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3. EINLEITUNG

Darstellung des Forschungsvorhabens
Weltweit erkranken iiber 300 000 Menschen pro Jahr an einem Mundhdéhlenkarzinom
(Oral Squamous Cell Carcinoma, OSCC).1 Das OSCC zeigt ein aggressives Verhalten, das
sowohl durch regelmafdige und frithe lymphogene Metastasierung als auch durch hohe
Rezidivraten gekennzeichnet ist.2# Unabhdngig von der Lokalisation des OSCC wird
aktuell von einer okkulten zervikalen Metastasierungsrate von 20% - 40% ausgegangen.>
Dies fiihrt zu einer vergleichsweise schlechten Prognose fiir die Patienten. Trotz
Verbesserungen in der chirurgischen und der Strahlen- und Chemotherapie konnten die
Uberlebensraten speziell bei fortgeschrittenen Tumorstadien iiber die Zeit kaum
verlangert werden.27-12 Studien prognostizieren zudem einen Anstieg der Inzidenz und
der damit verbundenen absoluten Mortalitatsrate von OSCCs fiir die niachsten Jahre von
bis zu 20%.13
Um das Therapieansprechen sowie die Entwicklung von neuen Therapien zu
ermoglichen, ist es entscheidend, die Karzinogenese des OSCCs und dessen klinische
Auswirkungen tiefgreifender zu verstehen. Bisher wurden vor allem makroskopische
Aspekte des OSCC als wichtige prognostische Parameter identifiziert. Dabei handelt es
sich um die Faktoren Tumorgréfde (T-Stadium), das Vorhandensein von Lymphknoten-
(N-Stadium) und Fernmetastasen (M-Stadium). In der neuen Version des TNM-Systems
fir das OSCC wurde nun auch die Tumordicke des Primartumors in die T-Stadien-
Einteilung mit aufgenommen.1# Obwohl der prognostische Einfluss histologischer und
insbesondere molekularer Parameter in der Literatur diskutiert wird,15>-1° werden diese
nicht regelhaft zur Risikoanalyse herangezogen. So werden zwar der histologische
Differenzierungsstatus (G-Status), das Auftreten von Lymph- und Blutgefafiinvasion
durch Zellen des Primartumors (L- und V-Status) in pathologischen Berichten erhoben,
sie finden aber aktuell keine wesentliche Beachtung fiir das adjuvante Therapiedesign.20
Zahlreiche Arbeitsgruppen beschiftigen sich aktuell mit der Fragestellung der genaueren
Risikoanalyse des OSCC. Folgende Ansatze werden dabei verfolgt:
1. Exaktere Aufschliisselung makroskopischer Aspekte: Ziel dieses Ansatzes ist es,
herauszufinden, ob OSCC an unterschiedlichen Lokalisationen innerhalb der
Mundhohle spezielle Entititen mit eigenstindigem biologischen Verhalten

darstellen konnten.521



2. Genauere Analyse histologischer Parameter und immunhistochemischer
Expressionsprofile von Zellen des OSCC und Korrelation mit klinischen und
prognostischen Charakteristika.2223

3. Untersuchung des Genoms des OSCC mit Mutations- und Methylierungsanalyse

und Korrelation mit klinischen und prognostischen Charakteristika.24

Die ersten zwei Aspekte wurden in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen. Das konkrete
Ziel der Arbeit war es, zur Klarung der Frage beizutragen, ob Zellen des OSCC ein
charakteristisches immunhistochemisches Expressionsprofil aufweisen, und ob dieses
eine Relevanz fiir klinische und prognostische Parameter besitzt. Zusatzlich sollte ndher
untersucht werden, ob es in diesen Fragestellungen lokalisationsabhdngige Unterschiede
gibt. Um eine gerichtete Analyse zu gewadhrleisten, wurden immunhistochemische
Expressionsprofile, deren prognostische und klinische Relevanz fiir Karzinome anderer

Organsysteme bereits gezeigt wurde,?>-30 auf das OSCC iibertragen.

Die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren im Mundhéohlenkarzinom

Fir ein Malignom ist die Neubildung von Blutgefafien, die sogenannte ,Angiogenese”
essentiell, um die Versorgung mit Sauerstoff und weiteren Nahrstoffen und damit sein
progressives Wachstum sicherzustellen.31-34 Daher zielen neuere Antikorper-basierende
Therapieansitze darauf ab, speziell diesen Vorgang zu blockieren und somit das
Tumorwachstum einzudidmmen.3536 Eine Proteinfamilie, die dabei eine zentrale Rolle
spielt, ist die des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) mit seinen Signalmolekiilen
VEGF-A, -B, -C, -D, E und PIGF (Placenta Growth Factor) und dessen Rezeptoren VEGF-R1,
-R2 und -R3.36-38

