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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie

Etwa 5 % aller malignen Tumorerkrankungen manifestieren sich im Bereich der
Mundhohle (1). Maligne Tumore der Mundhohle gehdren weltweit zu den sieben
hiufigsten bosartigen Tumorerkrankungen bei Méinnern (2) und zu den vierzehn
hiufigsten bosartigen Tumorerkrankungen bei Frauen (3). Plattenepithel-
karzinome machen 95 % der malignen Tumoren der Mundhdhle aus und sind

damit die hdufigste Tumorentitét in diesem Bereich (1, 2, 4).

Die Inzidenz von Mundhdhlenkarzinomen liegt weltweit zwischen 200.000 und
350.000 Neuerkrankungen pro Jahr (5), mit jdhrlich etwa 10.000 registrierten
Féllen in Deutschland (6). Am hédufigsten sind Méanner im Alter von 55 bis 65 und
Frauen im Alter von 50 bis 75 Jahren betroffen (1, 2).

Die Atiologie des Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle umfasst verschiedene
Risikofaktoren. Das Erkrankungsrisiko ist 6-mal hoher bei chronischem Tabak-
oder Alkoholabusus und steigt um das 30-fache, wenn beide Faktoren kombiniert
werden (7-9). Zu den weiteren Risikofaktoren zihlt eine unausgewogene Ernéh-
rung mit einem tibermaBigen Konsum von Fleisch und gebratenen Lebensmitteln
(10-12). Mangelnde Mundhygiene, Bakterienbesiedlung und chronische Entziin-
dungen in der Mundschleimhaut begiinstigen ebenfalls die Entstehung von

Plattenepithelkarzinomen der Mundhdohle (13).

Plattenepithelkarzinome konnen in jedem Bereich der Mundhdhle auftreten,
wobei die haufigsten Lokalisationen der vordere und seitliche Mundboden, die

Retromolarregion, der Gaumenbogen und der seitliche Rand der Zunge sind (14).



1.2 Klassifikation

1.2.1 TNM-Klassifikation

Die TNM-Klassifikation dient als Grundlage zur Kategorisierung der Mund-
hohlenkarzinome. Das TNM-Schema bietet eine anatomiebasierte Klassifikation,
die darauf abzielt, eine individualisierte Therapieplanung zu ermoglichen, eine
angemessene Prognoseeinschitzung vorzunehmen und den effizienten Austausch
von Informationen zu unterstiitzen (14). Diese Klassifikation erfasst die Grof3e
und das Infiltrationsverhalten des Primartumors, das Vorhandensein von lokore-
gionalen Lymphknotenmetastasen und das Auftreten von Fernmetastasen. In
dieser Klassifikation reprisentiert ,,T* die TumorgréBe, ,,N“ den Status der
Lymphknotenbeteiligung und ,,M* die Fernmetastasierung (13, 15). Der diag-
nostische Sicherheitsfaktor (C-Faktor) beschreibt, auf Grundlage welcher diag-
nostischen Verfahren die TNM-Formel ermittelt wurde (13).

An dieser Stelle sei anzumerken, dass die in dieser Arbeit untersuchte Patienten-
kohorte den Zeitraum von 2010 bis 2015 umfasst und basierend auf der 7. Auflage
der UICC-TNM-Klassifikation klassifiziert wurde. Im Jahr 2016 erschien die
8. Auflage, die im Gegensatz zur 7. Auflage zusitzlich die Infiltrationstiefe fiir
das T-Stadium und die extrakapsulidre Ausbreitung der Lymphknotenmetastasen

fiir das N-Stadium berticksichtigt (16, 17).

Im Falle einer chirurgischen Tumorresektion und/oder einer Lymphknotenentfer-
nung bietet die pTNM-Klassifikation (p fiir Pathologie) eine postoperative histo-
pathologische Einteilung, die sich von der préatherapeutischen TNM-Klassifika-

tion unterscheiden kann (13).



1.2.2 Stadieneinteilung

Auf Basis des TNM-Schemas der UICC erfolgt die Stadieneinteilung der Mund-
hohlenkarzinome (15), was in der Tabelle 1 dargestellt ist (Tabelle 1).

