human SMR3A Antikdrpern (ab97942, abcam,
Cambridge, UK) kontrolliert, die eine vergleichbare Intensitdat und Farbemuster zeigen. Diese
Daten werden im Folgenden nicht weiter betrachtet. Als Positivkontrolle wurde

Speicheldriisengewebe genutzt. Als Negativkontrolle diente tumorfreies Normalgewebe.
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3.4.4.5 Auswertung der Praparate

Die Gewebeproben wurden mit dem Nanozoomer HAT Scan System (Hamamatsu Phototonics,
Japan) digitalisiert, um eine groRflachige histologische Auswertung des Gesamtpraparates zu
ermoglichen.

Die Schnitte wurden bei 40-facher VergroRerung (0,23 um/Pixel) gescannt und besitzen eine
durchschnittliche DateigréfRe von 13GB. Drei unabhiangige, erfahrene Untersucher analysierten
die gescannten Schnitte mittels NDP Viewer Software (Version 1.1.27).

Die Auswertung und Skalierung der SMR3A-Expression erfolgten als semi-quantitative Analyse
unter Beachtung zweier unabhangiger Kriterien und wurden analog den Auswertungen von

Koffler et al. [47] bewertet.

1) Die Anzahl der gefarbten Tumorzellen (Score A) von 1 bis 4.
Hierzu wurde die Anzahl der gefarbten Zellen definiert als ,,1 = keine positiven Zellen”,
,2<als33%", ,3=34-66%" und ,4 > 66%" positiver Zellen im Gewebe nachweisbar.

2) Die Farbeintensitat der gefarbten Tumor Zellen (Score B) von 1 bis 4.
Hierzu wurde die Anzahl der gefarbten Zellen definiert als ,,1 = keine Anfarbung”,
,2 = schwache Anfarbung”, ,3 = moderate Anfarbung” und ,4 = intensive
Anfarbung” der Zellen im Gewebe.

Die Ergebnisse der Klassifizierung fiir Score A und Score B wurden unabhangig durch einen
zertifizierten Facharzt fur Pathologie bestdtigt. Diesem lagen keine Informationen zu den
Praparaten und keine klinischen Informationen vor.

Zusatzlich wurden beide Scores zu dem ,,Finalen Expressions Score” (1 bis 16) miteinander
multipliziert und graduell eingeteilt in eine Gruppe mit hoher SMR3A-Expression (Score = 9-16),
moderater SMR3A-Expression (Score = 5-8), geringer SMR3A-Expression (Score = 1-4) oder
fehlender SMR3A-Expression. Das Vorliegen einer Expression durch das Vorliegen einer
mindestens 10%-igen Positivitat der Tumorzellen mit einer Mindestintensitat von 1 definiert.

Proben, bei denen diese Vorgaben unterschritten wurden, wurden als negativ klassifiziert.

3.4.5 Humanes Papillomavirus (HPV) und p16 Immunhistochemische Farbung

Fiir den Nachweis einer HPV-Assoziation der Praparate wurde eine Beurteilung der Expression
von pl16 verwendet [100, 144].

Die Resektate wurden in pl6-positive und pl6-negativen Tumoren unterteilt, wobei die

Positivitat einer diffusen zytoplasmatischen und nukledren Expression entsprach.
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Die Immunhistochemische Farbung gegen p16 konnte an durch Formalin fixierten Proben von
59 Primarprdparaten durchgefiihrt werden und lag der vorliegenden Arbeit als Information zu

den Patienten vor.

3.5 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden am Computer mit Hilfe des Statistical Package for Social Sciences
(SPSS, IBM) Version 26 fiir das Windows Operating System analysiert.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Daten wurden in der Nachsorge in 4-6
Monatsintervallen in der Universitatsklinik zu KéIn erhoben.

Die Korrelation einer Podoplanin-Expression mit klinisch-pathologischen Variablen konnte fir
kontinuierlich verteilte Variablen mit Hilfe des Wilcoxon-Rangsummen-Test sowie fir
kategoriale Variablen mit dem x?-Test statistisch ausgewertet werden. Im Falle einer erwarteten
Haufigkeit von unter 5 wurde anstelle des x>-Tests der Fisher’s-Exact Test verwendet.
Kumulierte Uberlebensraten wurden mit Hilfe des Kaplan-Meier-Tests fiir das Gesamtiiberleben
und das erkrankungsfreie Uberleben erhoben.

Hierbei wurde das Gesamtiiberleben als der unkorrigierte Zeitraum definiert, der ab Beginn der
Primartherapie bis zum Tod, unabhdngig der Todesursache und dargestellt in Monaten,
gemessen wurde. Patienten, die bis zum Abschluss des definierten Beobachtungsintervalls nicht
verstorben waren oder anhand der vorliegenden Daten unklar ist, ob sie verstorben waren,
wurden zensiert.

Als erkrankungsfreies Uberleben galt der Zeitraum ab Beginn der Primarbehandlung bis zum
Progress, Rezidiv, Metastasierung oder tumorassoziiertem Tod.

Interkurrent tumorfrei verstorbene Probanden wurden zum Todeszeitpunkt zensiert.

Um unterschiedliche statistisch prognostisch relevante Faktoren auf das Gesamtiiberleben und
das erkrankungsfreie Uberleben zu detektieren, wurden univariate Analysen mittels Log-Rank-
Test durchgefiihrt, bei dem ein p-Wert von <0.05 als statistisch signifikant definiert wurde.

Die mittels univariater Analyse prognostisch als statistisch signifikant ermittelten Faktoren fir
das Uberleben wurden in einer multivariaten Analyse untersucht. Hierzu wurde eine zweistellige
Signifikanzrechnung als Regressionsanalyse mittels Cox-Hazard Test durchgefihrt und ein p-
Wert von <0.05 als statistisch signifikant definiert.

Die statistischen Analysen erfolgten in enger Zusammenarbeit mit Herrn Professor Dr. med. Dr.
med. dent. Matthias P. Kreppel und in Ricksprache mit dem Institut fir medizinische Statistik

und Epidemiologie (IMSIE).
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

4.1.1 Alter, Geschlecht und Tumorlokalisation

Im untersuchten Kollektiv befinden sich insgesamt 80 Patienten, von denen 51 (63,7 %) méannlich
und 29 (36,3 %) weiblich sind. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren die Patienten zwischen 30
und 91 Jahre alt und zeigten ein mittleres Alter von 61,6 Jahren und ein medianes Alter von 61,8
Jahren. Manner waren im Durchschnitt 59,5 Jahre alt (Median 60,0 Jahre), wahrend Frauen mit
65,2 Jahre durchschnittlich dlter waren (Median 65,0 Jahre). Die Altersverteilung wurde in sechs

Gruppen vorgenommen und ist Tabelle 2 zu entnehmen.

Alter (in <40 41-50 51-60 61-70 71-80 >80
Jahren)

Anzahl 4 (5,0%) 9(11,3%) 24 (30,0%) | 23(28,7%) | 14 (17,5%) 6 (7,5%)
(Prozent)

Tabelle 2: Altersverteilung Gesamtkollektiv

Bei allen Patienten lagen als Einschlusskriterium lokal begrenzte und lokal fortgeschrittene orale
Plattenepithelkarzinome ohne Fernmetastasierung vor. Hier zeigen sich mit 43,8% als haufigste
Lokalisation Tumoren des Mundbodens, gefolgt von der Zunge (22,5%), Unterkiefer (17,5%),
Oberkiefer/Harter Gaumen (6,3 %) und Wange (10,0%). Die Lokalisation des Primartumors kann

Tabelle 3 entnommen werden.

Lokalisation Mundboden Zunge Unterkiefer | Oberkiefer/harter Wange
des Primarius Gaumen
Anzahl 35 (43,8%) 18 (22,5%) 14 (17,5%) 5(6,3%) 8 (10,0%)
(Prozent)

Tabelle 3: Tumorlokalisation des Primarius
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4.1.2 Alkohol, Rauchen und HPV

Bei allen Patienten konnte das Konsumverhalten der Genussmittel Alkohol und Nikotin
untersucht werden. Hierbei lasst sich flir die Exposition gegeniiber Alkohol (p=0.662) und
Rauchen (p=0.509) kein geschlechtsspezifischer Unterschied feststellen. Von den Patienten
zeigten 53 (66,3%) vor Erstdiagnosestellung einen gesteigerten Alkoholkonsum und 63
Patienten (78,8%) eine positive Raucheranamnese. Insgesamt 35 (68,6%) der mannlichen und
18 (62,1%) der weiblichen Patienten sind durch Alkoholkonsum, sowie 76,5% bzw. 82,8% durch
eine positive Raucheranamnese vorbelastet.

Der HPV-Status des Primartumors konnte bei insgesamt 59 Resektionspraparaten untersucht
werden, wobei der GroRteil mit 34 Praparaten (57,6%) HPV-negativ war und 25 Préparate
(42,4%) HPV-positiv waren. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Geschlechtern (p=0.038). Bei mannlichen Patienten zeigen 51,2% einen positiven HPV-Status,
wahrend dieser lediglich bei 22,2% der Frauen vorliegt.

Auch eine Korrelation zwischen HPV-Status und Alkohol- sowie Nikotinkonsum wurde
durchgefiihrt. Bei Patienten ohne Alkoholkonsum zeigt sich in der (iberwiegenden Anzahl mit
56,6% ein HPV-negativer Status (p=0.891). Bei Patienten ohne Nikotinabusus liegt in 30,7% ein
negativer HPV-Status vor, wahrend 65,2% der Patienten mit Nikotinabusus einen negativen
HPV-Status zeigen (p=0.026). Diese Gruppe HPV-negativer Raucher macht mit absolut 50,8% des
Kollektivs den groRten Teil aus.

Im Hinblick auf das Alter zeigt sich kein signifikanter Unterschied beziiglich des HPV-Status
(p=0.245). Patienten der oberen Altersmediangruppe zeigen zu 51,4% einen HPV-negativen
Status, wahrend 66,7% der jlingeren Gruppe HPV-negativ sind.

Insgesamt sind somit 66,3% der Patienten durch Alkoholismus, 78,8% durch Rauchen und 42,4%
durch HPV vorbelastet.

Im Chi-Square Test zeigt sich eine Assoziation zwischen dem Vorliegen eines positiven HPV-
Status und des méannlichen Geschlechts (p=0.038) sowie des Raucherstatus’ (p=0.026). Fir
Podoplanin (p=0.806) und SMR3A (p=1.000) zeigt sich statistisch keine Assoziation zum HPV-
Status. Weiterhin kann keine Assoziation zum Vorliegen einer Lymphangiosis (p=0.646),
Nodalstatus-und-ENE (p=0.201), dem T-Stadium (p=0.660) und UICC-Stadium (p=0.540)

festgestellt werden.
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4.1.3 Histologischer Grad der Differenzierung, TNM-Klassifikation und UICC-Stadien
4.1.3.1 UICC-Stadien

Aus dem Kollektiv der primar kurativ intendiert operativ behandelten Patienten konnten
insgesamt 46 Patienten (46,3%) dem UICC Stadium | und 1l (23 und 13), sowie 44 Patienten
(53,8%) dem Stadium Il und IV (8 und 36) zugeteilt werden. Hierbei wird ein
geschlechtsabhangiger Unterschied innerhalb der UICC-Graduierung knapp verfehlt (p=0.076).

Eine lbersichtliche Darstellung zeigt Tabelle 4.

UICC-Stadium | I 1] IVa IVb
Anzahl Gesamt 23 (28,7%) 13 (16,3%) 8 (10,0%) 28 (35,0%) 8 (10,0%)
(Prozent)

Tabelle 4: UICC-Stadien des Gesamtkollektives analog der 6. Auflage

4.1.3.2 Histologischer Grad der Differenzierung (Grading)

Der haufigste histopathologische Grad der Zelldifferenzierung (Grading) des untersuchten
Kollektivs zeigte bei 62 Patienten (77,5%) ein maRig differenziertes (G2) Plattenepithelkarzinom.
Ein gut differenziertes Stadium (G1) lag bei lediglich finf Patienten (6,3%) und ein schlecht
differenziertes (G3) Karzinom bei 13 Patienten (16,3%) vor. Ein geschlechtsspezifischer

Unterschied ist nicht nachweisbar (p=0.391).

4.1.3.3 Tumorstadium (T)

Bei 24 Patienten (30,0%) wurde histopathologisch ein Stadium pT1, bei 27 (33,8%) ein pT2, bei
sechs (7,5%) ein pT3 und bei 23 (28,7%) ein pT4 Stadium nachgewiesen. Hiervon wurden 15
Patienten dem Stadium pT4a (18,8%) und acht Patienten dem Stadium pT4b (10,0%)
zugeordnet.

Bezlglich des T-Stadiums zeigte sich kein signifikanter Geschlechtsunterschied (p=0.714) in den
einzelnen Stadien und auch nicht innerhalb des Gruppenvergleiches ,| und II“ mit Il und IV“

(p=0.338).
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4.1.3.4 Nodalstatus (N)

Im Rahmen der selektiven und therapeutischen Neck-Dissection wurden durchschnittlich 21,55
Lymphknoten [SD 14.964; Median 18.50] entfernt.

Bei 49 Patienten (61,3%) zeigte sich histopathologisch kein Hinweis auf eine
Lymphknotenmetastasierung (pNO). Bei neun Patienten zeigten sich Lymphknotenmetastasen
im Stadium pN1 (11,3%) und bei 22 Patienten im Stadium pN2 (27,5%). Im Gesamtkollektiv
weisen somit insgesamt 31 Patienten (38,7%) eine lymphogene Metastasierung auf. Bei Frauen
lasst sich ein signifikant selteneres Auftreten von Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu

Mannern erkennen (p=0.017).

4.1.3.5 Extranodale Extension (ENE)

Extranodale Extension (ENE) von Lymphknotenmetastasen zeigte sich in 13 Fallen der 31
lymphonoduldr metastasierten Patienten (41,9%).

Dabei zeigt das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen, sowie deren Unterscheidung nach
extranodaler Extension die starkste Assoziation mit Podoplanin (p<0.001). Weiterhin zeigt sich
der positive ENE-Status mit hoher Moesinexpression (p=0.002), hohem UICC-Stadium (p<0.001),
hohem T-Stadium (p<0.001), tumorassoziiertem Tod (p=0.005) sowie hoch signifikant mit
Durchfiihrung einer adjuvanten Behandlung assoziiert (p<0.001). HPV (p=0.201) und SMR3A

(p=0.511) zeigen keine Assoziation zur Einleitung einer Adjuvanz.

4.1.3.6 Lymphangiosis (L)
Das Vorliegen einer Lymphangiosis konnte mit 15,0% bei 12 Patienten nachgewiesen werden.

Hier zeigte sich kein Unterschied zwischen den Geschlechtern (p=0.194).

4.1.3.7 Resektionsstatus

Insgesamt konnte die operative Behandlung in 65 Fallen (81,2%) ohne Tumorresiduum als RO-
Resektion erfolgen.

Eine R1-Resektion zeigte sich in der histologischen Aufarbeitung bei 15 (18,8%) der Patienten,
wobei neun Patienten mannlich und sechs Patienten weiblich waren.

Ein geschlechtsspezifischer Unterschied bezlglich des Resektionsstatus konnte nicht festgestellt
werden (p=0.771).

Eine Ubersicht (iber die assoziierten histopathologischen Befunde ist Tabelle 5 zu entnehmen.
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Befund Mannlich Weiblich SMR3A Kollektiv Gesamtkollektiv
(n=51) (n=29) (n=28) (n=80)
pT1 15 9 6 24
pT2 15 12 12 27
pT3 5 1 2 6
pT4 16 7 8 23
pNO 26 23 17 49
pN+ 25 6 11 31
ENE 10 3 5 13
cMO0 51 29 28 80
LO 41 27 26 68
L1 10 2 4 12
G1 2 3 2 5
G2 39 23 21 62
G3 10 3 5 13
RO 42 23 23 65
R1 9 6 5 15

Tabelle 5: Histopathologische Befunde des Gesamt- und SMR3A Subkollektivs

4.2 Therapie

Bei allen Patienten dieser Untersuchung erfolgte eine primar kurativ intendierte operative
Behandlung, bei fehlendem Nachweis von distanten Metastasen im Rahmen des klinischen
Erstdiagnosestagings (cMO0). Alle Patienten erhielten eine primare radikal operative Behandlung
mit kombinierter bilateraler Neck-Dissection. Patienten mit bildmorphologisch negativer
zervikaler Lymphknotenbeurteilung (cNO) analog des pra-operativen Stagings, erhielten eine
suprahyoidale Neck-Dissection der Lymphabflusslevel I-IIl.

Bei Patienten mit bildmorphologisch positiver zervikaler Lymphknotenbeurteilung (cN+) oder
Nachweis von (Mikro-)Metastasen (pN+) in der histopathologischen Schnellschnittdiagnostik
der suprahyoidalen Neck-Dissection wurde eine radikal-modifizierte Neck-Dissection der
Lymphabflusslevel |-V komplettiert. Im Falle von postoperativ vorliegenden
Risikokonstellationen wurde individuell eine sequenzielle risikoadaptierte adjuvante

Radioonkologische Therapie nach Tumorboardbeschlussfassung durchgefiihrt.

4.2.1 Adjuvante Therapie

Nach Radioonkologischer Indikationsstellung erfolgte eine adjuvante Behandlung als alleinige
Radiotherapie in 25 Fallen sowie eine simultane Radiochemotherapie in weiteren 23 Fallen. Bei
zwei Patienten lag keine Dokumentation (iber den adjuvanten Behandlungsstatus vor. Bei zwei
Patienten wurde eine empfohlene Adjuvanz aufgrund einer Ablehnung durch den Patienten
nicht durchgefiihrt. Ein Patient lehnte die indizierte simultane Chemotherapie ab. In acht Fallen

lag keine Dokumentation Uber die radiotherapeutische Dosierung vor.
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Im Falle einer simultanen Radiochemotherapie erfolgte diese monotherapeutisch mit
Carboplatin AUC1 an d1-5 und d29-33 der Radiotherapie und konnte bei allen Patienten mit
Behandlungsbeginn (n = 23) vollstdndig und ohne Unterbrechungen erfolgen.

Eine Ubersicht der Therapieformen zeigt Tabelle 6.

Adjuvanztyp Keine Adjuvanz Radiatio Radiochemotherapie
(n=78) 30 (38,5%) 25 (32,0%) 23 (29,5%)
Tabelle 6: Ubersicht Adjuvante Therapie

Postoperativ erfolgte eine adjuvante Therapie bei 48 (60,0%) der Patienten, wobei 31 méannlich
(64,5%) und 17 (35,7%) weiblich waren. Innerhalb der Geschlechtergruppen erhielten 60,8% der
mannlichen Patienten und 58,6% der weiblichen Patienten eine adjuvante Therapie (p=1.000).
Der Resektionsrandstatus zeigte sich knapp nicht signifikant (p=0.081) mit der Einleitung einer
adjuvanten Therapie assoziiert. Bei Vorliegen einer RO-Resektion erhielten 44,6% der Patienten
keine adjuvante Therapie, wohingegen bei 36 Patienten (55,4%) mit RO-Status und zwolf
Patienten mit R1-Status eine Nachbehandlung erfolgte. Bei drei Patienten mit vorliegendem R1-
Status wurde keine adjuvante Behandlung durchgefiihrt. Der Resektionsrand zeigte eine
Korrelation mit dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (p=0.050), ohne mit
extrakapsuldrer Extension (p=0.165) und dem UICC-Stadium (p=0.057) assoziiert zu sein.
Wahrend sich keine Assoziation beziiglich des Geschlechts (p=0.741) und HPV-Status (p=0.269)
zeigte, war die Entwicklung eines Lokalrezidivs hochsignifikant mit dem R-Status (p<0.001)
assoziiert. Weiterhin zeigte sich innerhalb des Kollektivs eine signifikante Assoziation zum
Grading (p=0.047). Die Bestrahlungsdosis (p=0.191), Tod (p=0.130), Podoplanin-Expression
(p=0.107) sowie die SMR3A-Expression (p=0.607) zeigten keine Assoziation zum
Resektionsrandstatus. Allerdings konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen
Resektionsrand und PKM2-Expression (p=0.007) gezeigt werden.