Insgesamt werden dieser Proteinfamilie vielfdltige Funktionen zugeschrieben, in dieser
Arbeit wurde jedoch ausschliefdlich deren Rolle im Tumorgewebe betrachtet. VEGF wird
hier von Tumor- und von Bindegewebszellen produziert und wirkt tiber parakrine und
autokrine Signalwege.3%40 Beispielsweise wird die Gefafdproliferation geférdert, indem
VEGF-A an VEGF-R2 auf Endothelzellen bindet und dabei ein mitogenes Signal induziert.
Die Expression von VEGF wird dabei durch Hypoxie im Gewebe32 und durch Onkogene
wie dem Endothelial Growth Factor Receptor reguliert.4142 Ferner hemmt VEGF die
Apoptose von Tumorzellen, indem er die Expression von anti-apoptotischen Proteinen
(Bcl-2 und A1) induziert.*3 Fiir viele Tumorentitaten konnte mittlerweile gezeigt werden,

dass eine Uberexpression von VEGF und seinen Rezeptoren mit einer vergleichsweise
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schlechteren Prognose vergesellschaftet ist. Shih et al.44 zeigten fiir Osophaguskarzinome,
dass eine Uberexpression von VEGF mit einem schlechteren Outcome einhergeht. Volm et
al.¥> wiesen nach, dass VEGF ein prognostischer Marker fiir Plattenepithelkarzinome der
Lunge ist und Gasparini*¢ zeigte dies fiir Brustkrebs.

Fiir OSCCs wurde die Expression von VEGF bereits in vielen Studien untersucht. Daher ist
bekannt, dass eine Uberexpression von VEGF mit einer schlechteren Prognose assoziiert
ist181947 uynd VEGF als unabhingiger prognostischer Faktor herangezogen werden
kann.#8-50 Diese Ergebnisse werden von weiteren Studien>1-53 gestiitzt, da die VEGF
Expression wihrend des Ubergangs von normaler Mukosa in neoplastisches Gewebe hin
zu OSCC steigt. Ferner steigt die VEGF Expression mit der TumorgrofRe>* und korreliert
mit einem positiven Lymphknotenstatus>°. Die VEGF Expression wird in Hinblick auf das
Tumorgrading (G) kontrovers diskutiert: Kukreja et al.>¢ und Kapoor und Deshmukh54
zeigen, dass VEGF unabhidngig von G ist. Varma et al.>3® berichten, dass schlecht
differenzierte OSCC die hochsten VEGF-Expressionsniveaus aufweisen, wohingegen
Margaritescu et al.52 gegenteilig herausfinden, dass in schlecht differenzierten OSCCs die
VEGF-Expression reduziert wird. Ein moglicher Grund fiir diese unterschiedlichen
Ergebnisse ist die kumulierte Untersuchung von VEGF an Stelle der separaten
Betrachtung der einzelnen Isoformen von VEGF, da diese mdglicherweise zu
unterschiedlichen Zeitpunkten hochreguliert werden.

Wird die Expression der VEGF-Signalmolekiile in OSCCs separat untersucht, zeigt sich,
dass VEGF-A signifikant mit dem Tumorstadium (T) und dem Patientenalter>?,
Lymphknotenmetastasen (LKM)%8, und einer schlechteren Prognose>® korreliert. Im
Gegensatz dazu zeigte Nayak et al.0, dass die Expression von VEGF-A keinen signifikanten
Einfluss auf das Uberleben hat. Fiir VEGF-C konnte nachgewiesen werden, dass dessen
Expression signifikant mit LKM korreliert>861-65, aber keinen pradiktiven Wert fiir die
Erkennung von okkulten LKM hat.6266 Ferner ist die VEGF-C-Expression mit einer
schlechteren Prognose assoziiert>®5° und ein starker pradiktiver Marker fiir eine
zukiinftige lymphogene Metastasierung.6”

Im Gegensatz dazu ist die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren in OSCCs deutlich
weniger gut untersucht und die Studienlage unzureichend. Bisher konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen VEGF-R3 und LKM gezeigt werden.5>68 Michi et
al.37 zeigen, dass OSCCs die Angiogenese unterstiitzen, indem sie VEGF und VEGF-R1 auf
Endothelzellen exprimieren. Tanigaki et al.®4 konnten hingegen keinen Einfluss von VEGF-

R1 oder R3 auf das Uberleben von OSCCs Patienten nachweisen. In Bezug auf die
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Rezeptorexpression und das Tumorgrading ist die Studienlage uneinig, da Sato und
Takeda®® eine signifikant hohere VEGF-R2 Expression in schlecht differenzierten OSCCs
zeigen und Stinga et al.’® diesen Zusammenhang fiir VEGF-R2 in besonders gut
differenzierten OSCCs nachweisen. Ebenfalls zeigten Stinga et al.’%, dass die VEGF-R1-
Expression mit moderat differenzierten OSCCs korreliert.