Tis T1 T2
NO | Stadium | Stadium | Stadium
0 | 11

Stadium

IVb

N3

Stadium IVb

Tabelle 1: Tumorstadien der Mundhdhlenkarzinome (15)

1.2.3 Histologisches Grading

Die histologische Klassifizierung des Tumorgewebes anhand des Differen-
zierungsgrades beurteilt die Aggressivitit eines Tumors unter Bertiicksichtigung
folgender Parameter, darunter die zelluldre Variabilitit in Form und Grof3e, mito-

tische Aktivitit, das Auftreten von Nekrosen und die Gesamtzellzahl (Tabelle 2)
(15).

Gl Gut differenziert

G2 MaiBig differenziert

G3/4 Schlecht differenziert

Gx Differenzierungsgrad nicht beurteilbar

Tabelle 2: Histologisches Grading (15)



1.2.4 R-Klassifikation

Zur Beurteilung des Vorhandenseins oder Fehlens von Residualtumorgewebe
nach einer chirurgischen Intervention wird die R-Klassifikation angewendet. Sie
dient als Indikator fiir den Therapieerfolg und trigt zur weiteren Planung der Be-

handlung bei (Tabelle 3) (15).

RO Kein Residualtumor
R1 Residualtumor mikroskopisch nachweisbar
R2 Residualtumor makroskopisch nachweisbar

Tabelle 3: R-Klassifikation (15)

1.3 Therapie

Die Therapie eines Mundhohlenkarzinoms erfordert eine interdisziplindre Heran-
gehensweise und die Entscheidung beziiglich des Behandlungskonzeptes soll in-
dividuell unter Einbeziehung der im Rahmen eines Tumorboards beteiligten
Fachgebiete (Radiologie, Strahlentherapie, Mund-, Kiefer- und Gesichtschirur-
gie, Onkologie, Hals-Nasen-Ohrenheilkunde und Pathologie) getroffen
werden (6).

In der Tumortherapie werden grundsétzlich zwei Ansétze verfolgt: der kurative
und der palliative. Bei dem kurativen Ansatz wird die vollstandige Beseitigung
des Tumors moglichst ohne funktionelle und dsthetische Beeintrichtigung sowie
unter Vermeidung von Rezidiven erzielt (6). Die palliative Therapie hingegen
verfolgt das Ziel, das Leiden des Patienten zu lindern, wenn keine Aussicht auf
vollstindige Heilung besteht. Hierbei geht es darum, die Lebensqualitit zu
erhalten und wichtige Korperfunktionen wie Atmen, Kauen, Schlucken und

Sprechen so lange wie moglich aufrechtzuerhalten (18).
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Im Rahmen einer kurativen Behandlung stehen folgende therapeutische

Moglichkeiten zur Verfiigung (6):

= Alleinige chirurgische Resektion

= Alleinige Strahlentherapie

= Kombination von Strahlentherapie und Chemotherapie

= Kombination aus chirurgischer Resektion, Strahlentherapie und

Chemotherapie

Als Monotherapie wird die Chemotherapie nur palliativ eingesetzt (14).

1.3.1 Halslymphknotenausriumung

In 20 — 40 % der Fille tritt bei Mundhohlenkarzinomen trotz eines klinisch und
bildgebend unauffilligen Befundes eine okkulte Metastasierung auf (19). Aus
diesem Grund stellt die Halslymphknotenausraumung (Neck Dissection) einen

wichtigen Bestandteil der Therapie dar.

Die klinisch etablierte Klassifikation der zervikalen Lymphknoten nach Robbins
gliedert diese in sechs anatomische Level (Abbildung 1) (20).



Abbildung 1: Schematische Darstellung der fiir die Neck Dissection relevanten Ebenen des
Halses und des oberen Mediastinums (21). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung von Marry Ann Liebert, Inc., publishers



Je nach Ausmal} der Lymphknotenausraumung werden folgende Arten der Neck
Dissection beschrieben (20): radikale, modifizierte radikale, selektive und

erweiterte Neck Dissection.