Die Einleitung einer adjuvanten Therapie war hochsignifikant mit dem Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen assoziiert (p=0.000) und erfolgte bei 87,1% der Nodal-positiven
Patienten. Demgegeniber erfolgte nur bei 42,9% der Nodal-negativen Patienten eine Adjuvanz.
Bei Vorliegen eines Kapseldurchbruchs erhielten 92,3% der Patienten eine adjuvante
Behandlung, wahrend nur 53,7% der Patienten ohne Kapseldurchbruch eine adjuvante
Behandlung erhielten (p=0.012).

Auch der Lymphangiosisstatus war signifikant mit der Einleitung einer adjuvanten Therapie
assoziiert (p=0.023). In dem Kollektiv erfolgte bei vorliegendem L1-Status in 91,7% der Falle (11

Patienten) eine adjuvante Therapie.

32



4.2.1.1 Radiotherapiedosis

Die Dosis der Radiotherapie erfolgte risikostratifiziert zwischen 50,4 Gy Gesamtreferenzdosis
und 59,4 bis 69,6 Gy Gesamtreferenzdosis. 50,4 Gy erfolgten auf die primare Tumorregion
inklusive des beidseitigen zervikalen Lymphabflussgebietes. Im Falle eines sequenziellen Boosts
wurde eine Dosiseskalation auf die primare Resektionshoéhle, Tumorhochrisikoregionen und
Lymphknotenstationen mit extrakapsularer Komponente eingeleitet. Die Radiotherapie wurde
als bildgefiihrte drei-dimensionale, computertomographisch geplante, maskenimmobilisierte
Hochvolttherapie am Linearbeschleuniger durchgefiihrt. Hierflir wurde eine Behandlung mit 6
MV Photonen an fiinf Tagen pro Woche mit einer taglichen Einzelfraktionierungsdosis von 1,8
Gy appliziert. Hierbei erhielten 65,0% der Patienten (n=26) eine kumulierte
Gesamtreferenzdosis von 59,4 Gy. 17,5 % erhielten eine Dosis von weniger als 59,4 Gy und
17,5% eine Dosis von mehr als 59,4 Gy.

Die Patientenverteilung nach Radiotherapiedosis ist Tabelle 7 zu entnehmen.

Gesamtdosis der 50,4 - 59,4 Gy 59,4 Gy 59,4 - 69,6 Gy
Radiotherapie
n=40 7 (17,5%) 26 (65,0%) 7 (17,5%)

Tabelle 7: Ubersicht Radiotherapiedosierung

4.2.2 Podoplanin

Die Podoplanin-Expression konnte im Chi-Square Test keine Assoziation in Bezug auf den HPV-
Status (p=0.806) nachweisen. Allerdings zeigte sich eine hochsignifikante Assoziation zum
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und deren Unterscheidung nach extranodaler
Extension (p<0.001), UICC-Stadium (p<0.001), tumorassoziiertem Tod (p<0.001) und Tod
(p<0.001). Zusatzlich wurde beziiglich des erkrankungsfreien Uberlebens wurde eine
hochsignifikante Assoziation (p=0.007) notiert. Die Einleitung einer Adjuvanten Therapie
(p=0.001) korrelierte hochsignifikant mit dem Podoplanin-Status. Wahrend die Podoplanin-
Expression keine Assoziation in Bezug auf den HPV-Status (p=0.806) zeigte, wurde eine
Assoziation zu SMR3A (p=0.062) knapp verfehlt und korrelierte hochsignifikant mit der Moesin-
Expression (p=0.004).
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4.2.3 Subgruppe mit Untersuchung einer SMR3A- Expression

Im Folgenden wird eine Subgruppen Betrachtung von 28 Patienten beschrieben, bei denen eine
SMR3A-Expression des Primdartumors analysiert wurde.

Die SMR3A-Expression zeigte im Chi-Square Test keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
(p=1.000). Des Weiteren konnte keine Assoziation beziiglich des Raucherstatus (p=0.308), der
Alkoholanamnese (p=0.708) und der histopathologischen Kriterien T-Stadium (p=0,379), UICC-
Stadium (p=0.379), Lymphangiosis (p=0.507) und Nodal-und-ENE-Status (p=0.511) festgestellt
werden. Allerdings korrelierten Tod (p<0.001) und tumorassoziierter Tod (p=0.005)
hochsignifikant mit der SMR3A-Expression. Fir die Podoplanin-Expression (p=0.062) und das
erkrankungsfreie Uberleben (p=0.102) wurde knapp das 5%-Signifikanzniveau verfehlt.

Neben SMR3A (n=28) erfolgten die zusatzlichen Untersuchungen fiir das Expressionsverhalten
der Biomarker Moesin (n=27), PKM2 (n=27), EGFR (n=28), VEGF2 (n=28), COX2 (n=28) und
Podoplanin (n=28).

Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber das jeweilige Expressionsverhalten stratifiziert nach Gruppen

Negativ, Schwach, Moderat und Stark.

Oberflachenmarker Negativ Schwach Moderat Stark

Moesin (n=27) |1 (3,7%) |7 (25,9%) | 9 (33,3%) | 10 (37,1%)
PKM2 (n=27) 2 (7,4%) 10 (37,1%) | 11 (40,7%) | 4 (14,8%)
EGFR (n=28) |9 (32,1%) | 7 (25,0%) | 5 (17,9%) | 7 (25,0%)
VEGF2 (n=28) |2 (7,1%) | 12 (42,9%) | 12 (42,9%) | 2 (7,1%)
COX2 (n=28) |3 (10,7%) | 10 (35,7%) | 13 (46,5%) | 2 (7,1%)
Podoplanin (n=28) |3 (10,7%) | 8 (28,5%) | 12 (42,9%) | 5 (17,9%)
SMR3A (n=28) |7 (25,0%) | 9 (32,1%) | 5 (17,9%) | 7 (25,0%)

Tabelle 8: Expressionsverhalten von Tumormarkern im SMR3A Kollektiv

4.2.3.1 Alter, Geschlecht und Tumorlokalisation

Die Praparate stammen von 14 mannlichen und 14 weiblichen Patienten mit einem mittleren
Alter von 60,4 Jahren. Die Lokalisationen der Primartumoren befanden sich bei elf Patienten in
der Zunge (39,8%), bei zehn Patienten (35,7%) im Mundboden, bei drei Patienten (10,7%)
jeweils im Unterkiefer, sowie im Oberkiefer/Harter Gaumen und bei einem Patienten in der

Wange (3,6%).
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4.2.3.2 Alkohol, Rauchen und HPV

Atiologisch konnte bei 16 Patienten (57,1%) ein gesteigerter Alkoholkonsum und bei 20
Patienten (71,4%) ein Nikotinkonsum nachgewiesen werden. Der HPV-Status konnte zusatzlich
bei 20 Patienten (71,4%) bestimmt werden und war bei neun Patienten (45,0%) positiv, sowie

bei elf Patienten (55,0%) negativ.

4.2.3.3 Histologische Differenzierung, TNM-Klassifikation und UICC-Stadien
21 Praparate wurden dem G2 Stadium mdfig differenziert zugeordnet (75%), wahrend zwei G1

gut differenziert (7,1%) und fiinf G3 schlecht differenziert (17,9%) beurteilt wurden.

4.2.3.3.1 Nodalstatus

In der histologischen Aufarbeitung der 28 Patienten konnte in elf Fallen (39,8%) ein nodaler
Befall festgestellt werden, wobei fiinf Patienten ein extrakapsuldres Wachstum aufwiesen. Dies
entspricht 45,5% der Gruppe nodal positiver Patienten. Bei vier dieser elf nodal metastasierten
Patienten lag ein pN1 Status und bei sieben Patienten ein pN2 Status vor.

Im Rahmen der Neck-Dissection wurden durchschnittlich 26,4 Lymphknoten reseziert (SD=

16,9).

4.2.3.3.2 Lymphangiosis

Eine Lymphangiosis konnte bei vier der 28 Patienten (14,3%) nachgewiesen werden.

4.2.3.3.3 Resektionsstatus
Mit 82,1% erfolgte der GroRteil der Resektionen ohne Tumorresiduum (R0; n=23), wahrend in

funf Fallen (17,9%) postoperativ ein R1-Status vorlag.

4.2.3.3.4 UICC-Stadien
Im Kollektiv der SMR3A Subgruppe zeigte sich insgesamt in 46,4% der Falle ein UICC-Stadium IV
und insgesamt in 60,7% ein Stadium groRRer als Ill. Diese werden als fortgeschrittene Tumoren

bezeichnet.
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Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht tiber die UICC-Stadieneinteilung des SMR3A Kollektivs.

UICC-Stadium | ] ]| IVa IVb
Anzahl Gesamt 6 (21,4%) 5(17,9%) 4 (14,3%) 10 (35,7%) 3(10,7%)
(Prozent)

Tabelle 9: UICC-Stadien des SMR3A Kollektives (6. Edition)

4.2.3.3.5 Folgeerkrankung und Tod

Bei lediglich sechs Patienten (21,4%) konnte im Rahmen der Nachsorgebeobachtungen ein
Rezidiv festgestellt werden, wobei dieses in 66,6% als Lokalrezidiv auftrat. Ein Zweitkarzinom
konnte bei einem Patienten und eine Fernmetastasierung im Krankheitsverlauf bei flnf
Patienten (17,9%) beobachtet werden. Die klinischen Endpunkte Rezidiv, Tod und
Zweitkarzinom wurden bei zehn Patienten beobachtet. Bei neun Patienten kam es im

Nachbeobachtungszeitraum zum Exitus. Dabei waren 77,8% der Todesfalle tumorassoziiert.

4.2.3.4 Adjuvante Therapie
Aus dem hier beschriebenen Kollektiv mit Untersuchung einer SMR3A-Expression erhielten 20

der 28 Patienten eine adjuvante Therapie (71,4%).
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4.3 Gesamtiiberleben
Aufgrund der geringen Patientenanzahl innerhalb der SMR3A Subgruppe, wurde die weitere
Betrachtung der statistischen Einflisse auf das patientenspezifische Gesamtiiberleben im

Folgenden als Auswertung des Gesamtkollektives durchgefiihrt.

4.3.1 Geschlecht

In der Untersuchung lieR sich fir das Gesamtiberleben statistisch kein Unterschied beziiglich
des Geschlechtes beobachten (p=1.000). Insgesamt verstarben 37,2% der Manner und 34,5%
der Frauen innerhalb der Beobachtungszeit, wobei das Uberleben bei mannlichen Patienten
durchschnittlich 53,5 Monate [KI: 45,3 — 61,6] und bei Frauen durchschnittlich 50,3 Monate [KI:
41,7 — 59,0] betrug. Zwar zeigten Manner ein geringfligig kiirzeres 2-Jahres und 5-Jahres
Uberleben (76,5% und 63,1%) als Frauen (81,7% und 67,4%), allerdings war dieser Unterschied
im Log-Rank Test statistisch nicht signifikant (p= 0.937). [Siehe Abbildung 1].
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Abbildung 1: Gesamtiiberleben getrennt nach Geschlecht
4.3.2 Alter

Die Kohorte konnte anhand des Altersmedian von 61,8 Jahren in zwei Gruppen unterteilt
werden. Jiingere Patienten lebten mit durchschnittlich 60,5 Monaten [KI: 52,0 — 68,8] langer als
altere Patienten mit 46,6 Monaten [KI: 37,9 —55,2] und verstarben mit absolut 26,3% gegenliber
45,2% seltener (p=0.104).
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Obwohl die Patienten des jiingeren Medians eine héhere 2 Jahres-Uberlebensrate von 86,2%
gegeniiber Patienten des ilteren Medians mit nur 70,9%, sowie eine 5-Jahres-Uberlebensrate
von 80,1% gegeniber 50,9% aufwiesen, verfehlte dieser Unterschied im Log-Rank Test

statistisch knapp das Signifikanzniveau (p=0.082). [Siehe Abbildung 2].
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Abbildung 2: Gesamtiiberleben getrennt nach Patientenalter

4.3.3 Alkohol, Rauchen und HPV-Status
Bekannte Faktoren zur Entwicklung von Kopf-Hals-Karzinomen sind Alkohol, Rauchen und HPV-

Infektionen. Diese werden in der statistischen Auswertung einzeln dargestellt.

4.3.3.1 Alkohol

Patienten, die eine positive Alkoholanamnese aufwiesen, zeigten durchschnittlich eine kiirzere
Gesamtiiberlebenszeit von 51,3 Monaten [KI: 42,8 — 59,9] gegeniiber Patienten ohne
gesteigerten Alkoholkonsum mit 58,0 Monaten [KI: 49,5 —66,5] (p=0.808). Obwohl bei fehlender
Alkoholanamnese eine héhere 2-Jahres-Uberlebensrate von 83,9% gegeniiber 73,9%, bzw. ein
5-Jahres-Uberleben von 79,2% gegeniiber 56,5% beobachtet wurde, zeigte sich dieser
protektive Effekt des Alkoholverzichts im Log-Rank Test statistisch nicht signifikant im
Gruppenvergleich (p=0.281). [Siehe Abbildung 3].
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Abbildung 3: Gesamtiiberleben getrennt nach Alkoholkonsum

4.3.3.2 Rauchen

Der GroRteil der Patienten besall mit 78,8% eine positive Raucheranamnese, wobei Rauchen
signifikant mit langerem Uberleben assoziiert war (p=0.045). Nichtraucher verstarben mit 58,8%
fast doppelt so hdufig als Raucher mit 30,2%. Insgesamt zeigten Raucher eine 2-Jahres-
Uberlebensrate von 84,5 % gegeniiber 56,3% bei Nichtrauchern, bzw. eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 73,1% gegeniiber 36,5%. Mit einem lingeren Gesamtiiberleben von
durchschnittlich 56,1 Monaten [KI: 49,9 — 62,2] gegenliber 39,9 Monaten [KI: 25,4 — 54,4] zeigte
sich im Log-Rank Test ebenfalls ein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben zu Gunsten

der Raucher (p=0.020). [Siehe Abbildung 4].
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Abbildung 4: Gesamtiiberleben getrennt nach Raucherstatus
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4.3.3.3 HPV-Status

Insgesamt konnte bei 59 Patienten des Gesamtkollektives ein HPV-Status bestimmt werden.
Dieser war in 57,6% der Falle negativ und in 42,4% positiv. Patienten mit HPV-positivem
Tumorstatus hatten eine langere durchschnittliche Uberlebenszeit von 53,5 Monaten [KI: 42,6
—64,4] gegenliber 49,6 Monaten [KI: 41,2 — 58,1] bei HPV-negativem Status. Dieser Unterschied
zeigte sich statistisch allerdings nicht signifikant (p=0.790). Im Log-Rank Test unterschied sich
das 2-Jahres-Uberleben mit 77,0% gegeniiber 79,8% zugunsten des positiven HPV-Status. Das 5-
Jahres-Uberleben unterschied sich mit 65,3% bei HPV-negativem Status gegeniiber 61,1% bei

HPV-positivem Status statistisch nicht voneinander (p=0.748). [Siehe Abbildung 5].
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Abbildung 5: Gesamtiiberleben getrennt nach HPV-Status

4.3.4 Histologischer Grad der Differenzierung, TNM-Status und UICC-Stadien

4.3.4.1 Histologischer Grad der Differenzierung

Obwohl kein Patient der gut differenzierten Gruppe im Beobachtungszeitraum verstorben ist,
wahrend 37,1% der maRig differenzierten und 46,2% der schlecht differenzierten Karzinome
zum Tod fihrten, wies das Kollektiv im Vergleich des Differenzierungsgrades in Bezug auf das
Gesamtliiberleben keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (p=0.201). Patienten mit gut
differenzierten Karzinomen hatten ein mittleres Uberleben von 40,6 Monaten [KI: 8,0 - 73,2;
Median 37,0], Patienten mit maRig differenzierten Karzinomen von durchschnittlich 37,5
Monaten [KI: 31,7 -43,2; Median 37,5] und schlecht differenzierten Karzinomen von 35,7
Monaten [KI: 21,3 -50,1; Median 39,0]. Wahrend das 2-Jahres-Uberleben der gut differenzierten
Gruppe 100% betrug, innerhalb der maRig differenzierten Gruppe bei 79,1% lag, zeigte es sich
bei schlecht differenzierten Karzinomen mit 67,3% am geringsten. Fiir 5-Jahre konnte ein
vergleichbarer Trend mit 100%, 63,9% und 57,7% beobachtet werden. Diese Unterschiede

konnten im Log-Rank Test kein Signifikanzniveau erreichen (p=0.283). [Siehe Abbildung 6].
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Abbildung 6: Gesamtiiberleben getrennt nach Grad der Differenzierung

Im Gesamtkollektiv lagen 65,0% der Tumoren im T1/T2-Stadium und 35,0% im T3/T4 Stadium

vor. Das mittlere Uberleben unterschied sich im Chi-Square Test signifikant und betrug im T1/T2-

Stadium 58,7 Monate [KI: 51,4 — 66,0], wahrend es im T3/T4-Stadium bei lediglich 43,5 Monaten

lag [KI: 33,2-53,8] (p=0.028). Patienten der niedrigen T-Stadien verstarben mit 26,9% seltener

als Patienten der héhergradigen T-Stadien mit 53,6% (p=0.049). Das 2-Jahres-Uberleben lag in

der niedrigen T-Stadien Gruppe bei 86,9%, wahrend es bei den héheren T-Stadien nur 64,3%

betrug. Das 5-Jahres-Uberleben lag bei 75,6% bzw. 48,4%. [Siehe Abbildung 7].

Kum. Uberleben

08

0g

04

00

Uberlebensfunktionen

Gruppierung T-
Stadium

L 1 und T2
L 173 und T4

— T1 und T2-zensiert
—+ T3 und T4-zensier

e

20 40 60 80

Gesamtliberleben in Monaten

Abbildung 7: Gesamtiiberleben getrennt nach T-Stadium Gruppe
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4.3.4.3 Nodalstatus

Eine Tumorinfiltration in die (loko-) regiondren Lymphknoten (n=31) war mit einem statistisch
signifikant kirzeren Gesamtiberleben im Vergleich zu der Gruppe der nodal negativen (n=49)
Patienten (p=0.015) assoziiert. Patienten, bei denen keine Lymphknotenbeteiligung (pNO)
festgestellt wurde, lebten mit durchschnittlich 56,4 Monaten [KI: 50,6 — 62,3] langer gegeniber
Patienten mit Lymphknotenbefall (pN+) mit 43,4 Monaten [KI: 33,0 — 53,8]. Innerhalb der nodal
positiven Gruppe zeigte sich ebenfalls in der Subanalyse ein Uberlebensunterschied: Bei
Patienten mit pNI-Status betrug die Uberlebenszeit durchschnittlich 49,0 Monate (KI: 28,0 —
70,0], wahrend Patienten mit pN2-Status durchschnittlich lediglich 40,1 Monate [KI:48,1 —60,0)
Uberlebten. Dieser Unterschied zwischen allen drei Gruppen zeigte sich im Log-Rank Test
statistisch signifikant (p=0.014). Das 2-Jahres-Uberleben bei nodal negativen Patienten lag bei
90,1 %, wahrend es bei positivem Lymphknotenstatus bei lediglich 61,3% lag, wovon sich der
pN1-Status mit 66,7% und der pN2-Status mit 59,1% unterschieden. Das 5-Jahres-Uberleben
zeigte sich mit 76,2% gegeniiber 48,5%, wobei ein pN1-Status mit 55,6% gegeniiber pN2-Status
mit 45,5% glnstiger festgestellt wurde. [Siehe Abbildungen 8 und 9].
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben getrennt nach N-Stadium Gruppe

4.3.4.4 UICC-Stadium

Das UICC-Stadium wies bei Stadieneinteilung I/Il gegentber llI/IV einen hochsignifikanten
Uberlebensunterschied auf (p=0.000).