Die Expression von VEGF-Rezeptoren in anderen epithelialen Tumorentitaten ist bereits
umfangreicher untersucht. Beispielsweise wurde fiir das kolorektale Karzinom gezeigt,
dass die VEGF-R1 Expression mit einem schlechteren Uberleben korreliert?7:39, Dies gilt
ebenso fiir das Magenkarzinom?8, sowie fiir das Nasopharynxkarzinom’l. Beim
Nierenkarzinom ist die VEGF-R Expression in Tumorzellen im Vergleich zu normalem
Nierengewebe hoher und mit T und dem Uberleben assoziiert.”? In Prostatagewebe steigt
die VEGF-R Expression in der Transformation von gesundem hin zu malignem Gewebe.”3
Fiir das Osophaguskarzinom’4 und das hepatozellulire Karzinom?> konnte ebenfalls eine
Uberexpression von VEGF-R1 und -R2 in Tumorzellen nachgewiesen werden.

Hingegen @ wurde fiir = Ovarialkarzinome?¢, = Endometriumkarzinome’®  und
Lungenkarzinome?254577.78 gezeigt, dass die VEGF-R und speziell die VEGF-R1 Expression
keinen Einfluss auf den Outcome hat. Ebenso hat die VEGF-R1 Expression in HNSCC
keinen signifikanten Einfluss auf die Prognose der Patienten.’”® Im Gegensatz dazu steht
die Arbeit von Lalla et al.89, die zeigt, dass die Expression von VEGF-R1, R2, R3 in
Tumorzellen des HNSCC signifikant hoher ist als in Endothelzellen und stiitzt damit die
These des autokrinen Signalwegs. Die Korrelation zwischen der Expression von VEGF und
seinen Rezeptoren in OSCCs ist ebenfalls unzureichend untersucht. Fiir das
Osophaguskarzinom konnte ein Zusammenhang nachgewiesen werden.8!

Indessen wurden Antikorper entwickelt, die zielgenau an VEGF und seinen Rezeptoren
binden und diese in ihrer Funktion blockieren. Durch diese ,targeted therapy*“ bieten sich
neue Moglichkeiten der Krebstherapie. Bevacizumab ist ein Anti-VEGF-Antikorper, der
bereits in der Kombination zur herkdmmlichen Therapie von Darm-, nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen-, Brust-, Nieren- und Ovarialkarzinomen in Deutschland
zugelassen ist.82 Sunitinib ist ein Vertreter der Tyrosinkinase-Inhibitoren, die durch die
Hemmung von VEGF-Rezeptoren -R1, R2 und R3 seine antiangiogenetische und
antiproliferative Wirkung entfaltet. Dieser ist derzeit neben anderen Tyrosinkinase-
Inhibitoren bereits fiir die Therapie von Nierenzellkarzinomen, neuroendokrinen
Tumoren und gastrointestinalen Strumatumoren zugelassen.83 Weitere Antikorper

befinden sich derzeit in der klinischen Entwicklung. Die Kombination der Therapie von
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0SCCs um VEGF- und VEGF-R-Antagonisten stellt daher einen vielversprechenden Ansatz
dar,8486 weshalb die Publikation A: ,Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
Isoforms: Are They Present in Oral Squamous Cell Carcinoma?, in: Journal of oral and
maxillofacial surgery, 2015“22 fiir ein besseres Verstindnis der Beziehung zwischen
VEGF-R und OSCCs sorgen mochte, indem es die Expression von VEGF-R in OSCC und
dessen Kklinische Relevanz untersucht. Zusammenfassend zeigte sich eine signifikante
Korrelation von VEGF-R1 und der Tumorgrofie sowie mit der Exposition von allgemeinen
Risikofaktoren wie Nikotin- und Alkoholabusus (siehe Abschnitt 5 Zusammenfassung -

Publikation A).

HPV in 0SCC

Flir die Karzinogenese von HNSCC und speziell fiir die des Oropharynxkarzinoms konnte
bereits der Einfluss der Humanen Papillomviren (HPV) und dessen Subtypen
nachgewiesen werden.87.88 Ein positiver HPV-Status des Tumors spielt insbesondere
dann eine Rolle, wenn die klassischen Risikofaktoren wie exzessiver Alkoholgenuss und
starker Nikotinkonsum nicht nachweislich sind.8° Fiir HNSCC stellt ein positiver HPV-
Status einen prognostisch gilinstigen Faktor da.?® Vermutlich ist dies durch ein besseres
Chemotherapieansprechen®! und ein giinstigeres Tumorverhalten bedingt, das sich in
einem langsameren Progress und geringeren Rezidivraten zeigt.?2 Da OSCCs in vielen
Studien nicht als eigene Tumorentitidt betrachtet werden, sondern zusammen mit
anderen HNSCCs untersucht werden, wurde haufig abgeleitet, dass HPV auch fiir OSCCs
einen Einflussfaktor darstellt. Fiir OSCC wird diese Beziehung in der Literatur kontrovers
diskutiert: Einige Studien zeigen eine positive Korrelation zwischen dem HPV-Status und
dem Auftreten von OSCCs?3%% und bezeichnen den HPV-Status sowohl als einen
unabhangigen Risikofaktor fiir 0SCCs?>, der fiir ca. ein Drittel aller OSCC verantwortlich
ist%, als auch als einen prognostischen Marker fiir 0SCCs?798.