Unter elektiver Neck Dissection versteht man eine prophylaktische Lymphkno-
tenausraumung, wenn der klinische und der bildmorphologische Lymphknoten-
status unauffallig sind (cNO) (13). Bei Mundhdhlenkarzinomen sind in der Regel
Level I-III betroffen, wahrend die Betroffenheitswahrscheinlichkeit fiir Level V
selten ist (22, 23).

Somit wird bei der elektiven Neck Dissection meist die Entfernung von Level I-
III ipsilateral empfohlen (22, 24). Bei Zungenkarzinomen kann haufiger die Be-
teiligung von Level IV auftreten, sodass dessen Ausrdaumung in Betracht gezogen

werden kann (25).

1.4 Prognose

Das Alter, der allgemeine Gesundheitszustand, die TumorgrdB3e, das Grading und
der Status der Resektionsridnder sind Risikofaktoren, die den Krankheitsverlauf
und die Prognose bei einem oralen Plattenepithelkarzinom beeinflussen (26, 27).
Die allgemeine 5-Jahres-Uberlebensrate, unabhiingig vom Stadium, betrigt
52,4% (13, 26). Eine hohere Zuordnung gemdl der TNM-Klassifikation

korreliert signifikant mit einer ungiinstigeren Prognose (28-30).

Die Lymphknotenmetastasierung spielt eine wichtige Rolle in der prognostischen
Einschidtzung des Krankheitsverlaufs (26, 31-33). In der Literatur werden 5-
Jahres-Uberlebensraten bei Patienten mit pNO-Status etwa dreifach hoher im
Vergleich zu Patienten mit pN+-Status angegeben (32). Die Anzahl der befallenen

Lymphknoten und das kapseliiberschreitende Wachstum fiihren zusitzlich zur

10



Verschlechterung der Prognose und Reduktion der Uberlebenswahrscheinlichkeit
(32, 34, 35). Das Risiko eines Rezidivs nach Abschluss der Therapie ist beim
Lymphknotenbefall ebenfalls erhoht (26, 36). Es stellt sich somit die Frage,
welchen zugrundeliegenden Mechanismen der Prozess der Lymphknotenmeta-
stasierung unterliegt, warum nicht alle malignen Zellen dazu beféhigt sind und ob
es Gemeinsamkeiten in denjenigen Zellen gibt, die in der Lage sind, die

Metastasierungskaskade zu durchlaufen.

1.5 Pathogenese der Lymphknotenmetastasierung

Die Metastasierung ist ein Prozess, bei dem Tumorzellen vom Primartumor
absiedeln und sich zu entfernten Organen ausbreiten (37). Die mehrstufige Kas-
kade der Lymphknotenmetastasierung umfasst eine Reihe aufeinanderfolgender

Schritte, die wie folgt beschrieben werden konnen (37-39):

= Inititerung des Tumorwachstums im Primértumor
« Lymphangiogenese
= Ablosung einzelner Tumorzellen oder Zellverbinde aus dem

umgebenden Gewebe des Priméartumors

= Invasion in benachbarte Lymphgefafe durch interzellulare Liicken im
Endothel

= Anpassung der abgelosten Tumorzellen an den Stromungsdruck
innerhalb der Lymphbahn und das Uberleben in diesem Umfeld

« Eintritt in den subkapsuldren Sinus des Lymphknotens durch afferente
Lymphgefalle

= Invasion ins Parenchym des Lymphknotens

= Proliferation und Dissemination zu anderen Lymphknoten
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Nicht alle Tumorzellen sind in der Lage diese Metastasierungskaskade zu durch-
laufen (37). Allgemein lésst sich feststellen, dass Tumoren, bei denen die Zellen
frithzeitig Anzeichen einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) aufwei-

sen, ein erhohtes Risiko flir Metastasierung haben (40).

1.5.1 Epithelial-mesenchymale Transition

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) wurde erstmal 1982 in der Arbeit
von Elizabeth Hay beschrieben (41). Die epithelial-mesenchymale Transition
stellt einen physiologischen Vorgang dar, bei dem die epithelialen Zellen die
Fahigkeit erlangen, die Eigenschaften der mesenchymalen Zellen anzunehmen
(42). Der mesenchymale Zellphdnotyp ist gekennzeichnet durch eine erhohte
Migrationsfahigkeit, Invasionsfiahigkeit und erhohte Widerstandsfahigkeit gegen
Apoptose (42).