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten im Stadium I//l war im Beobachtungszeitraum
mit 86,5% beinahe doppelt so hoch im Vergleich zu 44,2% im Stadium /ll/IV. Patienten mit

niedrigem UICC-Stadium I/Il zeigten eine 2-Jahres-Uberlebensrate von 94,1% gegeniiber
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Kum. Uberleben

Patienten im Stadium /ll/IV mit lediglich 67,4% und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 82,1%
gegeniiber 53,2%. Im Log-Rank Test zeigte sich das durchschnittliche Uberleben bis zum
Todeseintritt innerhalb der niedrigen UICC-Gruppe mit 58,9 Monaten [KI: 52,4 — 65,3] signifikant
langer als bei Vorliegen der hohen Stadiengruppe mit lediglich 46,8 Monaten [KI: 38,2-55,4]
(p=0.014). Dieser Unterschied zeigte sich hochsignifikant in Bezug auf die Subgruppen I, II, Il
IVa und IVb (p=0.000), mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit bis zum Tod im Stadium /
von 60,4 Monaten (KI: 53,2 — 66,6) gegenliber Stadium /Vb von 20,0 Monaten (KI: 6.1 — 7,6).
Patienten im Stadium I hatten eine 2-Jahres-Uberlebensrate von 94,1% und im Stadium // von
92,3%. Demgegeniiber lag sie im Stadium /// bei 75,0%, im Stadium /Va bei 78,6% und im Stadium
IVb bei lediglich 25,0%. Das 5-Jahres-Uberleben betragt 83,7%, 79,1%, 75,0%, 59,9% und 12,5%.
[Siehe Abbildung 10].
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben getrennt nach UICC-Stadium Gruppe (links) und UICC-Stadium (rechts)

4.3.4.5 Extranodale Extension

Mit 61,25% konnte bei dem GroRteil der Patienten keine Lymphknotenbeteiligung festgestellt
werden. Von den verbleibenden 38,75% der Patienten wiesen 41,9% ein extrakapsulares
Wachstum auf. Es zeigte sich ein hoch signifikanter Unterschied fiir das Gesamtiiberleben in
Bezug auf das Fehlen gegeniiber dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und der Sub-
Unterscheidung nach Extranodaler Extension (p=0.001).

Patienten ohne Lymphknotenbefall (N-) zeigten das beste 2-Jahres-Uberleben mit 90,1%,
wéahrend es bei nodal-und-ece-positiven Patienten (N+/ece+) 69,2% und bei nodal-positiven-
und-ece-negativen (N+/ece-) Patienten lediglich 55,6% betrug. Fiir das 5-Jahres-Uberleben
zeigte sich innerhalb des Kollektivs ein Unterschied von 76,2%, 53,8% zu 44,4%. Dieser

Unterschied zeigte sich ebenfalls signifikant im Log-Rank Test (p=0.041). Die durchschnittliche
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Uberlebenszeit bis zum Todeseintritt bei N- Patienten betrug 56,4 Monate [KI: 50,6 — 62,2]
gegenlber N+/ece+ Patienten mit 46,8 Monaten [KI: 32,5 - 61,1]. N+/ece- Patienten lebten mit
40,7 Monaten [KI: 26,5 —55,0] am kiirzesten. [Siehe Abbildung 11].
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Abbildung 9: Gesamtiiberleben getrennt nach Nodalstatus und Extranodalextension

4.3.4.6 Lymphangiosis

Bei 85,0% der Patienten konnte histopathologisch keine Lymphangiosis festgestellt werden (L0),
wdahrend 15,0% Tumorabsiedlungen ins Lymphgefallsystem (L1) aufwiesen.

Bei histopathologischem Vorliegen einer Lymphangiosis zeigten Patienten ein
durchschnittliches Uberleben bis zum Todeseintritt von lediglich 35,1 Monaten [KI: 18,1 - 52,2]
gegeniber 58,0 Monaten [KI: 51,3 — 64,8] bei LO-Status (p=0.004).

Aus der Gruppe der Patienten mit LO-Status verstarben im Nachbeobachtungszeitraum 29,4%,
wahrend 75,0% der Patienten mit L1-Status verstarben. Dieser Unterschied war statistisch hoch
signifikant (p=0.007). Hierbei zeigte sich eine 2-Jahres-Uberlebensrate von 83,9% ohne und von
48,6% bei Vorliegen einer Lymphangiosis. Das 5-Jahres-Uberleben im Stadium LO war mit 69,9%
gegeniber des Stadiums L1 mit 36,5% beinahe verdoppelt. [Siehe Abbildung 12].
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Abbildung 10: Gesamtiiberleben getrennt nach Lymphangiosisstatus

4.3.4.7 Resektionsrand

Fir das Gesamtkollektiv zeigte sich in der histologischen Aufarbeitung bei 81,25% der Patienten
eine vollstdndige Tumorresektion (RO). Es konnte knapp kein signifikanter
Uberlebensunterschied (p=0.146) im Vergleich zu unvollstindiger Resektion (R1) in Bezug auf
das Gesamtiberleben notiert werden. Allerdings verstarben Patienten mit RO-Status in nur
32,3% der Falle, wahrend Patienten mit R1-Status in 53,3% der Félle innerhalb des
Beobachtungszeitraums verstarben. Insgesamt zeigten Patienten mit RO-Resektion ein besseres
2-Jahres Uberleben von 81,2% gegeniiber 66,7% bei R1-Status und ein 5-Jahres- Uberleben von
66,1% gegeniber 58,3%. Dennoch konnte statistisch kein signifikanter Unterschied der
durchschnittlichen Uberlebenszeit bei RO-Status mit 55,7 Monaten [KI: 48,6 — 62,8] im Vergleich
eines R1-Status mit 43,7 Monaten [KI: 30,3 — 57,2] festgestellt werden (p=0.176). [Siehe
Abbildung 13].
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Abbildung 11: Gesamtiiberleben getrennt nach Resektionsstatus
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Kum. Uberleben

4.3.5 Adjuvante Therapie

Der Empfehlung des interdisziplinaren Tumorboards folgend erhielten einige Patienten eine
adjuvante Therapie als Radiatio oder Radiochemotherapie. Die durchschnittliche
Uberlebensdauer der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen Keine Adjuvanz,
Adjuvante Radiotherapie und Adjuvante kombinierte Radiochemotherapie. Patienten ohne
adjuvante Therapie, wiesen das langste Gesamtiiberleben mit durchschnittlich 60,2 Monaten
[KIl: 50,6 — 69,8] auf. Patienten mit alleiniger adjuvanter Radiotherapie zeigten ein mittleres
Uberleben von 48,2 Monaten [KI: 38,8 — 57,6] und mit adjuvanter kombinierter Radio-
Chemotherapie von 48,6 Monaten [KI: 37,1 — 60,0]. Dieser Unterschied zeigte sich im Log-Rank
Test allerdings nicht statistisch signifikant (p=0.417).

Das 2-Jahres-Uberleben bei Patienten ohne Adjuvanz betrug 91,7%, wihrend es bei alleiniger
Radiotherapie bei 75,6% und bei kombinierter Radiochemotherapie bei 69,6% lag. Das 5-Jahres-
Uberleben betrug 74,9%, 60,3% und 59,5%. Auch innerhalb der Gruppenunterscheidung
Adjuvanz gegeniiber keine Adjuvanz zeigte sich statistisch knapp kein signifikanter Unterschied

im Gesamtiiberleben (p=0.107). [Siehe Abbildung 14].
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Abbildung 12: Gesamtiiberleben getrennt nach Adjuvanzform (links) und Adjuvanzstatus (rechts)

4.3.6 Bestrahlungsdosis

Die Halfte des Gesamtkollektives erhielt eine adjuvante Therapie mit Radiatio. Von diesen 40
Patienten, die adjuvant bestrahlt wurden, erhielten sieben Patienten eine kumulierte Dosis von
50,4 bis 59,4 Gy, 26 Patienten 59,4 Gy, sowie sieben Patienten eine Gesamtreferenzdosis (GRD)
von Uber 59,4 Gy bis 69,6 Gy. Patienten der niedrigen Bestrahlungsdosisgruppe zeigten das
langste Gesamtiberleben von 51,9 Monaten bis zum Tod [KI: 37,1 — 66,6]. Patienten, die mit
59,4 Gy bestrahlt wurden, lebten durchschnittlich 46,2 Monate [KI: 24,4 — 64,7] und Patienten
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der Hochdosisgruppe 44,6 Monate [KI: 24,4 — 64,7]. Das 2-Jahres-Uberleben lag in der
Niedrigdosisgruppe bei 85,7%, in der mittleren Dosisgruppe bei 61,1% und in der
Hochdosisgruppe bei 71,4%. Fiir das 5-Jahres-Uberleben wurden 85,7%, 52,9% und 35,7%

notiert, ohne eine statistisch signifikante Relevanz zu zeigen (p=0.485). [Siehe Abbildung 15].
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Abbildung 13: Gesamtiiberleben getrennt nach Bestrahlungsdosis (RT Dosis)

4.3.7 Molekularpathologische Untersuchungen

4.3.7.1 EGFR

Das Gesamtiiberleben der Patienten innerhalb der Gruppen nach histopathologischem Grad der
Expression von EGFR unterschied sich statistisch nicht voneinander (p=0.593). In der
Beobachtungszeit verstarben 27,5%, 50,0%, 37,5% und 35,7% der Patienten in steigender EGFR-
Expressionsgradreihe.

Patienten ohne EGFR-Expression zeigten ein Gesamtiiberleben von durchschnittlich 59,4
Monaten [KI: 50,0 — 68,7], mit schwacher Expression von 46,9 Monaten [KI: 31,3-62,5], mit
moderater Expression von 49,2 Monaten [KI: 37,2-61,3] und mit starker Expression von 49,8
Monaten [KI: 39,2 - 60,6]. Das 2-Jahres-Uberleben lag bei fehlender EGFR-Expression bei 95,5%,
bei schwacher Expression bei 68,4%, bei moderater Expression bei 75,0% und bei starker
Expression bei 73,0%. Das 5-Jahres-Uberleben wurde mit 83,5%, 49,9%, 67,5% und 56,2%
beobachtet. Dennoch zeigten sich im Log-Rank Test die Auswertungen zwischen den Gruppen

als statistisch nicht signifikant zueinander (p=0.738). [Siehe Abbildung 16].
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Abbildung 14: Gesamtiiberleben getrennt nach EGFR-Expression

4.3.7.2 VEGF

Das Gesamtiliberleben der Patienten zeigte getrennt nach histopathologischem Grad der
Expression von VEGF2 statistisch keine signifikanten Unterschiede zueinander (p=0.174). In der
Beobachtungszeit sind 36,4%, 33,3%, 33,3% und 100% der Patienten in steigender
Expressionsgradreihe verstorben.

Patienten ohne VEGF2-Expression zeigten ein Gesamtiiberleben von durchschnittlich 48,8
Monaten [KI: 35,4 — 62,3], mit schwacher Expression von 53,9 Monaten [KI: 44,2 — 63,5],
moderater Expression von 52,9 Monaten [KI: 43,7 — 62,1] und starker Expression von 47,3
Monaten [KI: 9,4 — 85,2]. Im Log-Rank Test zeigten sich diese Unterschiede zwischen den
Gruppen nicht signifikant (p=0.759). Das 2-Jahres-Uberleben lag bei fehlender VEGF2-
Expression bei 78,8%, bei schwacher Expression bei 77,0%, bei moderater Expression bei 81,8%
und bei starker Expression bei 66,7%. Das 5-Jahres-Uberleben wurde mit 63,0%, 63,4%, 66,6%
und 33,3% festgestellt. [Siehe Abbildung 17].
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Abbildung 15: Gesamtiiberleben getrennt nach VEGF2-Expression
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4.3.7.3 Moesin

Das Gesamtiiberleben der Patienten unterscheidet sich innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von Moesin statistisch hochsignifikant voneinander
(p=0.000). Keiner der Patienten ohne Nachweis einer Moesin-Expression ist verstorben,
wahrend 11,1% der schwach und 26,1% der der moderaten, sowie 68,0% der stark
exprimierenden Gruppe innerhalb der Beobachtungszeit verstarben. Das 2-Jahres-Uberleben
der Patienten unterschied sich im Log-Rank Test statistisch signifikant voneinander (p=0.031)
und lag bei fehlender Expression bei 100%, bei schwacher Expression bei 93,8%, bei moderater
Expression bei 84,7% und bei starker Expression bei 55,4%. Das 5-Jahres-Uberleben wurde mit

100%, 86,5%, 84,7% und 30,8% beobachtet. [Siehe Abbildung 18].
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Abbildung 16: Gesamtiiberleben getrennt nach Moesin-Expression

4.3.7.4 PKM2

Das Gesamtiiberleben der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von PKM2 statistisch nicht voneinander (p=0.747). In
der Beobachtungszeit sind 22,2%, 31,8%, 39,4% und 44,4% der Patienten in steigender PKM2-
Expressionsgradreihe verstorben.

Dabei besalRen Patienten ohne PKM2-Expression durchschnittlich eine Gesamtiiberlebenszeit
bis zum Tod von 47,0 Monaten [KI: 31,1 - 62,8], mit schwacher Expression von 57,5 Monaten
[KI: 47,2 — 67,8], moderater Expression von 55,6 Monaten [KI: 46,5 — 64,7] und starker
Expression von 37,7 Monaten [KI: 22,9 -52,4]. Im Log-Rank Test zeigten sich diese Unterschiede
zwischen den Gruppen als nicht signifikant zueinander (p=0.607). Das 2-Jahres-Uberleben lag
bei fehlender PKM2-Expression bei 76,2%, bei schwacher Expression bei 84,2%, bei moderater
Expression bei 81,4% und bei starker Expression bei 66,7%. Das 5-Jahres-Uberleben betrug
76,2%, 77,2%, 63,8% und 44,4%. [Siehe Abbildung 19].
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Abbildung 17: Gesamtiiberleben getrennt nach PKM2-Expression

4.3.7.5 COX-2

Das Gesamtiiberleben der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von COX-2 statistisch nicht voneinander (p=0.483). In
der Beobachtungszeit sind 46,7%, 31,0%, 42,3% und 20,0% der Patienten in steigender COX-2-
Expressionsgradreihe verstorben. Patienten ohne COX-2-Expression zeigten das kirzeste
Gesamtiiberleben mit durchschnittlich 46,7 Monaten [KI: 32,5 —60,9], mit schwacher Expression
von 49,2 Monaten [KI: 39,9 — 58,6], moderater Expression von 52,6 Monaten [KI: 42,1 — 63,2]
und starker Expression von 60,6 Monaten [KI: 48,2 — 73,0]. Dabei konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen im Log-Rank Test festgestellt werden (p=0.466). Das 2-
Jahres -Uberleben bei fehlender COX-2-Expression lag mit 66,7% am niedrigsten und stieg bei
schwacher Expression auf 76,0%, bei moderater Expression auf 83,1% und lag bei starker
Expression mit 90,0% am hochsten. Das 5-Jahres Gesamtiiberleben wurde mit 59,3%, 65,0%,

59,1% und 90,0% beobachtet. [Siehe Abbildung 20].
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4.3.7.6 Podoplanin

Das Gesamtiiberleben der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von Podoplanin hochsignifikant voneinander
(p=0.000). Patienten ohne Podoplanin-Expression verstarben in lediglich 7,7% der Falle und mit
schwacher Expression in 5,6%, wahrend bei maRiger Expression in 43,3% und bei Vorliegen einer
starken Expression sogar in 73,7% der Fille ein Tod beobachtet wurde.

Patienten ohne Podoplanin-Expression zeigten ein Gesamtiberleben von durchschnittlich 54,9
Monaten [KI: 47,3 — 62,6], mit schwacher Expression von 64,1 Monaten [KI: 56,6 — 71,5],
moderater Expression von 55,3 Monaten [KI: 46,6 — 64,1] und starker Expression von 31,3
Monaten [KI: 19,5 — 43,2]. Im Log-Rank Test erwiesen sich diese Unterschiede zwischen den
Gruppen hoch signifikant (p=0.000). Das 2-Jahres-Uberleben lag bei fehlender Podoplanin-
Expression bei 90,9%, bei schwacher Expression bei 93,3%, bei moderater Expression bei 86,2%
und bei starker Expression bei lediglich 47,4%. Das 5-Jahres Gesamtiiberleben betrug 90,9%,
93,3%, 64,8% und 30,7%. [Siehe Abbildung 21].

Uberlebensfunktionen

Podoplanin

e |:| Expression
‘l—‘ nichts
++ —Twenig

08 Mimatig

—I I stark
I nichts-zensiert
+wen|g-zens\en
}— mafig-zensiert
I stark-zensiert

Kum. Uberleben

o 20 40 60 80

Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 19: Gesamtiiberleben getrennt nach Podoplanin-Expression

4.3.7.7 SMR3A

Das Gesamtiiberleben der Patienten zeigte innerhalb der Gruppen nach histopathologischem
Grad der Expression von SMR3A statistisch hoch signifikante Unterschiede zueinander
(p=0.001). Bei Patienten ohne SMR3A-Expression wurde kein Todesfall beobachtet. Bei
schwacher Expression kam es in lediglich 11,1% zum Exitus, wahrend bei maRiger Expression in
40,0% und bei Vorliegen einer starken Expression in 85,7% der Falle ein Tod beobachtet wurde.
Sowohl das 2- und 5-Jahres-Uberleben lagen bei fehlender SMR3A-Expression bei 100%, bei
schwacher Expression bei 88,9%, bei moderater Expression bei 50,0% und bei starker Expression
bei 42,9%. Diese Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich ebenfalls im Log-Rank Test

statistisch signifikant (p=0.026). [Siehe Abbildung 22].
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Abbildung 20: Gesamtiiberleben getrennt nach SMR3A-Expression

4.3.8 Multiple Lineare Regressionsanalyse

Um die prognostische Aussagekraft pathologischer Faktoren in Bezug auf den klinischen
Endpunkt Gesamtiberleben zu untersuchen, wurde ein Cox-Regressions-Modell als Multiple
Lineare Regressionsanalyse berechnet. Es wurden die kategorialen Prognoseparameter

inkludiert, die sich in der univariaten Untersuchung als signifikant herausgestellt haben.

Diese Parameter sind: T-Stadium, N-Stadium und Extrakapsuldre Extension, UICC-Stadium,

Lymphangiosis, Moesin-, Podoplanin- und SMR3A-Expressionsgrad.
Als einziger unabhangiger signifikanter prognostischer Parameter zeigte sich in der Multiplen
Linearen Regression SMR3A (p=0.002). Fiir Moesin (p=0.074) wurde das Signifikanzniveau knapp

verfehlt. Ergebnisse der Multiplen Linearen Regressionsanalyse zeigt Tabelle 10.