Hingegen zeigen Ndiaye et al.?? in einer Meta-Analyse, dass HPV vor allem in
Oropharynxkarzinomen eine Rolle spielt und Castellsagué et al.100 beschreiben in einer
sehr umfangreichen Studie, dass HPV-Positivitit nur bei unter 4,5% der OSCC
nachweisbar ist. Ebenso lief} sich kein Einfluss auf das TNM-Stadium8® oder auf die
Prognose von Patienten mit OSCC zeigen.87.101 Letzteres wiirde mitunter erklaren, warum
HPV-positive Oropharynxkarzinome im Gegensatz zu OSCCs oder anderen HNSCCs ein
besseres Therapieansprechen und eine daraus resultierende bessere Prognose

aufweisen. Daher sollte in der Publikation A auch die Hypothese untersucht werden, ob
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der HPV-Status bei OSCC einen Einfluss auf klinische Parameter hat (siehe Abschnitt 5

Zusammenfassung - Publikation A).

LKM bei 0SCC

Ein Faktor, der die Prognose von Patienten mit OSCC wesentlich beeinflusst, ist die
Metastasierung in regionire zervikale Lymphknoten.6192 Daher wird das Uberleben
haufig in Abhdngigkeit vom Lymphknotenstatus N bei Diagnosestellung bzw. nach
histopathologischem Befund angegeben. So sinkt das 5-Jahres-Uberleben (JUL) fiir
Patienten mit positivem Lymphknotenstatus von 42,8% fiir NO auf 17,5% fiir N+ (N+ setzt
sich hier zusammen aus N1 = 37,7% 5-JUL; N2 = 15,8% 5-JUL und N3 = keiner der
Patienten liberlebte mehr als 2 Jahre).6

Bei Diagnosestellung weisen bereits tiber 50%°¢103 der Patienten einen klinisch positiven
Befund der regiondren Lymphknoten (cN+) auf. Bei 20% - 40% der Patienten ohne
klinische Anzeichen fiir einen Lymphknotenbefall (cNO) stellt sich im Verlauf eine okkulte
Metastasierung der regionaren Lymphknoten heraus®102-105 und ein wesentlicher Anteil
davon zeigt bereits ein extrakapsuldres Wachstum.104

Da der Therapieerfolg und damit die Prognose des Patienten entscheidend von der
Entfernung der regiondren Halslymphknoten abhangt, wird auch bei cNO eine elektive
Neck-Dissection empfohlen.10¢ Die Strategie bei Patienten mit cNO abzuwarten, bis ein
klinisch auffalliger Lymphknotenbefund eintritt und dann erst eine therapeutische Neck-
Dissection durchzufiihren, hat keinen Vorteil gezeigt. Sie geht mit einer fiir den Patienten
deutlich reduzierten Prognose!%2 bzw. mit erhohten Rezidivraten und einem verringerten
krankheitsfreien Uberleben einher.19” Dennoch war die Studienlage fiir das klinische
Vorgehen bei Patienten mit OSCC cNO im Stadium 1 und 2 hier lange uneinheitlich.108
Aufierdem darf nicht vernachldssigt werden, dass eine Neck-Dissection auch
Nebenwirkungen fiir den Patienten wie Wundheilungsstéorung, Funktions-
einschrankungen der Schultermobilitit und Lymphabflussstorungen mit sich bringen
kann, die die Lebensqualitdt stark einschranken konnen. Daher ist es weiterhin notig,
Faktoren zu ermitteln, die eine bessere Vorhersage liber okkulte oder zukiinftige LKM
treffen lassen, um so langfristig die Therapie des OSCC patientenindividuell anpassen zu
konnen und therapieinduzierte Nebenwirkungen zu vermeiden.

Bei ca. 9% der OSCC handelt es sich um Karzinome der Maxilla (MSCC).10° Studien geben
Hinweise darauf, dass sich diese Tumorentitit von anderen OSCCs in verschiedenen

Punkten unterscheidet.110 Aufgrund der unterschiedlichen Zuordnung wird manchmal

11



ein differentes Therapievorgehen, wie ,watch and wait“ oder die Entfernung von
jugulodigastrischen Lymphknoten begriindet.111.112 Daher wurde in der Vergangenheit
bei Patienten mit MSCC und cNO haufig keine elektive Neck-Dissection durchgefiihrt,
wenngleich es bedingt durch die geringe Patientenzahl an umfangreichen und
vergleichbaren Studien mangelt und es keine einheitlichen Therapieempfehlung fiir diese
Falle gibt.106 In den letzten Jahren haufen sich jedoch Studien, die eine elektive Neck-
Dissection bei klinisch unauffalligem Lymphknotenstatus (cNO) bei MSCC empfehlen.112-
115