Die epithelial-mesenchymale Transition spielt eine bedeutende Rolle in den
zelluldren Prozessen der Embryogenese (EMT Typ 1), der Wundheilung (EMT
Typ 2) und der Metastasierung (EMT Typ 3) (43).

EMT Typ 3 initiiert das invasive und das metastasierende Verhalten der
epithelialen Tumoren durch Verlust der epithelialen Eigenschaften, Zellpolaritit

sowie durch Aktivierung bestimmter mesenchymaler Gene (43).

Die epithelial-mesenchymale Transition ist ein reversibler Prozess (44). Die
Reversion der mesenchymalen Zellen in einen epithelialen Zustand wird als
mesenchymal-epitheliale Transition (MET) bezeichnet und geht mit der epithe-
lialen Redifferenzierung einher, was den Verlust des mesenchymalen Zell-

phinotyps der invasiven Krebszellen bedeutet (45).
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Diese Erkenntnis wurde durch Untersuchungen von Zellen der sekundiren
Tumorkolonien gewonnen, die aus dem EMT-Prozess hervorgegangen waren und
histopathologisch dem Primértumor dhnelten (43). Diese Zellen wiesen keinen
mesenchymalen Phinotyp mehr auf (43). Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass
die undifferenzierten, invasiven Krebszellen im Vergleich zu den redifferen-

zierten Metastasen eine verringerte Proliferationsrate aufwiesen (45).

Die mesenchymal-epitheliale Transition ist somit an der Riickumwandlung einer
Metastase in einen epithelialen Tumor und an der Tumorkolonisation betei-

ligt (40).

1.5.2 Krebsstammzellenkonzept

Die Tumorzellen weisen eine Heterogenitiat auf, wobei nur eine spezifische
Population von Zellen, die als Krebsstammzellen bezeichnet wird, die Fahigkeit

zur exzessiven Proliferation besitzt (46).

Die Krebsstammzellen (KSZ) weisen Eigenschaften auf, die denen adulten
Stammzellen dhneln (47). Hierzu zédhlen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, die
Kapazitit zur Generierung neuer Gewebe (sowohl normaler als auch abnormer
Art) sowie das Vorhandensein von Zellsubpopulationen mit unterschiedlichem

Proliferationspotential (47).

Diese gemeinsamen charakteristischen Merkmale lassen darauf schlielen, dass

Stammzellen als Ausgangspunkt maligner Tumoren fungieren konnen (48).

Diese Erkenntnis widerspricht nicht der Rolle von Mutation und anschlieBender
Selektion im Metastasierungsprozess (49), sondern deutet vielmehr darauf hin,

dass Stammzellen die Zielzellen genetischer Verdnderungen darstellen (40).
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Des Weiteren besteht eine Korrelation zwischen dem Prozess der epithelial-
mesenchymalen Transition und der Entstehung von Krebsstammzellen (50). Me-
tastasierende Zellen, die den EMT-Prozess durchlaufen haben, erlangen vermehrt
Eigenschaften der Selbsterneuerung, dhnlich denen von Stammzellen (50). Somit
spielt die EMT nicht nur eine Rolle bei der Dissemination von Krebszellen (51),

sondern auch bei der Akquisition ihres Selbsterneuerungspotenzials (50).

1.6 CD36

Die Identifikation spezifischer Biomarker, die einen zusitzlichen prognostischen
Nutzen bei der frithzeitigen Erkennung von Lymphknotenmetastasen bieten,

bleibt ein kontinuierlicher Forschungsschwerpunkt (52).

Diese Arbeit analysiert die Rolle des Fettsdurerezeptors CD36 im Prozess der

Lymphknotenmetastasierung.