Einflussvariable 95.0% Konfidenzintervall
Signifikanz Untergrenze Obergrenze
T-Stadium 0.124 -0.090 0.685
UICC-Stadium 0.163 -0.799 0.145
Lymphangiosis 0.291 -0.171 0.541
Extrakapsulare 0.363 -0.128 0.333
Extension
Moesin 0.074 -0.018 0.363
Podoplanin 0.181 -0.058 0.286
SMR3A 0.002 0.087 0.319

Tabelle 10: Multiple Lineare Regressionsanalyse fiir den Endpunkt Gesamtiiberleben

Bei Ausschluss der Variable SMR3A aufgrund geringer Anzahl an Untersuchungswerten, nahmen
die prognostischen Einflussvariablen fiir Podoplanin (p=0.004) und Moesin (p=0.024) bezogen

auf die abhangige Variable , Tod” signifikante Werte in der Multiplen Linearen Regression an.
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4.4 Erkrankungsfreies Uberleben

Patienten, die im Rahmen dieser Auswertung analysiert wurden, zeigten im Chi-Square Test
hinsichtlich des krankheitsfreien Uberlebens keine Assoziation beziiglich HPV-Status (p=0.832),
Lymphangiosis (p=0.234), Resektionsstatus (p=0.343) und der Einleitung einer adjuvanten
Therapie (p=0.598). Ein geschlechtsspezifischer Unterschied (p=0.086) und Korrelationen zu
steigenden T-Stadien (p=0.076) wurden statistisch knapp verfehlt. Allerdings zeigte sich eine
Assoziation zum Nodalstadium (p=0.016), extranodaler Extension (p=0.038), UICC-Stadium
(p=0.007) und tumorassoziiertem Tod (p<0.001).

Histopathologisches Vorliegen einer Moesin- (p=0.016) und Podoplanin-Expression (p=0.007)
korrelierten signifikant invers mit erkrankungsfreiem Leben, wahrend fiir SMR3A (p=0.102) eine

Assoziation im Chi-Square Test knapp verfehlt wurde.

44.1 Geschlecht

Die ménnlichen Patienten zeigten ein durchschnittliches erkrankungsfreies Uberleben von 53,3
Monaten [KI: 44,8 — 61,9], wahrend Frauen mit durchschnittlich 36,0 Monaten [KI: 26,3 — 45,8]
kiirzer ohne Krankheitsprogress lebten. Das weibliche Geschlecht ist prognostisch ungiinstiger
und zeigte in 55,2% der Félle einen Progress gegeniber lediglich 35,3% bei Mdnnern (p=0.068).
Manner zeigten ein 2-Jahres krankheitsfreies Uberleben von 73,6%, wahrend es bei Frauen nur
58,0% betrug. Fiir das 5-Jahresintervall ergab das krankheitsfreie Uberleben 61,4% und 31,7%.
Die Unterschiede waren im Log-Rank Test statistisch signifikant (p=0.025). [Siehe Abbildung 23].
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4.4.2 Alter

In Bezug auf das erkrankungsfreie Uberleben zeigten jiingere Patienten ein lingeres
durchschnittliches Uberleben von 55,5 Monaten [KI: 46,2 — 64,9] gegeniiber 39,7 Monaten [KI:
30,3 — 49,1] bei alteren Patienten. Das Auftreten eines Krankheitsprogresses wurde mit 34,2%
im jlingeren Median seltener beobachtet als mit 61,8% im alteren Kollektiv (p=0.179).

Jingere Patienten hatten insgesamt ein 2-Jahres krankheitsfreies Uberleben von 77,3%,
wahrend es bei alteren Patienten mit lediglich 58,1% festgestellt wurde. Nach 5 Jahren lag dieser
Unterschied bei 59,5% zu 41,7%. Im Log-Rank Test zeigten sich diese Ergebnisse zwischen den

Altersgruppen statistisch knapp nicht signifikant zueinander (p=0.068). [Siehe Abbildung 24].
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Abbildung 22: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Alter

4.4.3 Alkohol, Rauchen und HPV

4.4.3.1 Alkohol

Patienten, die keine Alkoholanamnese berichteten, zeigten mit 33,3% gegentiber 47,2% seltener
einen Progress als Patienten mit positiver Alkoholanamnese (p=0.173). Ohne Alkoholanamnese
wurde ein durchschnittliches erkrankungsfreies Uberleben von 55,0 Monaten [KI: 45,3 — 64,7]
erreicht und war damit langer als bei Patienten mit positiver Alkoholanamnese mit 43,5
Monaten [KI: 34,5 — 52,4]. Die 2-Jahres erkrankungsfreie Uberlebensrate bei unauffilliger
Alkoholanamnese war mit 83,5% hoher gegeniber 59,9% mit positiver Alkoholanamnese und
wurde mit 61,3% bzw. 45,3% fiir 5 Jahre ermittelt. Der Log-Rank Test erreichte hierbei keine
Signifikanz im Gruppenvergleich (p=0.104). [Siehe Abbildung 25].
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Abbildung 23: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Alkoholkonsum

Das krankheitsfreie Gesamtiiberleben bei Rauchern lag durchschnittlich bei 49,9 Monaten [KI:

42,9 — 57,0] und bei Nicht-Rauchern bei nur 35,4 Monaten [KI: 19,8 — 50,9] (p=0.105).

Nichtraucher erlitten mit 58,8% haufiger einen Erkrankungsprogress als 38,1% der Patienten mit

positiver Raucheranamnese.

Raucher zeigten mit 77,1% eine héhere 2-Jahres krankheitsfreie Uberlebensrate gegeniiber

Nichtrauchern mit 41,3%. Dieser Trend wurde auch fiir das 5-Jahres krankheitsfreie Uberleben

mit 55,6% gegeniiber 34,4% festgestellt. Ein statistisch signifikanter Uberlebensunterschied

wurde im Log-Rank Test allerdings knapp verfehlt (p=0.067). [Siehe Abbildung 26].
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Abbildung 24: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Raucherstatus
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4.43.3 HPV

Patienten mit HPV-negativem Tumorstatus hatten eine durchschnittlich kirzere
erkrankungsfreie Uberlebenszeit von 44,5 Monaten [KI: 34,3 — 54,7] gegeniiber Patienten mit
HPV-positivem Status und einer durchschnittlichen krankheitsfreien Uberlebenszeit von 50,4
Monaten [KI: 38,5 — 62,3]. Das Auftreten eines Krankheitsprogresses unterschied sich mit
absolut 41,2% bei den HPV-negativen Patienten im Vergleich zu 44,0% bei HPV-positiven
Patienten statisch nicht voneinander (p=0.519). Jedoch wurde eine 2-Jahres krankheitsfreie
Uberlebensrate mit 61,2% bei HPV-negativen gegeniiber 75,4% bei HPV-positiven Tumoren und
eine 5-Jahres krankheitsfreie Uberlebensrate mit 49,4% zu 55,7% festgestellt. Die Ergebnisse
zeigten sich im Log-Rank Test jedoch statistisch nicht signifikant (p=0.519). [Siehe Abbildung 271].
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Abbildung 25: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach HPV-Status

4.4.4 Histologischer Grad der Differenzierung, TNM-Status und UICC-Stadien

4.4.4.1 Histologischer Grad der Differenzierung

Der Grad der Differenzierung unterschied sich im Kollektiv in Bezug auf das erkrankungsfreie
Intervall nicht (p=0.918). Patienten mit gut differenzierten Karzinomen wiesen ein mittleres
erkrankungsfreies Uberleben von 57,0 Monaten [KI: 30,6 — 83,4], Patienten mit méRig
differenzierten Karzinomen von durchschnittlich 47,2 Monaten [KI: 39,1 - 55,3] und Patienten
mit schlecht differenzierten Karzinomen von 43,9 Monaten [KI: 28,6 — 59,1] auf. Patienten mit
gut differenzierten Karzinomen erlitten in 40,0% der Falle innerhalb des Beobachtungszeitraums
einen Erkrankungsprogress, wahrend 43,5% der Patienten mit maRig differenzierten und 38,5%
der Patienten mit schlecht differenzierten Karzinomen eine Erkrankungsdynamik aufwiesen. Im
Log-Rank Test zeigte sich diesbezliglich kein Unterschied zwischen den Gruppen (p=0.941). Das
2- und 5-Jahre Erkrankungsfreie Uberleben gruppiert nach Grading belief sich auf 75,0%, 63,9%
und 63,5%, bzw. 75,0%, 48,3% und 52,9%. [Siehe Abbildung 28].
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Abbildung 26: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Grad der Differenzierung
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Die krankheitsfreie Lebenszeit der Patienten in T1/T2-Stadien war mit 50,2 Monaten [KI: 41,4 —

59,1] langer als in den hohergradigen 73/T4-Stadien mit lediglich 42,1 Monaten [KI: 31,5 -52,8].

Patienten mit niedrigen T-Stadien entwickelten in 36,5% der Falle einen Erkrankungsprogress,

wahrend mit 53,6% Uber die Halfte der Patienten der hohergradigen T-Stadien einen Progress

zeigten (p=0.109). Das 2-Jahre erkrankungsfreie Uberleben in der Gruppe mit niedrigen T-

Stadien lag bei 75,6%, wahrend es bei den hoheren T-Stadien bei 58,9% lag und fiir 5 Jahre mit

55,1% und 43,9% beobachtet wurde (p=0.298). [Siehe Abbildung 29].
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4.4.4.3 Nodalstatus

Bei Untersuchungen der Infiltration des Tumors in lokoregionare Lymphknoten zeigte sich ein
Unterschied zwischen nodal negativen und nodal positiven Patienten in Bezug auf das
erkrankungsfreie Uberleben. Die krankheitsfreie Lebenszeit der Patienten mit negativer
Lymphknotenbeteiligung lag durchschnittlich bei 47,4 Monaten [KI: 38,8 — 55,0] und war bei
positivem Lymphknotenstatus mit 43,0 Monaten [KI: 31,9 —54,0] kiirzer. Hier unterschieden sich
in der Subanalyse die Zeitradume mit pN1-Status mit 47,2 Monaten [25,3 — 69,2] zum pN2-Status
mit 39,9 Monaten [KI: 27,4 — 52,3] nur geringfligig voneinander (p=0.386). Das 2-lahres
erkrankungsfreie Leben lag fiir N- bei 68,5%, wahrend es fiir N+ lediglich bei 59,0% lag. Fir 5-
Jahre wurden 58,1% und 43,4% festgestellt, ohne im Log-Rank Test ein signifikantes Niveau zu

erreichen (p=0.199 fir N- vs. N+; p=0.160 fir pNO vs. pN1 vs. pN2]. [Siehe Abbildung 30].
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Abbildung 28: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach N-Stadium Gruppe

4.4.4.4 UICC-Stadium

Das krankheitsfreie Uberleben unterschied sich statistisch signifikant (p=0.027) in Bezug auf die
UICC-Stadieneinteilung I/Il gegenuber Ili/IV. Die Entwicklung einer Erkrankungsdynamik wurde
mit nur 29,7% in UICC-Stadien //Il seltener gegentliber 53,5% in Stadien //l/IV beobachtet. In der
Subanalyse aller UICC-Stadien zeigen Patienten im Stadium /Va eine Progredienz in 50,0% und
im Stadium /Vb sogar in 87,5% der Falle (p=0.037). Patienten der niedrigen UICC-Stadien /Il
zeigten eine 2-Jahres krankheitsfreie Uberlebensrate von 69,1% gegeniiber Patienten der
Stadien //I/IV mit 61,1%. Diese Ergebnisse betrugen fir 5 Jahre 56,7% bzw. 46,5% (p=0.309) und
zeigten sich in der Subanalyse Uber alle UICC-Stadien hochsignifikant im Log-Rank Test
(p=0.008). [Siehe Abbildung 31].
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Abbildung 29: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach UICC-Stadium Gruppe (links) und UICC-Stadium (rechts)

4.4.4.5 Extranodale Extension

Patienten mit negativem Nodalstatus hatten eine durchschnittliche erkrankungsfreie Lebenszeit
von 47,4 Monaten [KI: 39,8 — 55,0]. Demgegeniiber zeigten Patienten mit positivem Nodalstatus
und fehlender extrakapsularer Ausdehnung (N+/ece-) ein durchschnittliches erkrankungsfreies
Uberleben von nur 40,2 Monaten [KI: 25,8 — 54,6] und Patienten mit positivem Nodalstatus und
extrakapsuldrer Tumorausdehnung (N+/ece+) von 45,5 Monaten [KI: 28,9 - 62,0] ein kirzeres
krankheitsfreies Intervall im Log-Rank-Test (p=0.326).

Ohne Lymphknotenbefall erlitten 32,7% der Patienten ein Fortschreiten der Erkrankung.
Innerhalb der Patientengruppe mit positivem Lymphknotenstatus zeigten Patienten mit
extrakapsularem Wachstum mit 53,8% seltener einen Progress als Patienten ohne
extrakapsuldres Wachstum mit 61,1%. Dieser Unterschied zwischen N+/ece+ und N+/ece-
Tumorstatus zeigte sich jedoch nicht signifikant (p=0.484). Uber alle drei Gruppen hinweg zeigte
sich dieser Unterschied statistisch knapp nicht signifikant (p=0.076). Das 2-Jahres krankheitsfreie
Uberleben war bei Patienten ohne Lymphknotenbefall mit 73,8% hoher als im Status N+/ece-
mit 59,1% und N+/ece+ mit 58,7% und belief sich fuir 5 Jahre auf 58,1%, 38,3% und 50,3%.
[Siehe Abbildung 32].
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Abbildung 30: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Nodalstatus und Extranodalextension

4.4.4.6 Lymphangiosis

Bei histopathologischem Vorliegen einer Lymphangiosis zeigten Patienten ein
durchschnittliches krankheitsfreies Uberleben von 42,0 Monaten [KI: 23,1 — 60,8] gegeniiber
Patienten ohne Lymphangiosis mit durchschnittlich 49,5 Monaten [KI: 41,8 — 57,2]. Patienten
mit L1-Status entwickelten im Nachbeobachtungszeitraum in 58,3% der Falle eine
Erkrankungsdynamik, wahrend dies bei lediglich 39,7% der Patienten mit LO-Status beobachtet
wurde (p=0.187). Diese Auswertung war im Log-Rank Test nicht signifikant (p=0.313). Hierbei
zeigte sich eine 2-Jahres Krankheitsfreie Uberlebensrate von 70,0% im Stadium LO gegeniiber

55,6% im Stadium L1, bzw. 53,2% und 41,7% Uber 5-Jahre. [Siehe Abbildung 33].
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Abbildung 31: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Lymphangiosisstatus

60



4.4.4.7 Resektionsrand

Obwohl Patienten mit vollstandiger Resektion lediglich in 40,0% und Patienten mit
unvollstdandiger Resektion in 53,3% einen Krankheitsprogress zeigten, konnte statistisch kein
signifikanter Unterschied bezliglich der erkrankungsfreien Zeit beobachtet werden (p=0.256).
Patienten mit vollstandiger Resektion hatten durchschnittlich ein 50,4-monatiges [KI: 42,9 —
57,9] erkrankungsfreies Uberleben. Dieser Zeitraum betrug bei Vorliegen einer R1-Resektion
lediglich 34,1 Monate [KI: 18,7 - 49,6].

Eine RO-Resektion zeigte ein verbessertes 2-Jahres krankheitsfreies Uberleben von 70,2%
gegeniber 40,9% bei R1-Status. Dieser Unterschied betrug 53,5% gegeniber 40,9% im 5-Jahres

Intervall, ohne statistisch ein signifikantes Niveau zu erreichen (p=0.105). [Siehe Abbildung 34].
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Abbildung 32: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Resektionsstatus

4.4.5 Adjuvante Therapie

Die durchschnittliche krankheitsfreie Uberlebenszeit der Patienten unterschied sich zwischen
den Gruppen Keine Adjuvanz, Adjuvante Radiotherapie und Adjuvante kombinierte
Radiochemotherapie statistisch nicht voneinander.

Patienten, die keine adjuvante Therapie erhielten, zeigten einen Krankheitsprogress nach
durchschnittlich 47,3 Monaten [KI: 35,7 — 59,0], Patienten mit alleiniger adjuvanter
Radiotherapie nach 45,2 Monaten [KI: 34,2 — 56,0] und Patienten mit adjuvanter kombinierter
Radiochemotherapie nach 46,6 Monaten [KI: 34,8 — 58,3].

Im Log-Rank Test zeigten sich diese Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant
(p=0.997). So lag das 2-Jahre krankheitsfreie Uberleben ohne Adjuvanz bei 64,8%, wihrend es
bei alleiniger Radiotherapie bei 65,2% und kombinierter Radiochemotherapie bei 64,5% lag. Fir
den 5-Jahreszeitraum wurden 49,4%, 48,9% und 52,1% erreicht. [Siehe Abbildung 35].
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Abbildung 33: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Adjuvanzform

4.4.6 Bestrahlungsdosis

In der Untersuchung zeigte sich statistisch kein Unterschied des krankheitsfreien Uberlebens

beziglich der kumulierten radiotherapeutischen Gesamtreferenzdosis.

Patienten der niedrigen Bestrahlungsdosisgruppe von 50,4 bis 59,4 Gy zeigten ein

krankheitsfreies Leben von durchschnittlich 43,9 Monaten [KI: 24,9 — 62,8]. Patienten, die eine

Dosis von 59,4 Gy erhielten, zeigten ein durchschnittliches krankheitsfreies Uberleben von 46,3

Monaten [KI: 35,2 - 57,4] und Patienten der Hochdosisgruppe mehr als 59,4 Gy von 41,4

Monaten [KI: 15,2 — 67,7]. Das 2-Jahre erkrankungsfreie Uberleben der Niedrigdosisgruppe

betrug 71,4%, wahrend es bei Patienten der mittleren Dosisgruppe auf 63,2%, und innerhalb der

Hochdosisgruppe auf 57,1% sank. Fir den 5-Jahreszeitraum zeigten sich 71,4%, 46,2% und

57,1%. Diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p=0.816). [Siehe Abbildung 36].
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4.4.7 Molekularpathologische Untersuchungen

4.4.7.1 EGFR

Obwohl Patienten mit steigendem EGFR-Expressionsgrad ein kirzeres krankheitsfreies
Uberleben aufwiesen, waren die Unterschiede innerhalb der Gruppen statistisch nicht
signifikant (p=0.332) zueinander. Allerdings zeigten nur 7,5% der Patienten ohne EGFR-
Expression einen Progress, wahrend dies bei 42,9%, 56,3% und 46,4% mit steigendem
Expressionsgrad beobachtet wurde. Patienten ohne EGFR-Expression besallen das langste
erkrankungsfreie Uberleben von durchschnittlich 55,7 Monaten [KI: 43,0 — 68,4], mit schwacher
Expression von 49,7 Monaten [KI: 33,8 — 65,6], moderater Expression von 41,5 Monaten [KI:
29,0 — 54,0] und starker Expression von lediglich 41,7 Monaten [KI: 30,0 — 53,4]. Im Log-Rank
Test zeigte sich dieser Unterschied zwischen den Gruppen dennoch nicht signifikant (p=0.454).
Das 2-Jahre krankheitsfreie Uberleben betrug bei fehlender EGFR-Expression 78,2%, bei
schwacher Expression 75,2%, bei moderater Expression 60,6% und bei starker Expression 52,3%.

Fiir 5-Jahre wurden 71,7%, 54,8%, 35,9% und 47,1% beobachtet. [Siehe Abbildung 37].
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Abbildung 35: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach EGFR-Expression

4.4.7.2 VEGF

Das krankheitsfreie Uberleben der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von VEGF2 statistisch nicht voneinander (p=0.172).
Dennoch zeigten Patienten mit starker Expression zu 100% einen Erkrankungsprogress.
Demgegeniiber wurden Erkrankungsprogresse bei fehlender (54,5%), schwacher (38,1%) oder
moderater (37,5%) VEGF-Expression seltener beobachtet. Patienten ohne VEGF-Expression
zeigten ein erkrankungsfreies Uberleben von durchschnittlich 36,7 Monaten [KI: 24,5 — 48,9],

mit schwacher Expression von 50,4 Monaten [KI: 40,4 — 60,5], moderater Expression von 45,8
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Monaten [KI: 34,6 — 56,9] und starker Expression von 34,7 Monaten [KI: 0 — 71,3]. Im Log-Rank
Test zeigten sich diese Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant (p=0.608).