In der Publikation B: ,Are There Clinical or Pathological Parameters of Maxillary Oral
Squamous Cell Carcinoma With an Influence on the Occurrence of Neck Node Metastasis?
An Appraisal of 92 Patients, in: In Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, 2016”5, wurde
daher untersucht, welche klinischen und pathologischen Faktoren einen Einfluss auf das
Auftreten von LKM bei MSCC haben. Beispielsweise wird in der Literatur diskutiert, ob
die Lokalisation des Tumors, d.h. die Herkunft des Gewebes bedingt durch die
embryonale Entwicklung und seine zugehorigen Lymphabflusswege, einen Einfluss auf
das lymphogene Metastasierungsmuster haben. Es wird beschrieben, dass Tumore des
posterioren Gaumens ein hoheres Risiko fiir LKM haben.112116 Dabei muss allerdings
bertiicksichtigt werden, dass in der Literatur keine einheitliche Sicht tiber die Zuordnung
von Tumoren nach ihrer anatomischen Lokalisation herrscht, bzw. keine eindeutigen
Grenzen existieren, die anterior oder posterior in der Mundhohle genau definieren.117
Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse weiterer Studien, die zeigen, dass ein signifikanter
Anteil von MSCC bei Diagnosestellung LKM aufweist, oder diese im Verlauf entwickeln
wird und sich bei einem wesentlicher Anteil der Patienten mit klinisch unauffalligem
Lymphknotenbefund okkulte Metastasen zeigen.109111118-120 Dyrch das aggressive
Verhalten des MSCC und dessen Ahnlichkeit zu den iibrigen OSCC wird zunehmend
empfohlen, eine elektive Neck-Dissection auch bei cNO Patienten mit MSCC
durchzufiihren, da somit die Prognose fiir die Patienten wesentlich verbessert werden
kann.109111,112,114118,119,121,122 Es jst also von weitreichender Bedeutung, Klarheit iiber
assoziierte Faktoren zu schaffen und die Therapie dementsprechend anzupassen.
Zusammenfassend erwiesen sich im untersuchten Patientenkollektiv sowohl die
anatomische Lage als auch die histologische Graduierung fiir die Entwicklung von LKM
und damit fiir die Prognose des Patienten als relevant> (siehe Abschnitt 5

Zusammenfassung - Publikation B).
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Der Nachweis von PD-L1 und PD-1 in OSCC

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Nachweis von Programmed Cell Death Ligand-1
(PD-L1) und Programmed Cell Death Receptor-1 (PD-1) in OSCC. Sie ist nicht Gegenstand
des vorgelegten Promotionsprojekts, wird aus Griunden der Vollstandigkeit hier aber
dennoch aufgefiihrt, da es sich inhaltlich um eine Fortentwicklung der Fragestellung
handelt.

Trotz kurativem Therapieversuch erleiden viele Patienten mit HNSCC ein Lokalrezidiv
(10% bis 33%)2410 oder ein Zweitkarzinom (21% bis 25%)2. Durch die vorangegangene
Behandlung ist eine erneute Bestrahlung oder chirurgische Resektion oft nicht oder nur
mit erh6hten Komplikationsraten und erhohter Morbiditat moglich. Fiir die Salvage-
Chirurgie zeigt sich beispielsweise, dass von Patienten im Stadium III nach zwei Jahren
noch rund 30% am Leben sind. Im Stadium IV versterben bereits 50% der Patienten in
den ersten 9 Monaten nach Salvage-Therapie und dabei erleiden zudem ca. 30% der
Patienten signifikante Komplikationen der Therapie.®

Daneben leiden ca. 60%-70%123 der HNSCC-Patienten bereits bei Diagnosestellung unter
einem lokoregiondr fortgeschrittenen Tumor, der mit einer alleinigen chirurgischen
Erstlinientherapie haufig nicht mehr sinnvoll zu behandeln ist. Diesen Patienten konnte
bisher teilweise nur noch eine Strahlentherapie ggf. in Kombination mit einer
Chemotherapie angeboten werden. Allerdings sind die Ansprechraten hier meist nicht
zufriedenstellend. Beispielsweise erzielen platinhaltige Chemotherapieregime des
HNSCC in Kombination mit 5-FU nur Ansprechraten von 30%124125 bis 36%7126, Bei einer
kombinierten Radiochemotherapie bei fortgeschrittenem HNSCC zeigten sich
Progressionsraten von ca. 50% nach drei Jahren Beobachtungsdauer nach Therapie.12”
Um den Progress oder ein Rezidiv der Erkrankung dennoch aufzuhalten, sollte bei nicht-
Ansprechen auf eine Zweitlinientherapie umgestellt werden. In der Zweitlinientherapie
des HNSCC kommen seit kurzem neue Therapieansitze wie Immuncheckpoint-
Inhibitoren zum Einsatz.128-131 Dijese zielen darauf ab, Signalwege zu blockieren, die
Tumoren nutzen, um vom korpereigenen Immunsystem unerkannt zu bleiben. Einer
dieser Signalwege ist die Inaktivierung von wumliegenden T-Zellen durch
Tumorzellen.132.133 Dabei exprimieren Tumorzellen PD-L1, der PD-1 auf T-Zellen bindet
und so deren Inaktivierung in Gang setzt.134 Die so induzierte Immuntoleranz nutzt der
Tumor, um sich weiterhin ,unbemerkt” auszubreiten.13> Die eigentliche physiologische