1.6.1 Molekularstruktur von CD36

CD36, auch als Thrombozytenglykoprotein 4 bezeichnet, ist ein hochglykolysier-
tes, von dem Gen CD36 kodiertes Transmembranprotein (Molekulargewicht 53
kDa, bestehend aus 472 Aminoséuren) (53). Es gehort zu der Klasse B Scavenger-

Rezeptoren und ist ein weit verbreitetes Oberflaichenprotein (54).

Die Molekularstruktur von CD36 beinhaltet zwei Transmembrandoménen: eine
grofe extrazellulire Domédne und einen kleineren intrazelluldren Abschnitt (55).
Die intrazellulire Doméane hat eine wichtige Funktion bei der Lokalisation von
CD36 in speziellen hydrophoben Bereichen der Zellmembran (sogenannten Lipid
Rafts) (56). Die extrazellulire Doméne von CD36 ist N-glykosyliert und setzt sich

aus 2 hydrophoben Regionen zusammen, die dazu dienen, hydrophobe Molekiile
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zu binden (57). Zu den Liganden von CD36 gehdren Thrombospondin-1; lang-
kettige Fettsauren; oxXLDL; Plasmodium falciparum infizierte Erythrozyten; anio-

nische Phospholipide; apoptotische Zellen; Kollagen I und IV (55, 58).

1.6.2 CD36: Vorkommen und Funktion im gesunden Gewebe

CD36 wird auf der Oberfliche von verschiedenen Zelltypen, einschlieflich
Monozyten, Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert (59).

Zu den Funktionen von CD36 gehoren: Regulierung der Angiogenese, Induktion
der Apoptose, Forderung der Thrombozytenaggregation und die Beteiligung am

Lipoproteinstoffwechsel (60).

Eine wichtige Rolle von CD36 liegt in seiner Fahigkeit zur Erkennung und
Bindung von Apoptosekorperchen, was zu deren Phagozytose und Clearance
fuhrt (61, 62). Zur Aufrechterhaltung der physiologischen Sehfunktion ist
Phagozytose der dulleren Stibchensegmente der Retina (ROS), die vom retinalen
Pigmentepithel téglich abgestoen werden, notwendig (55). Dabei ist CD36 an
der Erkennung der aus anionischen Phospholipiden bestehenden ROS-Membran

beteiligt (63).

Des Weiteren ist CD36 in der Erkennung und Clearance von Erythrozyten
involviert, die mit Plasmodium falciparum infiziert sind oder sich aufgrund von

Sichelzellandmie deformiert haben (64, 65).

Im Eierstock wurde CD36 auf den serdsen ovarialen Epithelzellen nachgewiesen.
Hier trigt CD36 zur Regulation der Angiogenese durch Bindung an Thrombos-
pondin-1 bei (66).

CD36 spielt ebenfalls eine Rolle bei der Aufnahme und Transport von
langkettigen Fettsduren in Zellen mit hoher metabolischer Kapazitit, darunter in

Adipozyten, Herz- und Skelettmuskelzellen (53). Beispielweise, wird CD36 in
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Endosomen der Skelettmuskelzellen gespeichert und kann bei Bedarf zur

Zellmembran transportiert werden, um somit die Fettsdureaufnahme zu erhohen

(67).

1.6.3 CD36: Rolle in der Metastasierung

Krebszellen zeigen eine gesteigerte Lipidstoffwechselaktivitdt, um den erhohten
Energiebedarf zur Bewiltigung der beschleunigten Zellproliferation und der Me-
tastasierungskaskade zu decken (68, 69). Die Fettsduren dienen unter anderem als
Energielieferanten fiir Krebszellen, um ihr malignes Potenzial aufrechtzuerhalten
(70). Durch gesteigerte Fettsdureoxidation und Adenosintriphosphat(ATP)-Pro-
duktion sind metastasierende Zellen unter anderem in der Lage, Anoikis (eine

Form des programmierten Zelltods (71)) zu umgehen (72, 73).

Die Beta-Oxidation, ein biochemischer Abbauprozess von Fettsdauren, stellt eine
der wesentlichen Quellen fiir die ATP-Produktion dar (74). Dieser katabolische
Prozess findet in der Mitochondrienmatrix statt, wo langkettige Fettsduren in
Acetyl-CoA umgewandelt werden (74). AnschlieBend wird das Acetyl-CoA
vollstdndig im Citratzyklus und in der Elektronentransportkette oxidiert, um ATP

zu generieren (74).