Das 2-Jahre krankheitsfreie Uberleben lag bei fehlender VEGF-Expression bei 57,1% mit
schwacher Expression bei 68,5%, moderater Expression bei 65,7% und starker Expression bei
33,3%. Fir den 5-Jahres Beobachtungszeitraum wurden 19,0%, 57,2%, 55,1% und 33,3%
beobachtet. [Siehe Abbildung 38].
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Abbildung 36: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach VEGF2-Expression

4.4.7.3 Moesin

Das krankheitsfreie Uberleben der Patienten zeigte innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von Moesin statistisch einen signifikanten
Unterschied zueinander (p=0.023). Wahrend kein Patient (0%) ohne Expression von Moesin
einen Krankheitsprogress erlitt, zeigten 33,3% der schwach und 26,1% der Patienten mit
moderater Expression einen Progress. Daneben erlitten 64,0% der Patienten mit starker
Expression ein Fortschreiten der Erkrankung. Das 2-Jahre krankheitsfreie Uberleben bei
Patienten mit fehlender Expression betrug entsprechend 100%, mit schwacher Expression
73,3%, moderater Expression 73,0% und starker Expression 57,8%, bzw. 100%, 58,7%, 62,6%
und 38,5% fiir 5 Jahre. [Siehe Abbildung 39].
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Abbildung 37: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Moesin-Expression

4.4.7.4 PKM2

Das krankheitsfreie Uberleben der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen nach
histopathologischem Grad der Expression von PKM2 statistisch nicht voneinander (p=0.820).
Dennoch zeigten Patienten mit starker Expression einen Progress in 55,6% der Falle, wahrend
die Patienten mit fehlendem (33,3%), schwachem (36,4%) und moderatem (39,4%)
Expressionsgrad seltener einen Krankheitsprogress erlitten. Patienten ohne PKM2-Expression
hatten eine durchschnittliche erkrankungsfreie Lebenszeit von 41,9 Monaten [KI: 25,2 - 58,6],
mit schwacher Expression von 51,5 Monaten [KI: 39,4 — 63,6], moderater Expression von 53,1
Monaten [KI: 43,4 — 62,9] und starker Expression von 30,2 Monaten [KI: 12,1 —48,3].

Im Log-Rank Test zeigten sich diese Gruppenunterschiede nicht signifikant (p=0.255).

Das 2-Jahre krankheitsfreie Uberleben betrug bei fehlender PKM2-Expression 63,5%, bei
schwacher Expression 71,9%, bei moderater Expression 77,2% und bei starker Expression 38,1%.
Fur das 5-Jahre krankheitsfreie Uberleben wurden 63,5%, 56,0%, 55,9% und 38,1% notiert.
[Siehe Abbildung 40].
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Abbildung 38: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach PKM2-Expression

Das krankheitsfreie Uberleben der Patienten unterschied sich innerhalb der Gruppen nach

histopathologischem Grad der Expression von COX-2 statistisch nicht voneinander (p=0.890).

Patienten ohne COX-2-Expression zeigten ein erkrankungsfreies Uberleben von durchschnittlich

47,7 Monaten [KI: 32,6 — 62,7], bei schwacher Expression von 41,0 Monaten [KI: 29,9 — 52,1],

bei moderater Expression von 50,1 Monaten [KI: 38,8 — 61,4] und bei starker Expression von

46,5 Monaten [KI: 27,6 — 65,4].

Im Log-Rank Test erwiesen sich die Ergebnisse zwischen den Gruppen als nicht signifikant

zueinander (p=0.911). Das 2-Jahres krankheitsfreie Uberleben lag bei fehlender COX-2-

Expression bei 65,5%, bei schwacher Expression bei 50,0%, bei moderater Expression bei 74,3%

und bei starker Expression bei 70,0%. Das 5-Jahres krankheitsfreie Uberleben betrug 57,3%,

50,0%, 48,0% und 60,0%. [Siehe Abbildung 41].
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Abbildung 39: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach COX-2-Expression
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4.4.7.6 Podoplanin

Patienten ohne Podoplanin-Expression zeigten in lediglich 23,1% der Falle einen Progress und
stieg mit schwacher Expression auf 33,3%, bei maRiger Expression auf 40,0% und bei Vorliegen
einer starken Expression auf 68,4% an (p=0.054).

Dieser Zusammenhang zwischen Progress und steigender Podoplanin-Expression zeigte sich im
Log-Rank Test hoch signifikant (p=0.027). Patienten ohne Podoplanin-Expression zeigten ein
erkrankungsfreies Uberleben von durchschnittlich 44,3 Monaten [KI: 30,6-57,9], mit schwacher
Expression von 47,2 Monaten [KI: 33,9 — 60,4], mit moderater Expression von 54,1 Monaten [KI:
44,2 — 64,1] und bei starker Expression von 29,5 Monaten [KI: 16,8 - 42.2]. Das 2-Jahres
krankheitsfreie Uberleben lag bei fehlender Podoplanin-Expression bei 63,0%, schwacher
Expression bei 67,2%, moderater Expression bei 75,9% und starker Expression bei 40,8%. Das 5-

Jahres krankheitsfreie Uberleben betrug 63,0%, 60,5%, 55,9% und 27,2%. [Siehe Abbildung 42].
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Abbildung 40: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach Podoplanin-Expression

4.4.7.7 SMR3A

Mit steigendem SMR3A-Expressionsgrad stieg auch die Wahrscheinlichkeit eines
Krankheitsereignisses bei verkiirzten krankheitsfreien Uberlebenszeiten. Patienten ohne
SMR3A-Expression zeigten in lediglich 14,3% der Falle eine Erkrankungsdynamik, wahrend dies
bei schwacher Expression in 33,3%, bei maRiger Expression in 40,0% und bei Vorliegen einer
starken Expression in 57,1% festgestellt wurde (p=0.462).

Das krankheitsfreie Uberleben von Patienten ohne SMR3A betrug durchschnittlich 63,0 Monate
[KI: 38,5 —87,6], mit schwacher Expression 53,1 Monate [KI: 38,3 —67,9], moderater Expression
36,3 Monate [KI: 5,1 — 67,4] und starker Expression lediglich 35,0 Monate [KI: 17,4 - 52.6].
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Das 2-Jahre krankheitsfreie Uberleben wurde bei fehlender SMR3A-Expression mit 80,0%, bei
schwacher Expression mit 76,2% beobachtet. Bei moderater Expression sank das 2-Jahre
krankheitsfreie Uberleben auf 50,0% und reduzierte sich bei starker Expression weiter auf
33,3%. Das 5-Jahre krankheitsfreie Uberleben betrug bei fehlender SMR3A-Expression 80,0%,
bei schwacher Expression 57,1%, moderater Expression 50,0% und starker Expression bei 33,3%.
Dennoch konnte im Log-Rank Test kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen nachgewiesen werden (p=0.586). [Siehe Abbildung 43].
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Abbildung 41: Erkrankungsfreies Uberleben getrennt nach SMR3A-Expression

4.4.8 Multiple Lineare Regressionsanalyse

Vier prognostisch relevante Parameter, die sich in der univariaten Untersuchung des
erkrankungsfreien Uberlebens signifikant zeigten, konnten fiir eine Multiple Lineare
Regressionsanalyse definiert werden.

Die Parameter waren: Geschlecht, UICC-Stadium, Moesin- und Podoplanin-Expressionsgrad.

Als unabhangige prognostische Parameter verfehlten Geschlecht (p=0.079), Moesin (p=0.116)
und Podoplanin (p=0.101) statistisch knapp einen statistischen Einfluss.

Parameter fir die Multivariaten Cox Proportional Hazard Modelle waren Geschlecht (mannlich
vs. weiblich), UICC-Stadium (I/1l vs. IlI/IV). Moesin-Expressionsgrad (negativ/ schwach/ moderat/
stark) und Podoplanin-Expressionsgrad (negativ/ schwach/ moderat/ stark).

Tabelle 11 zeigt eine Ubersicht der Variablen.

Tabelle 11: Multiple Lineare Regressionanalyse fiir den Endpunkt Erkrankungsfreies Uberleben

Einflussvariable 95.0% Konfidenzintervall
Signifikanz Untergrenze Obergrenze
Geschlecht 0.079 -0-026 0.462
UICC-Stadium 0.696 -0.229 0.340
Moesin 0.116 -0.030 0.267
Podoplanin 0.101 -0.023 0.250
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5 Diskussion

5.1 Einfiihrung in die Diskussion

In westlichen Industrienationen ist die Exposition gegenlber Nikotin- und Alkoholkonsum
racklaufig. Gleichzeitig nimmt die Inzidenz von Kopf-Hals-Karzinomen ab [120].

Allerdings steigt die Pravalenz primarer Mundhohlen- und Oropharynxkarzinome insbesondere
bei einer Subpopulation jingerer Patienten [49].

Im Jahr 2018 wurden in Deutschland insgesamt 9.450 Manner und 5.700 Frauen mit bdsartigen
Erkrankungen der Mundhoéhle und des Rachens erstdiagnostiziert [143].

Hierbei weisen Manner mit 40% als haufigste Lokalisation Tumoren des Oropharynx auf, gefolgt
von der Mundhohle und Lippe mit 35%; die Primarlokalisationen bei Frauen befinden sich zu
46% in der Mundhohle und an der Lippe und zu 33% im Oropharynx [143].

In Deutschland berichtet das Robert-Koch-Institut fliir Kopf-Hals-Karzinome im Jahr 2018 ein
medianes Erkrankungsalter von 63 Jahren bei Mannern und von 65 Jahren bei Frauen [55]. In
der vorliegenden Untersuchung ist das mediane Erkrankungsalter mit 60 und 65 Jahren

vergleichbar und resultiert fir die Gesamtkohorte in einem Medianalter von 61,8 Jahren.

5.2 Therapieoptionen bei fortgeschrittenen Stadien

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden Patienten mit lokal begrenzten und lokal
fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle eingeschlossen.

Die Therapieintention war kurativ und bei keinem Patienten gab es klinisch einen Hinweis auf
das Vorliegen einer distanten Metastasierung. Die Patienteneinteilung nach UICC-Stadien zeigte
in 10% ein Stadium lll, in 35% Stadium IVa und in 10% ein Stadium IVb, sodass insgesamt lediglich
45% des Kollektivs den niedrigen Stadien | (28,7%) und 1l (16,3%) zugeordnet werden kdnnen.
Fiir niedrige Tumorstadien sind die Ergebnisse einer alleinigen Radiotherapie und
Radiochemotherapie im Vergleich zur primdren Resektion gleichwertig in Bezug auf die lokale
Kontrolle [103]. Bei fortgeschrittenen Karzinomen zeigen sich peri- und postoperativ haufig
Risikofaktoren, die histopathologisch zu einem Upstaging der initialen klinischen Ergebnisse
fiihren und damit eine adjuvante Behandlung erforderlich machen kdnnen. Das friihzeitige
Erkennen dieser histopathologischen Risikofaktoren im Rahmen des pratherapeutischen
Stagings konnte dabei helfen die Primarbehandlung zu stratifizieren und Kurationsraten

entscheidend zu verbessern.
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Rogders et al. konnten bereits 1993 zeigen, dass nach alleiniger Radiotherapie bei
fortgeschrittenen Mundhohlenkarzinomen die lokale Kontrolle im Vergleich zu Salvage
Behandlungen verringert ist [103]. Die Behandlung fortgeschrittener Tumoren weist durch
multimodale Therapiekonzepte verbesserte Langzeitergebnisse beziglich der lokalen Kontrolle,
des erkrankungsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens auf [103] und gilt als Grundlage
moderner Therapiekonzepte.

In fortgeschrittenen Stadien sollte, sofern es der Allgemeinzustand des Patienten erlaubt, im
primar kurativen Setting, soweit technisch und funktionell méglich, eine operative Versorgung
mit risikoadjustiert adjuvanter Radiotherapie oder Radiochemotherapie erfolgen [13, 96, 149].
Als chirurgische Therapielimitationen gelten insbesondere anatomische Begrenzungen und
Lokalisation des Primartumors, die eine Resektion mit Sicherheitsabstand aufgrund der
funktionellen Grenzen und engen Lagebeziehungen einschranken kénnen [75].

Durch angrenzende Lagebeziehungen zu Risikostrukturen steigt die Gefahr fiir unvollstandige
Resektionen. So berichten Kokemueller et al. insbesondere fiir vermehrte positive Lymphknoten
und Lymphknotenkonglomerate mit Affektion der Arteria carotis oder der Schadelbasis einen
negativen prognostischen Wert [57].

Im vorliegenden Kollektiv zeigen sich herausfordernde topographische Lagebeziehungen zu
anatomisch sensiblen Strukturen bedingt durch die Primarlokalisationen der Tumoren, die in
43,8% im Bereich des Mundbodens, 22,5% der Zunge, 17,5% des Unterkiefers, 10,0% der Wange

und 6,3% des Oberkiefers und harten Gaumens notiert werden.

5.2.1 Histopathologische Risikofaktoren

Als Risikofaktoren mit Notwendigkeit zur individuellen Diskussion einer adjuvanten Therapie
mittels Radiatio oder Radiochemotherapie definiert das National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) das Vorliegen einer extranodalen Extension, R1- / R2-Resektion oder knappe
Resektionsrander, pT3 oder pT4, pN2 oder pN3, Lymphknoten in den zervikalen Abflussleveln IV
oder V, Perineuralscheideninfiltration, GefaRinvasion oder Lymphangiosis [75, 89].

Die deutsche S3-Leitlinie empfiehlt die postoperative simultane Radiochemotherapie bei
Vorliegen einer R1- oder R2-Situation oder extranodaler Extension [8]. Diese Empfehlungen
waren Grundlage der adjuvanten Triagierung des vorliegenden Kollektivs nach Tumorboard-
Diskussion unter Beriicksichtigung patientenindividueller = Faktoren beziliglich der

Systemtherapiefahigkeit und Dosislimitation im Rahmen der radioonkologischen Beurteilung.
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Obwohl im Kollektiv bei 55% der Patienten ein UICC Stadium IIl oder IV vorliegt, konnte die
operative Behandlung in 81,2% der Falle ohne histopathologischen Nachweis von
Tumorresiduen als RO-Resektion erfolgen und als R1-Resektion in 18,8% der Fille.

Weckx et. al berichten, dass durch unvollstdandige Resektion das Auftreten von Friihrezidiven bei
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhdohle signifikant haufiger beobachtet wird
(p=0.001) und mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (p<0.001) [139]. Daneben kdnnen
Frihrezidive bei extranodaler Extension (p<0.001) und hoherem Grading (p=0.003) des
Primartumors gehauft beobachtet werden [139]. Vergleichbar zum vorliegenden Kollektiv sind
Resektionen in Zentren mit hoher chirurgischer Aktivitat erfolgreicher und zeigen bessere
funktionelle Ergebnisse [37]. Lofstrand et al. vermuten, dass dieser Effekt durch Fortschritte der
mikrochirurgischen Anastomosierung von Transplantatgeweben und komplikationsarmeren
mikrovaskuldren Lappen — Operationen hervorgerufen wird [70]. Diese Operationsverfahren
wurden auch im vorliegenden Kollektiv verwendet und erkldaren die gesteigerte Rate an RO
Resektabilitat, die in anderen Institutionen mit 56-84% berichtet wird [131].

Neben der RO und R1 Resektion definiert die NCCN anhand der Distanz zwischen der
Tumorinvasionsfront und der gesunden Mukosa oder tiefen Absetzungsrandern im Formalin-
fixierten Praparat eine clear margin (>5mm Resektionsrand), close margin (1-5mm) und positive
margin (<1mm) [89]. Diese Unterscheidung ist im vorliegenden Kollektiv nicht erfolgt. Es gibt
Hinweise auf divergente Raten an lokalen Rezidiven fiir Patienten mit close margin gegeniber
clear margin Resektionen [131]. Tasche et al. berichten von einer Lokalrezidivrate von 28% bei
positiver und 17% bei close margin Resektion trotz multimodaler adjuvanter Therapien inklusive
Re-Resektion [81, 127].

Im hier vorliegenden Kollektiv zeigt der unvollstandige Resektionsstatus eine Assoziation mit
Lymphknotenmetastasierung (p=0.050) ohne mit extranodaler Extension (p=0.165), héherem
UICC-Stadium (p=0.057) oder HPV-Status (p=0.269) assoziiert zu sein. Das Vorliegen einer R1-
Resektion zeigt eine signifikante Korrelation mit der Entwicklung von Lokalrezidiven (p<0.001)
und héherem Grading (p=0.047). Ein unvollstdndiger Resektionsstatus ist knapp nicht mit der
Einleitung einer adjuvanten Therapie (p=0.081) und hoherer Bestrahlungsdosis (p=0.191),
Podoplanin-Expression (p=0.107) und Tod (p=0.130) assoziiert. Fiir die Expression von SMR3A
zeigt sich in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation mit dem Resektionsstatus (p=0.607).
Dennoch scheint SMR3A trotz operativer Behandlung und adjuvanter Therapie ein moglicher
unabhangiger Risikofaktor flir Therapieversagen zu sein.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen signifikanten Einfluss von T- (p=0.028), N- (p=0.015)
und UICC-Stadium (p=0.014), extranodaler Extension (p=0.041), sowie Lymphangiosis (p=0.004)

auf das Gesamtiberleben von Patienten und unterstiitzen damit die Risikofaktorbetrachtung
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der NCCN unabhangig der im Kollektiv erfolgten Risikoadjustierten adjuvanten Behandlung [89].
Im Stadium 1Va wird eine bessere 5-Jahres-Uberlebensrate von 42,8% gegeniiber Stadium IVb
mit 25% (p=0.003) beobachtet. Diese Auswertungen konnen die Ergebnisse von Kreppel et al.
bestatigen und zeigen fir Hochrisikopatienten die Notwendigkeit zur Detektion und Selektion,
welche Patienten von der Kombination einer adjuvanten Radio- und Radiochemotherapie

profitieren kdnnten [60].

5.2.2 Lymphangiosis und Lymphknotenbefall

Trotz klinisch unauffalliger ipsilateraler Lymphabflusswege zeigt sich perioperativ in 5 bis 11%
der Tumoroperationen kontralateral ein histopathologischer Nachweis okkulter Metastasen
[58]. Berger et al. berichten isilateral von einer Lymphknotenmetastasierung in bis zu 41% der
Falle [12]. Es ist daher relevant vorherzusagen, welche Patienten trotz negativer klinischer
Stagingbefunde ein erhohtes Risiko okkulter LymphgefdBinvasion oder lymphonodularer
Infiltration besitzen, da neben steigendem Grad der Dysplasie und des T-Stadiums insbesondere
die GroRe, sowie Anzahl von Lymphknotenmetastasen und beteiligter Lymphabflusslevel einen
negativen prognostischen Wert besitzen [75]. Die S3-Leitlinie empfiehlt die Kriterien der
histologischen Auswertung in Bezug auf ,die Prognose des Mundhohlenkarzinoms [...] mit
Tumorlokalisation, makroskopischer ~ Tumorgrofle,  Tumorgrading, Lymph- und
BlutgefaRinvasion, perineurale Invasion, lokal infiltrierte Strukturen, Tumorstadium, lokaler
Ausdehnung und Resektionsstatus” [8]. Bei vorliegender LymphgefaRinvasion kann ein erhéhtes
Risiko an Lymphknotenmetastasierungen detektiert werden, sodass eine adjuvante
Radiotherapie die Kurationsrate signifikant erhohen kann [86]. Das Vorliegen einer
LymphgefaRinvasion gilt weiterhin als Risiko flir extranodale Extension, grofle impaktierte
Tumoren und kann das Risiko fiir distante Metastasierung erhdohen sowie die

Uberlebensprognose verringern [65].