Funktion des PD-L1/PD-1 Signalwegs liegt darin, den Korper vor einer tiberschiefenden
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Immunantwort zu schiitzen, indem T-Zellen deaktiviert werden bzw. deren Apoptose
induziert wird.136.137

Die Blockierung des PD-L1/PD-1 Signalwegs wird bereits seit einigen Jahren in
verschiedenen Tumorentitaten erfolgreich eingesetzt:

- Bei Patienten mit malignem Melanom und nicht resezierbaren Metastasen werden
PD-1-Antikorper wie Pembrolizumab und Nivolumab in der Monotherapie oder in
der Kombinationstherapie eingesetzt.138

- Fir das fortgeschrittene nicht-kleinzellige Lungenkarzinom und den Nachweis
von mehr als 50% einer PD-L1-Expression wird Pembrolizumab als
Erstlinientherapie empfohlen.13°

- Beim metastasierten Kklarzelligen Nierenzellkarzinom wird in der
Zweitlinientherapie Nivolumab eingesetzt.140

- Beim metastasiertem Urothelkarzinom werden in der Erst- und
Zweitlinientherapie die PD-1/PD-L1-Antikérper  Atezolizumab und
Pembrolizumab eingesetzt.141

In der Zweitlinientherapie des HNSCC werden bisher PD-1 Antikérper wie
Pembrolizumab oder Nivolumab eingesetzt.130 Hier wurde bereits beschrieben, dass der
Einsatz von Nivolumab das gesamte und progressionsfreie Uberleben bei rezidiviertem
und Platin-refraktirem HNSCC im Vergleich zur Standardtherapie signifikant
verbessert.129 In einer weiteren Studie wurde dargestellt, dass dies nicht nur fiir die reine
Uberlebenszeit gilt, sondern dass auch die Lebensqualitit der Patienten verbessert
wird.1#2 Fir Pembrolizumab konnten Ansprechraten von 18% bei rezidiviertem oder
metastasiertem HNSCC sowie eine gute Vertraglichkeit der Therapie nachgewiesen
werden.130

Zusammenfassend stellen PD-L1 und PD-1 Antikdérper eine vielversprechende neue
Therapie fiir Patienten mit rezidiviertem oder metastasiertem HNSCC dar. Da aber nicht
jeder Patient auf diese Therapie anspricht und ggf. sogar Nebenwirkungen davon erleiden
kann, ist es wichtig, die Expression von PD-L1 und PD-1 in Tumoren nadher zu
untersuchen. In der Publikation C: “Is There Evidence for the Presence and Relevance of
the PD-1/PD-L1 Pathway in Oral Squamous Cell Carcinoma? Hints From an
Immunohistochemical Study, in: Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, 2017”23 wurde
daher die Expression dieser Proteine in OSCCs untersucht, um Aussagen treffen zu
konnen, in wie weit dieser Signalweg dort eine Rolle spielt und ob sich Unterschiede in

der Expression in Bezug auf klinische Parameter zeigen. Zusammenfassend konnten in
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29% der OSCC-Praparate die Expression von PD-L1 und in 83% der Praparate hohe Raten
an PD-1+ TIL nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass die Expression von PD-L1
signifikant mit der anatomischen Herkunft des OSCC, dem Nachweis von zervikalen LKM
und dem Nachweis von PD-1+ TIL korreliert!43 (siehe Abschnitt 5 Zusammenfassung -

Publikation C).
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4., ZUSAMMENFASSUNG

Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit war es, die Karzinogenese des Mundhéhlenkarzinoms
mit der Betrachtung wichtiger Teilaspekte tiefgreifender zu verstehen und Ergebnisse
hervorzubringen, die sich auf die Effektivitat der Therapie auswirken und diese langfristig

verbessern.