Im mesenchymalen Phanotyp der immortalisierten epithelialen Brustzellen, der
sich aus der epithelial-mesenchymalen Transition ableitete, zeigte sich im Ver-
gleich zum epithelialen Phianotyp eine gesteigerte Beta-Oxidation (75). Es wurde
ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Induktion der Beta-Oxidation in Ko-
lonkarzinomzellen durch Co-Kultivierung mit Adipozyten und der Initiierung des
EMT-Prozesses festgestellt (76). Dies deutet auf eine Wechselwirkung zwischen
der Beta-Oxidation und dem Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition

hin.
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Die Pathogenitat der Beta-Oxidation als Energielieferant in der Krebsprogression
ist nicht primér auf Mutationen von Beta-Oxidationsenzymen und deren Regula-
toren, wie beispielsweise Fettsduretransportprotein CD36, zuriickzufiihren,

sondern vielmehr auf deren Uberexpression (74, 77).

Es besteht eine Korrelation zwischen erhohter CD36-Expression und der
Aktivierung der epithelial-mesenchymalen Transition (78). CD36 fordert den
EMT-Prozess zumindest teilweise iiber den TGF-f-Signalweg, indem es zu einer
verminderten Expression epithelialer Marker fiithrt, wie zum Beispiel E-Cadherin,
und zur Uberexpression mesenchymaler Marker, wie zum Beispiel Vimentin (79).
Dies fithrt zum Verlust der Zelladhdsion, wodurch die Zellen ein invasives,

metastasierendes Potenzial erlangen (43).

Die Rolle von CD36 in der Krebsprogression wurde bereits in verschiedenen
Krebsarten nachgewiesen, darunter Brust- (80, 81), Prostata- (82), Eierstock-
(69), Magen- (83) und Kolonkarzinome (84) sowie Glioblastome (85), hepato-

zellulare Karzinome (86) und orale Plattenepithelkarzinome (77).

In seiner Studie untersuchte Pascual et al. das CD36-vermittelte Metastasierungs-
potenzial von oralen Plattenepithelkarzinomzellen 1in  orthotopischen
Mausmodellen. Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass die Blockade von
CD36 durch neutralisierende Antikorper in Plattenepithelkarzinomen der Mund-
hohle (PECM) zu einer Abwesenheit von Lymphknotenmetastasen fiihrt (77).
Dies verdeutlichte die Abhéngigkeit der Lymphknotenmetastasierung von oralen

Plattenepithelkarzinomen von der Fettsdureaufnahme tiber CD36.

Eine separate Untersuchung ergab eine gesteigerte Zellproliferation bei CD36-
positiven PECM-Zellen (87). Eine erhohte Expression von Ki-67, einem zellula-
ren Marker fiir Proliferation, wurde in den CD36-positiven Zellen im Vergleich

zu den CD36-negativen Zellen festgestellt (87).
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1.7 Zielsetzung und Fragestellung

Ziele der vorliegenden Arbeit sind:

1. Die retrospektive Analyse der CD36-Expression in Gewebeproben von
Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom.
2. Die Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen der CD36-

Expression und klinisch-pathologischen Patientendaten.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Besteht eine Assoziation zwischen dem Nachweis von CD36 in den
Tumorgewebsproben und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen?
2. Kann der Nachweis von CD36 als prognostischer Biomarker dienen und

sich als zusitzlicher diagnostischer Test fiir Tumorpatienten eignen?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Auswahl des Patientenkollektivs erfolgte retrospektiv, basierend auf der
Analyse von 83 Patienten mit der Diagnose eines oralen Plattenepithelkarzinoms,
welche zwischen 2010 und 2015 an der Klinik und Poliklinik der Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen untersucht

und mit kurativer Absicht behandelt wurden.