Der Lymphangiosisstatus korreliert im vorliegenden Kollektiv signifikant mit der Einleitung einer
adjuvanten Therapie (p=0.023). Diese erfolgt in 91,7% der Falle mit L1-Status. Trotz adjuvanter
Behandlung versterben im Nachbeobachtungszeitraum 75% der Patienten mit L1-Status und
damit signifikant haufiger als die Patienten mit LO-Status, von denen lediglich 29,4% versterben
(p=0.007). Das Vorliegen einer Lymphangiosis ist hochsignifikant mit verringertem 2- und 5-

Jahres-Uberleben assoziiert und betrigt 48,6% und 36,5% gegen 83,9% und 69,9% (p=0.004).
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Die Neck-Dissection erfolgte im vorliegenden Kollektiv bilateral. Die Einleitung einer adjuvanten
Therapie, als Radiotherapie oder Radiochemotherapie ist hochsignifikant mit dem Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen assoziiert (p=0.000). Diese zeigen sich bei 38,7% der Patienten, wobei
sie bei Mannern signifikant haufiger auftreten (p=0.017). Insgesamt erfolgte bei 87,1% der nodal
positiven Patienten eine Nachbehandlung. Demgegeniiber erfolgte lediglich bei 42,9% der nodal
negativen Patienten eine Adjuvanz. Insbesondere bei Vorliegen eines Kapseldurchbruchs, der
bei 41,9% der nodal positiven Tumoren nachweisbar ist, erhielten 92,3% der Patienten eine
adjuvante Behandlung im Vergleich zu nur 53,7% der Patienten ohne Kapseldurchbruch
(p=0.012). Hierbei zeigt sich das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen sowie deren
Unterscheidung nach extrakapsuldarer Extension am starksten mit Podoplanin assoziiert
(p<0.001). Weiterhin zeigt sich hierbei das Vorliegen einer Invasion in das LymphgefaRsystem
(p=0.002), hoher Moesin-Expression (p=0.002), hoherem UICC-Stadium (p<0.001) sowie T-
Stadium (p<0.001) pradiktiv fiir Lymphknotenmetastasierung. HPV-positive Tumoren (p=0.201)
und SMR3A-Expression (p=0.511) zeigen keine Assoziation. Koo et al. berichten, dass Patienten
mit Lymphknotenmetastasen eine signifikant geringere 5-Jahres erkrankungsspezifische
Uberlebensrate von 43% gegen 79% (p<0.05) besitzen [58]. Im vorliegenden Kollektiv zeigt sich
ein vergleichbarer Trend und Lymphknotenmetastasierung korreliert hoch signifikant mit
tumorassoziiertem Tod (p=0.005). Patienten ohne Lymphknotenbeteiligung leben mit
durchschnittlich 56,4 Monaten [KI: 50,6 — 62,3] langer als Patienten mit Lymphknotenbefall mit
43,4 Monaten [KI: 33,0 —53,8]. Trotz erfolgter adjuvanter Therapie zeigt sich bei Nachweis einer
Tumorinfiltration in lokoregiondre Lymphknoten ein statistisch signifikant kilrzeres
Gesamtiiberleben (p=0.015), wobei Patienten mit pN1-Status langer leben als Patienten mit
pN2-Status (p=0.014).

Das 2-Jahres-Uberleben liegt im Stadium pNO bei 90,1%, wihrend es bei positivem
Lymphknotenstatus lediglich 61,3% betragt. Der pN1-Status unterscheidet sich mit 66,7% zum
pN2-Status mit 59,1% Uberlebensrate geringfiigig. Das 5-Jahres-Uberleben wird im pNO Stadium
mit 76,2% gegeniiber 48,5% im Falle eines Stadium pN+ festgestellt. Hier ist das Uberleben im
Stadium pN1 mit 55,6% gegeniiber 45,5% im Stadium pN2 verbessert.

Fir das erkrankungsspezifische Uberleben wird der statistisch signifikante Unterschied im
Vergleich von pNO, pN+/ece+ und pN+/ece- Tumoren knapp verfehlt (p=0.076). Das 5-Jahres
krankheitsfreie Uberleben ist bei Patienten mit negativem Lymphknotenstatus mit 58,1% héher
als bei pN+/ece- Patienten mit 38,3% und pN+/ece+ Status mit 50,3%. Die Durchfiihrung einer
Hochdosis-Adjuvanz bei vorliegender extranodaler Extension kénnte fiir das erkrankungsfreie
Uberleben prognostisch relevant sein und kdnnte negative histopathologische Ergebnisse

moglicherweise ausgleichen.
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5.2.3 Adjuvante Therapie

Die adjuvante Therapie erfolgte risikoadjustiert nach radioonkologischer Indikationsstellung
analog des postoperativen Tumorboardbeschlusses und folgte den Empfehlungen der S3-
Leitlinie unter Beachtung der NCCN Guidelines [8, 89]. Auf eine Adjuvanz konnte bei 38,5% der
Patienten verzichtet werden, wahrend 32,0% mittels alleiniger Radiatio und 29,5% per
kombinierter Radiochemotherapie behandelt wurden.

Die Einleitung der Adjuvanz zeigt sich im vorliegenden Kollektiv hoch signifikant mit dem
Vorliegen von Lymphknotenmetastasen assoziiert (p=0.000). So erhielten 87,1% Patienten mit
Lymphknotenmetastasen doppelt so haufig eine Adjuvanz gegeniiber 42,9% der Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen. Daneben zeigt sich in der Stratifizierung nach extranodaler Extension
ein signifikanter Unterschied mit 92,3% bei Vorliegen und 53,7% ohne Vorliegen von
extrakapsuldarem  Wachstum im Falle positiver Lymphknoten (p=0.012). Auch
LymphgefaRinvasion (p=0.023), fortgeschrittenes UICC-Stadium (p<0.001) und héhergradiges T-
Stadium (p<0.001) korrelieren mit adjuvanter Behandlung. Die adjuvante Therapieeinleitung ist
dabei am starksten assoziiert mit hoher Expression von Podoplanin (p<0.001) und Moesin
(p=0.002). Diese Ergebnisse bestarken die Annahme, dass biomolekulare Faktoren im Rahmen
der Behandlungsplanung bei Mundhéhlenkarzinomen pradiktiv eingesetzt werden kdnnten.
Die Radiotherapiekonturierung erfolgte bilateral entsprechend der Empfehlungen nach Clinical
Target Volume Definition analog Grégoire et al. [45].

Die Radiotherapiedosis ist mit Median 59,4 Gy vergleichbar zu der Dosis der US-amerikanischen
Radiation Therapy Oncology Group (RTOG)-9501, bei der Median 60 Gy GRD appliziert wurden
[26], und der European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC)-22931, mit
Median 66 Gy GRD [14]. Insgesamt wurde in unserer Untersuchung bei 82,5% der Patienten eine
Radiatio im Behandlungskonzept mit 59,4 Gy GRD oder mehr durchgefiihrt. Allerdings muss
einschrankend berlicksichtigt werden, dass die Wahl der Therapiedosis moglicherweise
Einfllisse einer Therapiestratifizierung nach Risikoprofil zeigt. So zeigt sich im vorliegenden
Kollektiv kein Nachweis signifikanter Einflisse der Therapiedosis auf das erkrankungsfreie
Uberleben (p=0.816) und das Gesamtiiberleben (p=0.485). Es kann vermutet werden, dass
durch die Wahl des Radiotherapiedosiskonzeptes initiale Risikofaktoren und die onkologische
Prognose erfolgreich ausgeglichen werden kann. Die postoperative Radiotherapie mit einer GRD
> 60 Gy kann die lokale Tumorkontrolle trotz close margin oder positive margin verbessern
[150]. Eine kumulierte Hochdosis GRD wird im vorliegenden Patientenkollektiv gehauft bei
postoperativem Risikoprofil eingeleitet und ist mit schlechter Prognose assoziiert. Patienten der
Niedrigdosisgruppe <59,4 Gy leben am lidngsten. Diese zeigen ein 5-Jahres-Uberleben von 85,7%

gegenuber 52,9% bei mittlerer Dosis von 59,4Gy und lediglich 35,7% bei hoher Dosis >59,4 Gy.
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Eine adjuvante Behandlung wurde in 61,6% der Falle durchgefiihrt, wovon 64,5% mannliche und
35,7% weibliche Patienten waren. Innerhalb der Geschlechtergruppen erhielten 60,8% der
mannlichen Patienten und 58,6% der weiblichen Patienten eine adjuvante Therapie (p=1.000).
Das Geschlecht zeigt keinen prognostischen Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Allerdings zeigt
sich ein signifikanter Unterschied auf das erkrankungsfreie Intervall zugunsten des mannlichen
Geschlechtes (p=0.025). Patienten des jiingeren Altermedians unter 61,8 Jahren erhielten
signifikant haufiger eine adjuvante Therapie (p=0.042). Daneben zeigen jiingere Patienten einen
Trend zu ldngerem Uberleben (p=0.082) und erkrankungsfreiem Intervall (p=0.068). Eine
mogliche Begriindung koénnte darin liegen, dass jlngere Patienten haufiger eine
Maximaltherapie und Dosiseskalation trotz erwartbarer therapiebedingter Toxizitat bei einer
vermuteten besseren Toleranz der Nebenwirkungen erhalten.

So berichten auch Cooper et al. und Sinha et al. 2017 in einem Update der RTOG-9501 und
EORTC-22931, dass insbesondere Patienten mit gutem klinischen Allgemeinzustand und
postoperativem Vorliegen von Hochrisikofaktoren von einer kombinierten Radiochemotherapie
profitieren wirden. Einschrankend wird allerdings kommentiert, dass in den vorbenannten
Studien keine Sub-Analyse nach HPV-Status vorgenommen wurde und von den Autoren
diskutiert wird, dass diese Subgruppe eventuell nicht von der Addition einer Chemotherapie
profitieren kdnnte [25, 26, 118].

In der EORTC-22931 und der RTOG-9501 konnte der Einfluss einer adjuvanten Therapie bei lokal
fortgeschrittenen Kopf-Hals Plattenepithelkarzinomen unterschieden nach alleiniger Radiatio
versus kombinierter simultaner Radiochemotherapie untersucht werden [13, 14, 26]. Die 10-
Jahres-Auswertung der RTOG-9501 zeigt durch die Hinzunahme von Cisplatin bei R1-Resektion
und extranodaler Extension signifikant seltener lokales Therapieversagen von 33,1% gegen
21,0% (p=0.02) und ein verbessertes erkrankungsfreies Uberleben von 12,3% gegen 18,4%
(p=0.05). Fir das Gesamtiberleben wird fir diese Subgruppe mit 19,6% gegen 27,1% (p=0.07)
statistisch knapp das Signifikanzniveau verfehlt [26].

In der EORTC-22931 zeigt sich nach medianem Follow-Up von 60 Monaten ein signifikant
besseres progressionsfreies Uberleben durch die adjuvante simultane Radiochemotherapie [HR
0,75; KI: 0,56-0,99; p=0.04] und ein 5-Jahres progressionsfreies Uberleben von 47% gegen 36%
bei alleiniger Bestrahlung [14]. Unsere vorliegenden Daten verfehlen diesen Unterschied
beziiglich des erkrankungsfreien Uberlebens (p=0.997) und zeigen ein 5-Jahres
erkrankungsfreies Uberleben von 48,9% versus 52,1%. Das Gesamtiiberleben des
Kombinationsarms zeigt sich in der EORTC-22931 signifikant besser [HR 0,70; KlI: 0,52-0,95;
p=0.02]. Die mediane Zeit bis zum Tod ist mit 32 Monaten gegeniliber 72 Monaten zu Gunsten

des Kombinationsarms mehr als verdoppelt, wobei die 5-Jahres-Uberlebensrate mit 40% bei
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alleiniger Bestrahlung gegenlber 53% in der kombinierten Therapiegruppe angegeben wird
[14]. In der hier vorliegenden Untersuchung betragt die 5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate ohne
Adjuvanz 74,9%, bei alleiniger Bestrahlung 60,3% und liegt in der kombinierten Therapie bei
59,5%. Hierbei zeigt sich das durchschnittliche Uberleben nach alleiniger adjuvanter
Radiotherapie mit 48,2 Monaten [KI: 38,8 — 57,6] und adjuvanter kombinierter Radio-
Chemotherapie mit 48,6 Monaten [KI: 37,1 — 60,0] vergleichbar. Patienten, bei denen aufgrund
fehlender Risikofaktoren auf die Adjuvanz verzichtet werden konnte, leben mit 60,2 Monaten
[KI: 50,6 — 69,8; p=0.417] insgesamt am langsten. Ohne Adjuvanz wird ein Gesamtiiberleben von
49,4%, mit alleiniger Radiotherapie von 48,9% und bei kombinierter Radiochemotherapie von
52,1% erreicht. Im Vergleich der Gruppen Adjuvanz gegenlber keine Adjuvanz zeigt sich somit
statistisch kein Unterschied bezogen auf das Gesamtiiberleben (p=0.107). Es zeigt sich jedoch
ein Trend beziglich postoperativer Radiotherapie als Surrogat fiir das vermehrte Vorliegen von
Hochrisiko Karzinomen, wobei ein signifikantes Niveau moglicherweise aufgrund der geringen
Patientenzahl verpasst wird. Insbesondere muss beachtet werden, dass die vorliegende
Untersuchung im Gegensatz zu den Studien EORTC-222931 und RTOG-9501 keine randomisierte
Studie ist und das Kollektiv bereits Leitlinien-gerecht auf Grundlage des Vorliegens oder Fehlens
von Risikofaktoren individualisiert in die jeweiligen Therapiearme stratifiziert wurde. Somit
liegen bei den Patienten der adjuvanten Gruppen onkologisch unvorteilhaftere und schwerere
Tumorvarianten vor. Es lasst sich in der retrospektiven Auswertung allerdings vermuten, dass
postoperativ detektierbare negative histopathologische Faktoren durch eine adjuvante
Therapieform in Hinblick auf die untersuchten klinischen Endpunkte erfolgreich ausgeglichen
werden kénnen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Durchfiihrung einer adjuvanten Behandlung und die Wahl der
Therapiemodalitdt und Bestrahlungsdosis insgesamt negative tumorspezifische Kriterien
ausgleichen kénnen. Die leitliniengerechte Stratifikation in adjuvante Behandlungsarme nach
Operation fortgeschrittener Mundhohlenkarzinome demonstriert effektiv, dass insbesondere

jungere und fittere Patienten von einer risikoadjustierten Maximaltherapie profitieren.

5.2.3.1 Carboplatin versus Cisplatin bei simultaner Radiochemotherapie

Die simultane Radiochemotherapie erfolgte in unserer Kohorte als monotherapeutische Gabe
von Carboplatin AUC1 an d1-5 und d29-33 der Bestrahlung.

Der Vergleich der Wahl simultaner Chemotherapien mit Carboplatin gegeniiber Cisplatin konnte
durch die Southwest Oncology Group (SWOG) im Rahmen einer randomisierten Behandlung bei

lokal fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumorrezidiven im UICC-Stadium IV bei gleichzeitiger Gabe
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von 5-Fluoro-Uracil (5-FU) an insgesamt 261 Patienten mit einem Kontrollarm mit
monotherapeutischer Gabe von Methotrexat (MTX) untersucht werden [36]. Eine komplette-
und partielle Remission zeigt sich im Cisplatin/5-FU Arm in 32% der Falle und damit haufiger
gegenliber 21% im Carboplatin/5-FU Arm und wird mit lediglich 10% unter MTX-Gabe
beobachtet. Ein Subgruppenvergleich von Carboplatin gegen Cisplatin wurde nicht
durchgefihrt, allerdings ist Cisplatin hochsignifikant (p<0.001) und Carboplatin signifikant
(p=0.05) effektiver als MTX [36].

Andrés et al. zeigen in einem neoadjuvant behandelten Kollektiv einen prognostisch glinstigeren
Verlauf durch Wahl von Cisplatin gegeniiber Carboplatin in Kombination mit 5-FU [5]. Bereits
nach Einschluss von 95 Patienten wurde diese prospektive Studie friihzeitig beendet, da sich ein
signifikant verbessertes Therapieansprechen zu Gunsten der Cisplatin/5-FU Kombination
(p=0.04) zeigte. Das 5-Jahres Gesamtiiberleben wird mit 49% gegen 25% (p=0.03) und die 5-
Jahres erkrankungsfreie Uberlebensrate mit 47% gegen 24% (p=0.02) im Vergleich von
Cisplatin/5-FU gegeniiber Carboplatin/5-FU berichtet [5].

Im vorliegenden Kollektiv erfolgte die Chemotherapie mit Carboplatin, sodass die Wahl des
Chemotherapeutikums moglicherweise einen prognostischen Einfluss auf die Wirksamkeit der
Radiochemotherapie besitzen kdnnte. Daneben konnte eine mogliche Ursache fiir einen
fehlenden statistischen Effekt in der vorliegenden Untersuchung die Applikationsfrequenz von
Carboplatin an d1-5 und d29-33, sowie die tagliche Dosierung per AUC1 beeinflusst sein.

Die Wahl von Carboplatin anstelle von Cisplatin, welches sowohl in RTOG-9501 und EORTC-
22931 als Standardchemotherapeutikum mit 100mg/m? KOF an den Tagen 1, 22 und 43
verwendet wurde, kénnte moglicherweise biologisch nicht dquivalent sein und dadurch einen
Ergebniseinfluss besitzen. So bewertet die deutsche S3-Leitlinie fir simultane
Radiochemotherapieverfahren, dass Cisplatin als medikamentdse Tumortherapie die grofite
Bedeutung zukommt und bei Verwendung von Polychemotherapiekonzepten ohne Cisplatin
signifikant schlechtere Ergebnisse detektiert werden kénnen [8].

Eine systematische Metaanalyse bei Nicht-Nasopharynxkarzinomen von Szturz et al. [125]
untersucht den Vergleich von wéchentlicher Low-Dose Cisplatingabe mit <50mg/m? KOF bei
mehr als sechs einzelnen Gaben gegenliiber einer drei wochentlichen High-Dose Cisplatingabe
mit drei intendierten Gaben von je 100mg/m? KOF und normofraktionierter Bestrahlung. In der
Auswertung von 52 Studien mit 4.209 Patienten zeigt sich fiir die postoperative Behandlung kein
Unterschied im Gesamtiberleben. Auch die Systemtherapiecompliance wird mit 71% [KI: 45 -
88%)] bei wochentlichem und 64% [KI: 59 - 70%] bei drei-wochentlichem Konzept (p=0.574)
angegeben und unterscheidet sich statistisch nicht voneinander. Die Patienten der High-Dose

Gruppe erhielten mit 77% [KI: 47 - 93%)] allerdings haufiger mindestens 200mg/m? KOF Cisplatin
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gegenuber 62% [KI: 42 - 79%] in der Low-Dose Kohorte, ohne ein statistisch signifikantes Niveau
zu erreichen (p=0.374). Auch die Komplettierung der Bestrahlung zeigt mit 93% [KI: 86 - 97%]
bei Low-Dose gegen 90% [KI: 86 - 93%] bei High-Dose keinen signifikanten Unterschied
(p=0.407). Jedoch wird eine hohere Rate von akuten Nebenwirkungen bei Applikation als
wochentliches Low-Dose-Konzept berichtet. Als Therapieassoziierte akute Nebenwirkungen
werden Dysphagie der Grade Il bis IV mit 54% [KI: 35 - 73%] gegeniiber 20% [KI: 12-32%]
(p=0.0026) und Gewichtsverlust mit 21% [KI: 11 - 36%] gegen 3% [KIl: 1-5%) (p < 0.0001)
allerdings haufiger beobachtet [125].