Publikation A%2

In dieser Arbeit wurde ein Patientenkollektiv mit OSCC (n=50) auf die Uberexpression
von VEGF-R und dessen klinischer Relevanz hin untersucht. Es wurde angenommen, dass
kein Zusammenhang zwischen klinischen und pathologischen Parametern und dem HPV-
Status besteht. Bei der Auswertung der Praparate konnte allerdings festgestellt werden,
dass die Uberexpression von VEGF-R im Tumorgewebe signifikant mit der Exposition zu
den allgemeinen Risikofaktoren (Nikotin- und Alkoholabusus), der Metastasierung in
regiondre Lymphknoten sowie dem Tumor-assoziierten Versterben korreliert ist.
Werden die VEGF-Rezeptoren im Einzelnen betrachtet, zeigt sich eine signifikante
Korrelation der Uberexpression von VEGF-R1 mit der TumorgréfRe.22 Hingegen konnte
keine Korrelation zum HPV-Status nachgewiesen werden, was bereits fiir das
HNSCC144145 mit Ausnahme des Oropharynxkarzinoms gezeigt wurde. Insgesamt zeigte
sich in 88% der Priparate eine Uberexpression von VEGF-R, wodurch die Autoren eine
klinische Relevanz fiir wahrscheinlich halten. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit
vorherigen Untersuchungen zu VEGF-R in HNSCC71.80,146,147 hzyw, in OSCC.18:38,70

In der Literatur wird neben der parakrinen Funktion von VEGF auch ein autokriner
Mechanismus diskutiert. Dieser Signalweg soll der Apoptose von Tumorzellen
entgegenwirken und das Tumorwachstum forcieren.39:43,70.7580,148,149 M¢gglicherweise ist
dies ein Grund fiir das schlechtere Therapieansprechen, die hohen Rezidivraten und das
verkiirzte Uberleben von Patienten mit Tumoren, die eine VEGF-Uberexpression
zeigen.1847-49,59,61150,151

Flr andere Tumorentitaten ist die gezielte Hemmung von VEGF und dessen Rezeptoren
bereits in der Krebstherapie zugelassen. Die Hemmung der Uberexpression von VEGF und
VEGF-R in OSCC stellt daher moglicherweise einen neuen Ansatzpunkt flir eine
Erweiterung der etablierten Therapie da.149152153 Hsu et al.84 fordern beispielsweise, die
Therapie des HNSCC immer um antiangiogenetische Antikorper gegen VEGF und VEGF-R

auszuweiten, da sich dadurch die Strahlensensitivitiat des Tumors erhoht. Riedel et al.8>
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unterstiitzen diese Forderung, da sie darin eine Moglichkeit sehen, die haufig auftretende
Chemotherapieresistenz des HNSCC zu beheben. Beispielsweise konnten Fury et al.8¢
vielversprechende Ergebnisse in der Erweiterung der Therapie von HNSCC mit

Bevacizumab vorweisen, ohne dabei insgesamt die Toxizitat der Therapie zu erhéhen.

Publikation B>

Zweck dieser Untersuchung war es, den Anteil der Patienten mit MSCC zu bestimmen, der
zervikale Lymphknotenmetastasen entwickelt und mogliche klinische und pathologische
Faktoren zu identifizieren, die damit assoziiert sind. 29,3% der n=92 Patienten zeigten
bei Diagnosestellung LKM oder entwickelte diese im Verlauf mit einer durchschnittlichen
Zeitspanne von 11,17 Monaten. Die anatomische Lokalisation des Tumors (anterior vs.
posterior) und seine histologische Graduierung konnten dabei als relevante Faktoren
identifiziert werden, die mit dem Auftreten von zervikalen LKM wesentlich assoziiert
sind. Dabei korrelierte das Auftreten von LKM signifikant mit dem Tumor-assoziierten
Versterben der Patienten. 5 Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der aktuellen Literatur,
die das Tumorverhalten des MSCC mit dem anderer Lokalisationen des OSCC vergleicht
und ein einheitliches therapeutischen Vorgehen fordert.109111,118-120 Bejspielsweise sollte
die elektive Neck-Dissection auch bei Patienten mit MSCC und Kklinisch unauffalligem
Lymphknotenbefund durchgefiihrt werden, da sich dadurch deren Prognose wesentlich
verbessert.109111,112,114118,119,121,122 Djeser Forderung schliefden sich die Autoren dieser
Publikation an, da ein MSCC ein signifikantes Risiko mit sich bringt, zervikale

Lymphknotenmetastasen zu entwickeln.

Publikation C143

Diese Arbeit ist nicht Gegenstand des vorgelegten Promotionsprojekts, wird aber aus
Grinden der Vollstandigkeit hier aufgefiihrt, da es sich inhaltlich um eine
Fortentwicklung der Fragestellung handelt.

Hier wurden OSCC-Praparate im Hinblick auf die Expression von PD-L1 und PD-1+ TIL
untersucht, um ggf. Korrelationen mit klinisch-pathologischen Parametern aufzudecken.
Es wurde angenommen, dass die Expression von PD-L1 und der Nachweis von PD-1+ TIL
ohne klinische Relevanz sei. Dabei wurden von einer Kohorte von 88 OSCC-Patienten
retrospektiv demographische, klinische und histopathologische Daten erhoben. Die

OSCC-Praparate wurden immunhistochemisch auf die Expression von PD-L1 und PD-1+
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TIL hin untersucht. Bei der statistischen Auswertung zeigte sich, dass in 29% der OSCC-
Praparate die Expression von PD-L1 und in 83% der Praparate hohe Raten an PD-1+ TIL
nachgewiesen werden konnten. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Expression von
PD-L1 signifikant mit der anatomischen Herkunft des OSCC, dem Nachweis von zervikalen
LKM und dem Nachweis von PD-1+ TIL korreliert.143 Daher folgern die Autoren dieser

Arbeit, dass der PD-L1 - PD-1 Signalweg auch in OSCCs eine Rolle spielt.