Die Einschlusskriterien fiir das vorliegende Patientenkollektiv waren:

1) Eine histopathologisch gesicherte Erstdiagnose von oralem Plattenepithel-
karzinom

2) Eine Tumorresektion an der Klinik und Poliklinik der MKG der LMU
Miinchen

3) Follow-up von mindestens 60 Monaten

4) Vorhandensein von histopathologischen Tumorgewebeblocken der

enthommenen Resektate

Ausschlusskriterien fiir das vorliegende Patientenkollektiv waren:

1) Patienten mit einer anderen malignen Erkrankung im Kopf- und
Halsbereich in der Vorgeschichte zum damaligen Zeitpunkt

2) Patienten mit einer bereits stattgefundenen Radio- und/oder Chemotherapie
zum damaligen Zeitpunkt

3) Patienten mit einer bereits stattgefundenen Antikdrpertherapie zum

damaligen Zeitpunkt
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Die Studie von Haidari et. al. (88), an der die Autorin der vorliegenden
Dissertation maBgeblich mitgewirkt hat, weist inhaltliche Uberschneidungen mit
dieser Arbeit auf. Diese Uberschneidungen betreffen insbesondere Teile des

Material- und Methodikabschnittes sowie einige Ergebnisse.

2.2 Datenerhebung

Folgende Daten wurden fiir jeden Patienten anhand der Patientenakten aus dem
chirurgischen Archiv sowie aus der elektronischen Patientendokumentation der

SAP-Software (Systemanalyse Programmentwicklung) erfasst:

* Geburtsdatum
= Geschlecht
= Tumorlokalisation
= Datum des ersten operativen Resektionstermins
= Rezidiv
=  Gesamtiiberlebensdauer
Aus den histopathologischen Berichten des pathohistologischen Instituts der

LMU Miinchen wurden folgende Daten erhoben:

* TumorgrofBle (T)

= Regiondre Lymphknotenmetastasen (N)
* Fernmetastasen (M)

* Grading (G)

= Befund der Resektionsrinder

* Anzahl der entnommenen Lymphknoten
* Anzahl der befallenen Lymphknoten

* LymphgefaBinvasion (L)

» VenengefaBinvasion (V)
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Alle Gewebeproben wurden gemall den Angaben der International Union Against

Cancer (UICC) TNM-Klassifikation von 2017 klassifiziert.

Datenerfassung beziiglich:

= Gewicht (kg)
= GrofBe (cm)
= BMI
* Cholesterinwerte
* Triglyzeridwerte
* Vorhandensein von Hypercholesterindmie
* Einnahme von Cholesterin- bzw. Lipidsenkern
zum Zeitpunkt des ersten operativen Resektionstermins erwies sich aufgrund der

Retrospektivitdt der Studie und unzureichender Dokumentation als unvollstindig.

CD36-Expression wurde anhand von Ergebnissen immunhistologischer Farbun-

gen erfasst.

2.3 Pathohistologisches Verfahren zum Nachweis von CD36

2.3.1 Tissue-Micro-Array Herstellung

Die Rekrutierung von zugehorigen Gewebeblocken erfolgte aus dem
pathohistologischen Institut der LMU Miinchen. Um die immunhistologische
Farbung ressourcenschonend sowie moglichst unter standardisierten
Féarbebedingungen und somit unter besserer Vergleichbarkeit durchfithren zu
konnen, wurde im pathohistologischen Institut der LMU Miinchen das von

Kononen im Jahr 1998 vorgestellte (89) TMA-Verfahren eingesetzt.
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2.3.2 Immunhistochemische Firbemethodik

Die immunhistologische Farbung erfolgte automatisiert mit dem VENTANA-
Benchmark-XT-Gerdt (Ventana Medical Systems) unter Anwendung des XT
ultraView-DAB-Detektionskits (Ventana Medical Systems) (Tabelle 4).