Man kann somit vermuten, dass die postoperativen Behandlungskonzepte in Bezug auf die
Therapieergebnisse vergleichbar sind, jedoch unterschiedliche Nebenwirkungsprofile
aufweisen. Dennoch konkludieren Szturz et al. im Rahmen einer Literaturrecherche die drei-
wochentliche Hochdosis Cisplatingabe simultan zur Radiotherapie als préaferierte
Behandlungsform [124].

Im Gegensatz zu unserer Kohorte, in der eine vollstandige Applikation aller intendierten Gaben
Carboplatin erfolgen konnte, wurden in der High-Dose Cisplatingruppe in nur 64% der Falle alle
drei intendierten Zyklen appliziert.

Noronha et al. untersuchen in einer monozentrischen Phase Il Studie zwischen 2013 und 2017
an 300 Patienten mit 1:1 Randomisierung einer kurativ intendierten adjuvanten
Radiochemotherapie mit Cisplatin 30mg/m? KOF wochentlich versus 100mg/m? KOF drei-
wochentlich [92]. Der beabsichtigte Nachweis einer Nicht-Unterlegenheit des wdchentlichen
Konzeptes konnte nicht gezeigt werden und die 2-Jahres Lokale-Kontrollrate lag mit 73,1%
gegen 58,5% (p=0.014) zu Gunsten der drei-wochentlichen Gruppe. Es muss jedoch beachtet
werden, dass sich die Behandlungen beziglich der applizierten kumulativen medianen Dosis mit
210mg/m? KOF gegen 300mg/m? KOF, sowie der medianen Dosisintensitit von 30,7
mg/m2/Woche bzw. 42 mg/m2/Woche deutlich voneinander unterschieden. Allerdings zeigen
sich in der wochentlichen Gruppe geringere hohergradige akute Toxizitaten mit 71,6% gegen
84,6% (p=0.006) ohne den Nachweis vermehrter chronifizierender Nebenwirkungen. Die
mediane progressionsfreie Zeit bei wochentlicher gegeniiber drei-wdchentlicher Gabe wird mit
17,7 Monaten [KI: 0,42 — 35,05] versus 28,6 Monaten [KI: 15,9 — 41,3] berichtet (p=0.21) [92].
Im Vergleich zeigt die in dieser Arbeit vorliegende Datenauswertung eine bessere
durchschnittliche erkrankungsfreie Zeit im Radiochemotherapiekollektiv mit 46,6 Monaten [KI:
34,8 —58,3] und ist damit beinahe doppelt so hoch wie bei Noronha et al. berichtet.

Es lasst sich feststellen, dass negative prognostische Faktoren und Risikokonstellationen, die zur
adjuvanten Triagierung flihren, durch die Wahl der Adjuvanzform und Radiotherapiedosis

moglicherweise ausgeglichen werden kdnnen. Insbesondere jlingere Patienten scheinen
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haufiger eine adjuvante Maximaltherapie erhalten zu haben und kénnten moglicherweise von
einer gesteigerten Therapiecompliance durch vollstandig applizierte intendierte
Chemotherapiezyklen profitieren haben. Mdéglicherweise kdnnte die Therapieeffektivitat in der
vorliegenden Arbeit durch die Wahl der Chemotherapie mit Carboplatin und der

Applikationszyklen entgegen moderner etablierter Radiochemotherapieverfahren variieren.

5.3 Humane Papillomaviren, Rauchen und Alkohol

In der Onkogenese von Kopf-Hals-Karzinomen wird humanen Papillomaviren eine kausale Rolle
zugeteilt [1] und Patienten mit HPV-positiven Tumoren zeigen seltener eine Assoziation zu
Alkohol- und Nikotinabusus [90].

Insbesondere im p53 und pRb Stoffwechsel HPV-positiver und HPV-negativer Kopf-Hals
Karzinome zeigen sich molekularbiologische Unterschiede. Dabei sind HPV-positive Tumoren
durch einen p53 Wildtyp charakterisiert, der durch Bindung an das E6 Virusprotein inaktiviert
wird. Dies fiihrt zu einer Herabregulation von pRb und Hochregulation von p16. HPV-negative
Tumore zeichnen sich dagegen haufig durch p53 Mutationen aus und zeigen eine
Hochregulation von pRb und Abnahme von p16 [109]. Diese Variationen der Genexpression
scheinen unterschiedliche Entitdten und Erkrankungsverlaufe zu verursachen [53].
HPV-positive Schleimhautzellen kénnen molekularpathologisch in 6,9% der US-amerikanischen
Bevodlkerung nachgewiesen werden, ohne einen direkten Krankheitswert zu besitzen. Insgesamt
ist der High-Risk HPV16 Nachweis bei Mdnnern mit 10,1% gegentiber 3,6% bei Frauen dreifach
erhoht [40]. Mannliche Patienten der hier vorliegenden Untersuchung zeigen mit 51,2%
signifikant haufiger HPV-positive Tumoren als weibliche Patienten mit nur 22,2% (p=0.038). Dies
entspricht einem absolut 2,3-fach gehauften Auftreten HPV-positiver Tumore bei Mannern.
Altersgruppen-, Geschlechtsanalysen und ethnische Gruppierungsuntersuchungen zeigen, dass
ein Anstieg an HPV-assoziierten Tumoren insbesondere bei kaukasischen Mannern in der vierten
und funften Dekade zu beobachten ist [24]. Auch in unserem Gesamtkollektiv zeigt sich ein
Alterstrend, der jedoch nicht in einem signifikanten Unterschied zwischen jlingeren und alteren
Patienten resultiert (66,0% vs. 51,4%; p=0.245).

Durch primar praventive HPV-Impfungen konnte der Nachweis oraler HPV-DNA bei 18- bis 33-
jahrigen signifikant von 1,61% auf 0,11% gesenkt werden (p=0.008) [22]. Somit wird vermutet,
dass sich mittels HPV-Impfungen auch die Rate an Kopf-Hals Karzinomen senken lasst [151].

Da High-Risk HPV-assoziierte Oropharynxkarzinome ein signifikant geringeres Rezidiv- und

Zweitkarzinomrisiko mit verlangertem Gesamtiiberleben zeigen [68] ist die Untersuchung von
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HPV auch bei Nicht-Oropharynx Kopf-Hals-Karzinomen intensiver Bestandteil der aktuellen
wissenschaftlichen Forschung.

Die RTOG-0129 untersuchte an 433 Patienten mit Oropharynx-Plattenepithelkarzinom den
prognostischen Effekt HPV-assoziierter Tumore bei einer Behandlung mittels definitiver
Cisplatin-basierender Radiochemotherapie [6]. Eine Analyse des HPV-Status konnte an 75% der
Resektate erfolgen und war in 68% der Falle positiv. Auch in unserem Kollektiv konnte eine
vergleichbare Auswertung des HPV-Status an 73,8% der Prdparate erfolgen. Dieser war
allerdings nur in 42,4% positiv. In der RTOG-0129 zeigen HPV-positive Patienten in der 10 Jahres
Zweitauswertung ein signifikant besseres Gesamtiiberleben mit 71% gegeniiber 30% bei HPV-
negativem Tragerstatus [HR 0,34; KI: 0,22 — 0,52] und ein progressionsfreies Uberleben von 64%
gegen 23% [HR 0,43; KI: 0,29 — 0,64) [91]. Daneben werden sowohl seltener loko-regionares
Versagen mit 20% gegen 52% HR 0,29; KI: 0,17 — 0,48], als auch Fernmetastasierungen
detektiert, wobei diese mit 10% gegeniiber 16 % [HR 0,59; KI: 0,26 — 1,35] berichtet werden [91].
Patienten mit HPV-positiven Oropharynxkarzinomen zeigen nach adjuvanter Radiotherapie
ebenfalls ein verbessertes Behandlungsergebnis [21].

Diese prognostisch giinstigen Ergebnisse fiihrten fiir Oropharynxkarzinome in der 8. Edition zu
einer Veranderung der TNM-Klassifikation und einer Unterteilung in HPV-positive und HPV-
negative Tumoren anhand der p16-Farbung [51, 73]. Fiir Nicht-Oropharynxkarzinome zeigen
sich insgesamt inkonsistentere prognostische Ergebnisse einer HPV-Assoziation [1].

Das dieser Untersuchung zugrunde liegende Kollektiv zeigt moglicherweise aufgrund der
anatomischen Region als Subgruppe der Nicht-Oropharynx-Karzinome divergente Ergebnisse in
Bezug auf das HPV-assoziierte Uberleben, erkrankungsfreie Intervall und Ansprechen auf
adjuvante Therapien.

Prognostisch gilinstige Verldufe fir das Gesamtiiberleben (p=0.748) und erkrankungsfreie
Uberleben (p=0.519) lassen sich fiir das Mundhéhlenkarzinom in der vorliegenden Arbeit nicht
nachweisen, wahrend Tian et al. an 24.740 Patienten mit Nicht-Oropharynx Karzinomen einen
prognostischen Einfluss des High-Risk HPV-Status auf das Gesamtiiberleben zeigen kdnnen
[132]. Fir die Subgruppe der 4.018 fortgeschrittenen Mundhdéhlenkarzinome der American Joint
Committee on Cancer (AJCC) Stadien llI-1V kann in 10,6% der Falle ein HPV Nachweis erfolgen,
womit eine verbesserte Uberlebensprognose [HR 0,78; p=0.03] gezeigt werden kann [132].
Prognostisch glinstigere Ergebnisse einer p16-Assoziation zeigen auch Chung et al. fiir Nicht-
Oropharynxkarzinome. Ihre Auswertungen der RTOG-0129, RTOG-0234 und RTOG-0522 Studien
zeigen fiir p16-positive Tumoren eine HR von 0,63 [KI: 0,42 — 0,95; p=0.03] bzw. 0,56 [KI: 0,35 —

0,89; p=0.01] fiir progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben [23].
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Auch Cordes et al. untersuchen in einer Metaanalyse von 18 Studien mit insgesamt 4.424
Patienten mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen aller anatomischen Regionen den
prognostischen Einfluss von HPV-DNA und p16-Status [27]. Die Tumoren werden durch die
Autoren in vier Gruppen unterteilt und mit 25% HPV'/p16*, 61,2% HPV /pl6-, 7,1%
HPV-/p16* und 6,8% HPV*/P16™berichtet. Das Vorliegen von HPV*/p16*und HPV /p16* Tumoren
ist signifikant mit besserem 5-Jahres Gesamt- und 5-Jahres erkrankungsfreiem Uberleben
assoziiert. Daneben besitzen HPV-/p16™ und HPV*/P16~Tumoren eine schlechtere Prognose. Das
konkomitante Vorliegen von HPV-DNA und p16 zeigt dabei die beste Prognose und lasst
vermuten, dass Untersuchungen der HPV-DNA fiir Mundhohlenkarzinomen ergéanzend zum p16-
Status klinisch relevant sein konnten [27].

In der vorliegenden Untersuchung basiert der HPV-Nachweis alleinig auf einer histochemischen
pl6-Farbung. Die Patienten mit Mundhohlenkarzinom wurden stratifiziert nach pl6* versus
pl6” Tumor und zeigen keinen statistischen Unterschied in Bezug auf das Gesamtiberleben
(p=0.790) und das erkrankungsfreie Uberleben (p=0.519). Eine Untersuchung der HPV-DNA ist
nicht erfolgt. Die Untersuchungen von Cordes et al. [27] zeigen, dass der zusatzliche
Informationsgewinn von HPV-DNA eine prognostische Relevanz haben und méglicherweise zu
Anderungen der Stratifizierung des vorliegenden Kollektivs fiihren kénnte.

Die vorliegende Untersuchung zeigt einen signifikanten Unterschied bezlglich des HPV- und
Raucherstatus (p=0.026) und unterstlitzt die Vermutung einer unabhdngigen viralen
Tumorgenese. Allerdings lasst sich kein signifikanter Unterschied bezlglich des HPV- und
Alkoholstatus nachweisen (p=0.891). Nichtraucher sind in 69,3% der Falle HPV-positiv,
gegeniliber Rauchern mit nur 34,8%. Die RTOG-9501 zeigt, dass Patienten, die zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung aktive Raucher sind, schlechtere Ergebnisse fiir die lokale Kontrolle [HR 0,74;
KI: 0,46 — 1,18], das erkrankungsfreie Intervall [HR 0,88; KI: 0,67 - 1,15] und Gesamtiiberleben
[HR 0,83; KI: 0,63 — 1,10] aufweisen [26]. Rauchen scheint als einzelner Expositionsfaktor
besonders mutagen zu wirken [19]. Lediglich 20-25% aller Kopf-Hals-Tumoren entstehen ohne
Assoziation zum Rauchen [121]. Dieser Anteil ist in unserem vorliegenden Kollektiv mit 21,2%
vergleichbar. Allerdings zeigt sich in der vorliegenden Untersuchung bei isolierter Betrachtung
des Raucherstatus eine gegenteilige Beobachtung. Raucher besitzen gegenliber Nicht-Rauchern
ein signifikant verbessertes 5-Jahres-Uberleben von 73,1% gegen 36,5% (p=0.020).

Im vorliegenden Kollektiv werden jedoch durch gleichzeitigen Nikotin- und Alkoholkonsum
vermehrt multiple nebeneinander vorliegende Risikofaktoren beobachtet und betreffen 78,8%
bzw. 66,3% der Patienten, sodass der Raucherstatus nicht isoliert bewertet werden kann.

In der Pathogenese der malignen Transformation kbnnen mutagene Prozesse durch Alkohol und

Rauchen (ber einen Verlust der p53-Expression induziert werden. Dieser Pathomechanismus
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kann bei kombiniertem Abusus in bis zu 58% beobachtet werden, bei isoliertem Raucherstatus
in 33% und lediglich in 17% bei Abstinenz von Alkohol und Rauchen (p=0.001 [121]).

Durch den Nachweis genetischer Mutationen, die durch das Rauchen hervorgerufen werden,
konnte durch Glllison et al. bei Oropharynxkarzinomen in der RTOG-9003 und RTOG-0129 ein
prognostisch negativer Einfluss auf das Gesamtiiberleben detektiert werden [42]. In der RTOG-
9003 zeigen 39,5% der Patienten und in der RTOG-0129 Studie 68% einen p16-positiven Status.
Nach Korrektur um den HPV-Status ldsst sich eine Risikoerh6hung um 1% pro Packyear in Bezug
auf das progressionsfreie Uberleben und den Tod beobachten [HR 1,01; KI: 1,00 -
1,01; p=0.002]. Dariiber hinaus ist ein aktiver Nikotinabusus prognostisch schlechter und fihrt
zu einer Risikoerh6hung von 2% pro Jahr aktiven Rauchens [HR 1,02; KI: 1,01 — 1,03; p<0.001].
Fortgefiihrter Nikotinabusus fiihrt zu einer Verdoppelung des Risikos unter Radiotherapie zu
versterben [HR 2,19; KI: 1,46 — 3,28] [42]. Bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle kénnte
von einem ahnlichen Zusammenhang ausgegangen werden.

Bagnardi et al. [9] und Vecchia et al. [135] konnten in Metaanalysen zeigen, dass langjahriger
Alkoholabusus ein negativer Prognostikator ist und mit einem 4,1 bis 11,2-fach erhdhten Risiko
zur Entwicklung von Mundhohlenkarzinomen beitragt [9, 135]. Dieses Risiko steigt in
Abhangigkeit der Dosisexposition [9]. Dabei gilt Nikotinabusus als wichtigster isolierter
Risikofaktor und fiihrt zu einer dosisabhangigen Risikoerhéhung von 11,1 bis 12,9. Pfeifen- und
Zigarrenrauchen besitzen sogar ein 20,7-fach erhohtes Risiko. Das Risiko ist bei simultaner
Exposition gegeniliber Noxen dariber hinaus sogar bis zu 5,8-fach erhéht [135]. Das im
vorliegenden Kollektiv beobachtete gleichzeitige Vorliegen mehrerer kanzerogener Noxen ist
suggestiv dafiir, dass Nicht-Oropharynx Plattenepithelkarzinomen trotz HPV-Assoziation

variable Ergebnisse in Bezug auf die Prognose aufweisen kdonnten.

Auch die deutsche S3-Leitlinie berichtet, dass fiir Nicht-Oropharynx-Karzinome in drei RTOG-
Studien und der danischen DAHANCA Auswertung kein prognostischer Vorteil beziiglich des
Gesamtiiberlebens nach HPV-Stratifizierung nachgewiesen werden kann [8]. Dies unterstitzt
die Vermutung, dass ein simultan vorliegender Nikotin- und Alkoholabusus trotz HPV-
Assoziation einen prognostisch negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben und das
erkrankungsfreie Uberleben aufweist. Dies lasst vermuten, dass bei Mundhéhlenkarzinomen
der HPV-Status nicht isoliert betrachtet werden sollte, sondern weitere kanzerogene Faktoren
in der Pathogenese und Prognose entscheidend sind. In diesem Rahmen kdnnen habituelle,

virale, genetische sowie molekulare Ursachen und Umwelteinfliisse pathognomonisch sein.
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5.4 Biomarker

Der Tumor Phanotyp wird in Folge genetischer Verdanderungen und maligner Transformation
Uber eine Vielzahl beteiligter Gene beeinflusst. Moderne Untersuchungsmethoden und
Sequenzierungsverfahren machen es moglich spezifische Informationen in Bezug auf die
Entwicklung von pathologischen Hochrisikofaktoren innerhalb der Tumorgenesemodelle von
Mundhoéhlenkarzinomen zu sammeln. Zunehmend werden Erkenntnisse zur Entstehung einer
Lymphgefallinvasion, Lymphknotenmetastasierung, erkrankungsspezifischer Daten und
Uberlebensprognosen in biochemischen, in-vitro und in-vivo Modellen zusammengetragen.
Moderne Forschungen etablieren Erkenntnisse (iber mature humane Plattenepithelkarzinome,
pra-maligne Strukturen, Einflussfaktoren im Rahmen der Tumorgenese und strukturelle
Verdanderungen innerhalb pratherapeutischer Praparate. Daraus lassen sich Nomogramme
erstellen und Behandlungsergebnisse an multimodal behandelten Kollektiven ableiten.
Wreesmann et al. [146] konnten mittels komparativer Genom Hybridisierung insgesamt 38
unterschiedliche Genvariationen mit signifikantem Einfluss auf das erkrankungsspezifische
Uberleben fiir Kopf-Hals-Tumoren nachweisen. Aus insgesamt 207 untersuchten Aberrationen
konnten finf Chromosomen-Aberrationen signifikant mit der Prognose der Tumorerkrankung
assoziiert werden (p=0.0009 bis p=0.01).

Diese identifizierten Chromosomen kodieren im Rahmen der Translation haufig an der
Pathogenese involvierte Biomarker, Zell-Rezeptoren und nukledre Targets [146].

Die im vorliegenden Kollektiv untersuchten Biomarker PKM2, COX-2, EGFR und VEGF zeigen
keinen Einfluss auf das Gesamtiiberleben oder das erkrankungsfreie Uberleben, sodass im

weiteren Verlauf der Diskussion vermehrt Podoplanin, Moesin und SMR3A betrachtet werden.

5.4.1 Podoplanin

Die Podoplanin-Expression induziert in Tumorvorstadien die Entwicklung von Tumoren.
Wahrend gut-differenzierte Karzinome kein Podoplanin exprimieren, zeigen moderat
differenzierte Karzinome eine Podoplanin-Expression ausschlieflich an der invasiven Front und
undifferenzierte  Plattenepithelkarzinome ebenfalls hinter der Basalzellschicht im
Zellzytoplasma [106].