Auf mogliche Schwachen der wissenschaftlichen Arbeiten wird in den Originalarbeiten

eingegangen.>2223
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5. SUMMARY

The main objective of this work was to further understand the carcinogenesis of OSCC by
investigating it in several aspects and to produce results that impact therapy in its

effectivity and improve it in future.

Publication A%?

In this work OSCCs of a patient sample (n=50) were examined for the overexpression of
VEGF-R and its clinical relevance. It was assumed that there was no correlation between
clinical and pathological parameters and the HPV status. However, in the evaluation of the
samples it was found, that the overexpression of VEGF-R in tumor tissue significantly
correlates with the exposure to general risk factors (nicotine and alcohol abuse),
metastasis in regional lymph nodes and tumor-associated death. When looking at the
VEGF-receptors in detalil, a significant correlation of VEGF-R1 overexpression and tumor
size can be shown.?2 However, no correlation could be detected with the HPV status,
which has already been demonstrated for HNSCC144145 with exception for the
oropharyngeal carcinoma. Overall 88% of the tumor samples showed an overexpression
of VEGF-R, with that the authors see a clinical relevance likely. The results are consistent
with previous studies on VEGF-R in HNSC(C71.80.146,147 and OSCC, 183870 respectively.

In addition to the paracrine function of VEGF, an autocrine mechanism is discussed in the
literature. This signaling pathway is intended to counteract the apoptosis of tumor cells
and to promote tumor growth.3943.707580,148149 This may be one reason, why patients
suffering from tumors with VEGF overexpression show poorer treatment response rates,
higher recurrence rates, and a shortened survival.1847-49,59,61,150,151

In other cancer entities the targeted inhibition of VEGF and its receptors is already
approved in cancer therapy. Therefor the inhibition of the overexpression of VEGF and
VEGF-R in OSCC might be a new approach to extend the established therapy.149.152153 For
example, Hsu et al. 84 demand to expand HNSCC-therapy by antiangiogenetic antibodies
against VEGF and VEGF-R, as this increases the radiation sensitivity of tumors. Riedel et
al. 85 support this demand, because they think it a possibility to eliminate the often
occurring chemoresistance of HNSCC. For example, Fury et al. 8¢ showed promising
results in HNSCC-therapy by extending it with Bevacizumab without increasing the

overall toxicity of the therapy.
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Publication B>

The purpose of this study was to determine the proportion of patients with MSCC who
develop cervical lymph node metastases and to identify potential associated clinical and
pathological factors. 29,3% of n=92 Patients showed lymph node metastases at the time
of diagnosis or developed them over time with an average time span of 11,17 months. The
anatomical localization of the tumor (anterior vs. posterior) and its histological grading
could be identified as relevant factors that are significantly associated with cervical lymph
node metastases. The occurrence of lymph node metastasis correlated significantly with
the tumor-associated mortality of patients.® The results are in accordance with the
current literature, that compares tumor behavior of MSCC with that of other sites of 0SCC
and recommend a uniform therapeutic approach.109111118-120 For example, elective neck
dissection should also be performed with patients with MSCC and clinically unremarkable
lymph node findings, as this significantly improves their
prognosis.109111,112,114,118,119,121,122 The authors share this demand, as MSCC poses a

significant risk of developing cervical lymph node metastasis.

Publication C143

This work is not part of the submitted dissertation, but for reasons of completeness it is
listed here, since the content is a further development of the research question.

In this work OSCC samples were examined for the expression of PD-L1 and PD-1+ TIL, to
find possible correlations with clinicopathological parameters. It was assumed, that there
is no clinical relevance of PD-L1 expression and the detection of PD-1+ TIL. Retrospective
demographic, clinical and histopathological data were collected from a cohort of 88 OSCC
patients. The OSCC samples were immunohistochemically examined for the expression of
PD-L1 and PD-1+ TIL. The statistical analysis showed, that in 29% of the OSCC samples
PD-L1 and in 83% high rates of PD-1+TIL could be detected. Furthermore, the expression
of PD-L1 significantly correlated with the anatomical origin of OSCC, the detection of
cervical lymph node metastasis and the detection of PD-1+ TIL.143 Therefor the authors

conclude, that the PD-L1 - PD-1 signaling pathway also plays a role in OSCCs.

Possible shortcomings of the scientific work are discussed in the original papers.>22.23
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