Bei der Regression dieser Tumoren wird ein Verlust der Podoplanin-Expression festgestellt.
Nude-Mdause, die eine down-regulierte Podoplanin-mRNA besitzen, haben neben einer
signifikant verminderten Tumor-Wachstumsrate eine signifikant erniedrigte Podoplanin-

Expression in den formierten Tumoren [97].
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Bei humanen Mundhdéhlenkarzinomen liegt eine heterogene Podoplanin-Expression vor [99].
Dabei wird Podoplanin vermehrt in den Endothelzellen des lymphatischen Gefasystems
exprimiert [107], ohne in den Endothelzellen der BlutgefaRe exprimiert zu werden [148]. Uber
Zellmotilitatssteigerung und aktive Verdnderung des Aktin Zytoskeletts kann eine
Tumorinvasion geférdert werden [74]. Charakteristisch fir aggressive Verldufe von
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches sind die lokoregiondre Tumorinvasion,
Lymphangiosis und Lymphknotenmetastasierung [90].

Yuan et al. untersuchen die Assoziation der lymphatischen Metastasierung und Podoplanin-
Expression [148]. Sie konnten zeigen, dass Podoplanin bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches vermehrt exprimiert wird und signifikant mit Lymphknotenmetastasierung und
Lymphangiosis korreliert [148]. Untersuchungen eines Patientenkollektivs von 20 Mannern und
Frauen mit Mundhohlenkarzinomen zeigen bei Bartuli et al. einen vergleichbaren Einfluss [11].
Eine gesteigerte Podoplanin-Expression, die bei 45% der Patienten beobachtet wird, zeigt
signifikant haufiger eine Lymphknotenmetastasierung (p<0.001).

Bartuli et al. stellen in ihrer Studie fest, dass Podoplanin nicht in histopathologisch unauffalligen
oralen Epithelzellen exprimiert wird, aber in einigen hyperplastischen und dysplastischen
Lasionen [11]. Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse bestatigen die Beobachtung, dass
Patienten, die hohe Expressionsraten von Podoplanin aufweisen, statistisch haufiger
Lymphknotenmetastasierungen aufzeigen (p<0.001).

Im vorliegenden Kollektiv ist der Nachweis einer Lymphangiosis (p=0.004), einer
Lymphknotenmetastasierung (p=0.015) und einem Extranodalwachstum (p=0.041)
prognostisch negativ in Bezug auf das Gesamtiberleben, wobei Podoplanin hochsignifikant
(p=0.000) mit verkirztem Gesamtuberleben korreliert ist.

De Vicente et al. zeigen in einer retrospektiven Studie an einem Kollektiv von 58 Patienten mit
oraler Leukoplakie eine Korrelation der Podoplanin-Expression in den basalen und suprabasalen
Schichten der Mundhdhlenschleimhaut in Bezug auf die Tumorentwicklung aus dysplastischen
Zellverbanden [136]. Die Expression von Podoplanin korreliert signifikant mit dem Grad der
Dysplasie (p<0.0005) sowie mit dem Risiko der Progression zum oralen Tumor (p<0.0005).
Pramaligne Lasionen mit Podoplanin positiver Expression zeigen insgesamt ein signifikant
erhohtes Risiko flr die Entwicklung oraler Plattenepithelkarzinome [HR 8,74; p=0.007) [136].
Im vorliegenden Kollektiv lasst sich keine Korrelation der Podoplanin-Expression mit dem Grad
der Dysplasie nachweisen. Allerdings zeigen sich hochsignifikante Assoziationen zum
Nodalstadium und der extranodalen Extension (p<0.001), hohem UICC-Stadium (p<0.001),
tumorassoziiertem Tod (p<0.001) und erkrankungsfreiem Uberleben (p=0.007). Podoplanin

kann in der multiplen linearen Regressionsanalyse fiir das Gesamtiberleben (p=0.004)
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insgesamt als signifikanter unabhdngiger molekularpathologischer Faktor nachgewiesen
werden. Die Signifikanz in Bezug auf das erkrankungsfreie Uberleben (p=0.101) wird fiir
Podoplanin knapp verfehilt.

Kreppel et al. untersuchen Podoplanin bei Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen
beziiglich der prognostischen Vorhersagefdhigkeit pratherapeutischer Biopsate auf das
therapeutische Ansprechen neoadjuvanter Radiochemotherapie [63]. Eine Kohorte von 63
Patienten weist dabei signifikante Assoziationen der Podoplanin-Expression mit dem ypN-Status
(p=0.004) und dem ypUICC-Status (p<0.001) auf. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieSen, mit
Podoplanin einen moglichen Pradiktor fir den Behandlungserfolg bei oralen
Plattenepithelkarzinompatienten und neoadjuvanter, Platin-basierender Radiochemotherapie
gefunden zu haben.

Die vorliegende Arbeit zeigt einen signifikant inversen Einfluss der Podoplanin-Expression
beziiglich des Gesamt- und erkrankungsfreien Uberlebens. Hohe Expressionen scheinen
insgesamt mit aggressiveren histopathologischen Tumorvarianten zu korrelieren und einen
negativen Einfluss auf die untersuchten klinischen Endpunkte zu besitzen. So weisen Patienten
ohne Podoplanin-Expression ein 2-Jahres-Uberleben von 90,0%, bei schwacher Expression von
93,3%, bei moderater Expression von 86,2% und bei starker Expression von 47,4% auf. Das 5-
Jahres Gesamtiberleben wird mit 90,9%, 93,3%, 64,8% und 30,7% beobachtet (p=0.000).
Patienten ohne Podoplanin-Expression versterben innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes
in lediglich 7,7% der Falle, mit schwacher Expression in 5,6%, wahrend bei maRiger Expression
in 43,3% und bei starker Expression in 73,7% der Félle ein Tod beobachtet wird. Patienten ohne
Podoplanin-Expression zeigen in lediglich 23,1% der Falle einen Progress, wahrend bei Vorliegen
einer starken Expression in 68,4% ein Progress beobachtet wird (p=0.027). Das 2-Jahres
krankheitsfreie Uberleben liegt bei fehlender Podoplanin-Expression bei 63,0%, bei schwacher
Expression bei 67,2%, bei moderater Expression bei 75,9% und bei starker Expression bei nur
40,8%. Das 5-Jahres krankheitsfreie Uberleben betréagt 63,0%, 60,5%, 55,9% und 27,2%. Kreppel
et al. konnten am vorliegenden Kollektiv bereits vorab veréffentlichen, dass auch das 5-Jahres
erkrankungsspezifische Uberleben hochsignifikant (p<0.001) mit steigendem Grad der
Expression korreliert und ohne Expression 100% betragt, bei schwacher 93,3%, moderater
69,7% und bei hoher Expression nur 37,2% betragt [63].

Unsere Auswertungen kdonnen Ergebnisse aus Zellkulturen und Tierexperimenten erganzen und
unterstitzen die Annahme einer Schliisselfunktion von Podoplanin in der Tumorgenese von
Mundhohlenkarzinomen. Der vermehrte Nachweis einer Lymphknoteninvasion und deren
prognostisch negativen Einfluss auf Therapieansprechen ldsst einen Zusammenhang mit einer

gesteigerten Expression von Podoplanin vermuten.
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Obwohl hohe Podoplaninlevel hoch signifikant mit adjuvanter Therapie korrelieren, eignet sich
Podoplanin im vorliegenden Kollektiv als unabhangiger prognostischer Marker zur
Prognosestratifikation des untersuchten klinischen Endpunktes Gesamtiiberleben und
beeinflusst signifikant das erkrankungsfreie Uberleben.

Somit unterstiitzt die vorliegende Arbeit die Annahme, dass eine vermehrte Expression von
Podoplanin an der Entwicklung aggressiver Tumorvarianten trotz multimodaler Behandlungen
beteiligt sein konnte. Es scheint als Pradiktor fir Lymphknotenmetastasierung und
Extranodalausdehnung auch bei klinisch unauffilligen Patienten geeignet zu sein. Somit
unterstitzen diese Ergebnisse die Vermutungen [63, 108, 148], dass Podoplanin als
unabhangiger prognostisch relevanter Biomarker zur biomolekularen Klassifikation oraler

Tumore dienen konnte.

5.4.2 Moesin

Bei Mundhohlenkarzinomen konnte eine vermehrte Moesin-Expression mit einer gesteigerten
Zellmotilitat in Verbindung gebracht werden. Es scheint eine Funktion im Rahmen der Invasion
und Metastasierung zu erfiillen [66]. Dabei beinhaltet die N-terminale Halfte die FERM bzw. 4.1-
ERM Domaéne und kann an der Zelloberflache das Glykoseprotein CD44 sowie mit interzellularen
Adhdsionsmolekilen binden, wahrend es mit der C-terminalen Halfte mit Aktin Filamenten
interagiert [119]. Es kann somit das Aktin Zytoskelett an die Plasmamembran binden und ist im
Rahmen der Feldkanzerogenese beteiligt, wodurch aggressive Erkrankungsverldufe vermutet
werden [20].

Bei Inaktivierung von Moesin zeigt sich eine Uber E-Cadherin und p120-Catenin-Interaktion
vermittelte Zell-Zell-Adh&sion und reduzierte Invasion, wodurch eine reduzierte membranére
und erhohte zytoplasmatische Aktivitdat beobachtet werden kann. Moesin-Inaktivierung, wie sie
auch Gber RNAi oder TIMP2 erfolgen kann, fiihrt zu einer Herabregulierung der MT1-MMP-
Expression, einer Reduktion der Zell-Motilitdt und der Ausbildung von Filipodien [66], weshalb
Moesin strukturell als interessantes Diagnostik- und Therapie-Target vermutet werden kann.
Im vorliegenden Kollektiv kann Moesin als prognostisch relevanter Biomarker identifiziert
werden. Bei Exklusion der Variable SMR3A, aufgrund der geringen Anzahl an
Untersuchungsproben, zeigt sich fiir Moesin in der multiplen linearen Regressionsanalyse neben
Podoplanin (p=0.004) ein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben (p=0.024). Dieser
Trend beider Marker kénnte biochemisch darin begriindet sein, dass Podoplanin seine
Zellinvasion nicht lGber Aktin, sondern Uber die Proteine Ezrin, Radixin und Moesin direkt

beeinflusst [76].
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Auch unter Einschluss von SMR3A zeigt sich flir Moesin zumindest ein Trend in der multiplen
linearen Regressionsanalyse. Allerdings kann kein signifikanter Unterschied fiir das
Gesamtiiberleben (p=0.074) und das erkrankungsfreie Uberleben (p=0.116) notiert werden. Die
Moesin-Expression ist im Log-Rank Test hochsignifikant mit Gesamtiberleben (p=0.031) und
erkrankungsfreiem Uberleben assoziiert (p=0.023) und fiihrt bei hoher Expression zu einem
reduzierten 5-Jahres-Uberleben von 30,8% gegen 100% bei fehlender Expression. Dieser
prognostisch negative Einfluss wird auch in der Betrachtung des 5-Jahres krankheitsfreien
Uberlebens bei starker Moesin-Expression mit 38,5% gegeniiber 100% bei fehlender Moesin-
Expression bestatigt. Barros et al. konnen fir die Expression von Moesin ebenfalls einen
signifikanten Einfluss auf das Gesamtiberleben zeigen (p=0.025) und berichten eine 5-Jahres
Gesamtiberlebensrate von 22,7% bei starker gegeniiber 38,5% bei schwacher Expression [10].
Moesin stellt in der vorliegenden Untersuchung einen isolierten prognostisch relevanten

Biomarker bei Kopf-Hals-Tumoren dar.

5.4.3 SMR3A

Die vorliegende Arbeit ist die erste wissenschaftliche Arbeit, die eine Expression von SMR3A bei
Mundhdhlenkarzinomen untersucht.

Im Gegensatz zu Podoplanin, fiir das wesentliche prognostische Informationen vorliegen, sind
die wissenschaftlichen Informationen fir SMR3A unvollsténdig. Bislang konnte SMR3A bei
Oropharynxkarzinomen mit verminderter klinischer Prognose und reduziertem
Gesamtiiberleben nachgewiesen werden [56].

SMR3A und Podoplanin verpassen im vorliegenden Kollektiv knapp eine statistisch signifikante
Korrelation (p=0.062). Hierbei kdnnte die geringe Anzahl von 28 Proben, an denen eine SMR3A-
Expression untersucht wurde, entscheidenden Einfluss besitzen.

Innerhalb der SMR3A Untersuchungskohorte erfolgte in 71,4% der Fille eine adjuvante
Therapie. Es zeigt sich hierbei keine Assoziation von SMR3A-Expression und den klassischen
histopathologischen Kriterien T-Stadium (p=0.379), UICC-Stadium (p=0.379), Lymphangiosis
(p=0.507), sowie Nodalstatus-und-Extranodale-Extension (p=0.511).

Wahrend Koffler et al. bei Oropharynxkarzinomen in 36% der Falle eine hohe SMR3A-Expression
nachweisen [56], betragt diese im vorliegenden Kollektiv lediglich 25%. Obwohl der GroRteil der
Praparate mit 25% SMR3A-negativ oder mit 32,1% schwach positiv ist, zeigt sich ein
hochsignifikanter Unterschied der Expressionsgruppen beziglich des Gesamtliberlebens
(p=0.001). Auch Tod (p<0.001) und tumorassoziierter Tod (p=0.005) zeigen eine quantitative

Assoziation zu der SMR3A-Expression.
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In der Studie von Thierauf et al. werden bei Adenoidzystischen Karzinomen eines Kollektivs aus
86 Patienten mit einem medianen erkrankungsfreien Uberleben von 37 Monaten und einem
Gesamtilberleben von 75 Monaten vergleichbar starke SMR3A-Expressionslevel in 27,9% der
Praparate nachgewiesen [129]. Dabei konnten keine signifikanten Einflisse auf das
erkrankungsfreie Intervall (p=0.467), Gesamtiiberleben (p=0.832) und Metastasen freie
Uberleben (p=0.678) festgestellt werden [129].

Im vorliegenden Kollektiv kann bei fehlender SMR3A-Expression kein Todesfall beobachtet
werden. Mit schwacher Expression versterben 11,1%, wahrend der Tod bei 40,0% mit maRiger
und 85,7% mit starker Expression von SMR3A beobachtet wird. Das 5-Jahres-Uberleben nimmt
mit steigendem Grad der Expression von fehlender, schwacher, maRiger und starker Auspragung
signifikant ab und betragt 100%, 88,9%, 50,0% und 42,9% (p=0.026).

Auch Koffler et al. zeigen bei Patienten mit Oropharynxkarzinomen nach operativer Behandlung
einen vergleichbaren signifikanten Einfluss hoher SMR3A-Expressionslevel mit verringertem
Gesamtiiberleben im Vergleich zu schwacher und moderater SMR3A-Expression (p=0.03).
Demgegeniiber zeichnet sich fiir Patienten mit schwachem oder moderatem SMR3A-
Expressionslevel ein verbessertes progressionsfreies Uberleben (p=0.02) ab [56].
Im vorliegenden Kollektiv konnte fiir das erkrankungsfreie Intervall allerdings kein statistisch
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Trotz der geringen Patientenanzahl zeigt die
multiple lineare Regressionsanalyse fiir das Gesamtiiberleben bei Inklusion von SMR3A, dass
dieses als statistisch hochsignifikanter unabhangiger prognostischer Marker (p=0.002) fir das
Gesamtuberleben bei Mundhdhlenkarzinomen nachweisbar ist. Bei Exklusion der Variable
SMR3A konnten auch fiir Podoplanin (p=0.004) und Moesin (p=0.024) signifikante unabhangige
Faktoren fir das Gesamtiiberleben detektiert werden. Koffler et al. zeigen fir
Oropharynxkarzinome mit hoher SMR3A-Expression gegen niedrige SMR3A-Expression eine HR
von 2.32 (KI: 1,03 — 5,23) fir das Gesamtiiberleben. Insbesondere fiir HPV-negative Tumoren
mit hoher SMR3A-Expression wird ein verkirztes Gesamtiiberleben berichtet (p=0.04).
Fir Mundhdhlenkarzinome kann diese Assoziation fiir HPV-negative Tumore nicht
nachgewiesen werden (p=1.000) [56], was auch fiir unser Kollektiv zutrifft.

Die vorliegenden Auswertungen zeigen fiir das erkrankungsfreie Uberleben keinen SMR3A
abhangigen Einfluss (p=0.586), allerdings zeigt sich ein prognostischer Trend. Ohne Nachweis
einer SMR3A-Expression kommt es in lediglich 14,3% der Falle zu einem Erkrankungsprogress,
wahrend dieser bei starker Expression in 57,1% vorliegt (p=0.462). Fiir unterschiedliche
histopathologische Varianten von Kopf-Hals-Tumoren scheint die SMR3A-Expression variable
Einflisse auf das Gesamtiiberleben und krankheitsfreie Uberleben zu haben, wobei sich

Speicheldrisenkarzinome deutlich von Oropharynx- und Mundh6hlenkarzinomen
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unterscheiden. Fir die im hier untersuchten Kollektiv vorliegenden fortgeschrittenen
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle scheint die SMR3A-Expression trotz der geringen
Stichprobe eine Schlisselrolle in der Pathogenese zu detektieren.

Die Vorliegende Untersuchung detektiert die hohe SMR3A-Expression als hochsignifikanten
unabhangigen Risikofaktor fir das Gesamtiiberleben und lasst einen prognostischen Trend
beziiglich des erkrankungsfreien Uberlebens erkennen. SMR3A kdnnte méglicherweise als
unabhangiger prognostischer Biomarker dazu dienen, Patienten mit hohem Risikoprofil fir

Therapieversagen und tumorassoziiertem Tod aufzudecken.
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6 Limitation und Ausblick

Die vorliegende Arbeit ist keine randomisierte und prospektiv angelegte Untersuchung, sondern
eine retrospektive Betrachtung, weshalb die Empirie der Daten eingeschrankt sein kann. Im
Rahmen der operativen Behandlung kdnnten bei einzelnen Patienten Risikofaktoren detektiert
worden sein, die eine primar chirurgische Intervention obsolet gemacht hatten. Dies stellt im
Kontext multimodaler Behandlungen komplex erkrankter Tumorpatienten eine alltdgliche
Herausforderung interdisziplindrer Therapien dar und bietet einen interessanten
Patientenquerschnitt samtlicher Erkrankungsstadien, Stagingergebnisse und histologischer

Varianten.

Weitere wissenschaftliche Untersuchungen mit einer groBeren Anzahl an Tumorproben sind
notwendig, um den Einfluss von SMR3A, Podoplanin und Moesin und deren Expression im
Tumormilieu als Indikatoren fiir patientenspezifisches Uberleben, Erkrankungsdynamik, Rezidiv-
Entwicklung und Therapieansprechen validieren und vergleichen zu kénnen.

Untersuchungen des Expressionsverhaltens in Tumor- und Lymphknotenbiopsien kdnnten dazu
beitragen, Risikokollektive fiir Therapieversagen bereits pratherapeutisch zu detektieren und

Behandlungen entsprechend zu modifizieren.

Auf dieser Grundlage kdnnten Hinweise gesammelt werden, um das tumorspezifische Verhalten
von Zellen und deren Interaktion im Rahmen der Tumorgenese nachzuvollziehen und
zielgerichtete Therapien auf Gen-modulatorischer Ebene, durch Interaktionen mit

Zelloberflachenrezeptoren und nukledren Targets zu entwickeln.

Fiir prospektive randomisierte Untersuchungen ist es notwendig, einen Konsens in der
Etablierung von Qualitatskriterien und Graduierungen von Expressionsverhalten
vielversprechender Tumormarker zu etablieren, damit validierte Parameter in zukinftige
praklinische und klinische Studiendesigns einflieRen koénnen. Insbesondere randomisierte
standardisierte Protokolle mit normierten Sequenzen im Rahmen des Stagings und der
operativen Therapie waren neben konsistenten strahlentherapeutischen, sowie
systemtherapeutischen Dosisverschreibungen medikamentdser Tumortherapien notwendig,
um spezifische therapeutische Effekte besser zu identifizieren, das Vermischen von

Therapieabldufen zu vermeiden und die Interpretation von Ergebnissen zu vereinheitlichen.
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