Vorbehandlungsphase Entparaffinierung und Erhitzung unter Einsatz von p ProTaqs
EDTA-Pufferlosung; Konzentration: 1 mM; pH-Wert 8,0;
Hersteller: Quartett; Produktnummer: 400500192

Inkubation Primirantikérper: CD36; Herkunft: Mouse; Klonalitt:
monoklonal; Klon: OTI3F4; Verdiinnung: 1:50; Hersteller:
OriGene Technologies GmbH, Herford, Germany;
Inkubationszeit: 60 min bei Raumtemperatur

Detektionssystem ImmPRESS Anti-Mouse IgG Polymer Kit (Fa.Vector, MP-
7402)

Chromogen DAB + (Fa.Agilent Technologies, K3468)

Gegenfirbung Hematoxylin Gill’s Formula (Fa.Vector, H-3401)

Tabelle 4: Immunhistochemisches Protokoll

2.3.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Féarbung erfolgte mittels
Lichtmikroskopie. Der Zusammenhang zwischen den klinischen und
pathologischen Befunden blieb unbekannt, um die verblindete Durchfiihrung der

Auswertung gewdhrleisten zu konnen.
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Die semiquantitative Auswertung basierte auf der Beurteilung der Intensitat der
membranstidndigen Farbung im Sinne eines braunen Prézipitats des DAB- (3,3¢-

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) Chromogens (Abbildung 2).

Zur einheitlichen Interpretation des CD36-Expressionsverhaltens wurde folgende

Kategorisierung festgelegt (Tabelle 5).

Score 0 keine Expression nachweisbar

Score 1 schwache Expression
nachweisbar

Score 2 moderate Expression
nachweisbar

Score 3 starke Expression nachweisbar

Tabelle 5: Score Einteilung des CD36-Expressionsverhaltens

Die Score Einteilung 0 und 1 wurde unter niedriger CD36- Expressionsrate sowie
die Score Einteilung 2 und 3 unter hoher CD36-Expressionsrate zusammenge-

fasst.

Die Farbescores wurden anschlieBend mit erhobenen klinischen wund

histopathologischen Befunden in Microsoft Excel tabellarisch zusammengefiihrt.
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Abbildung 2: Auswertung der gefdrbten histologischen Schnitte beziiglich des CD36-
Expressionsverhaltens, basierend auf der Intensitit des braunen Prézipitats des DAB-

Chromogens (88). Links: niedrige CD36-Expressionsrate, rechts: hohe CD36-Expressionsrate

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der erhobenen Daten
erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms R software Version 4.0.3 (R Core Team
(2020)). Fir die Erstellung bestimmter Abbildungen wurde zusitzlich die
Statistiksoftware SPSS V. 18.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) verwendet.

Fiir die metrische Variable ,,Alter zum Zeitpunkt der OP** (berechnet als Differenz
zwischen dem Geburtsdatum und dem Operationsdatum) wurden der Mittelwert
+ Standardabweichung (SD), der Median sowie das 95 %-Konfidenzintervall (KI)
ermittelt. Zur Analyse kategorialer Variablen wurden relative und absolute

Haufigkeiten bestimmt.

Daraufhin erfolgte der Vergleich der Patientengruppen mit niedriger und hoher
CD36-Expression mithilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson oder des Fisher-
Exakt-Tests, abhidngig von der Zellanzahl in der Kreuztabelle, um die

Testvoraussetzungen zu erfiillen. Um die Voraussetzung der Normalverteilung
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fiir den t-Test zu liberpriifen, wurde die metrische Variable ,,Alter zum Zeitpunkt
der Operation‘ mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung untersucht. Da

die Normalverteilungsannahme bestétigt wurde, kam der t-Test zur Anwendung.

Eine bindre logistische Regressionsanalyse wurde durchgefiihrt, um den
Zusammenhang zwischen den wunabhédngigen Studienvariablen (Alter,
Geschlecht, T-Stadium, CD36-Expression und Grading) und dem priméren
Studien-Outcome (N-Stadium NO vs. N+) zu untersuchen. Dabei lie3 sich die
Wabhrscheinlichkeit eines positiven N-Stadiums (N+) in Abhingigkeit von den
genannten Pradiktoren bestimmen. Die Stirke des Zusammenhangs wurde durch
die Berechnung der Odds Ratios (ORs) und 95 %-Konfidenzintervalle (KlIs) der
unabhéngigen Variablen quantifiziert. Ein Odds Ratio groBer als 1 lieB darauf
schlieBen, dass die jeweilige Variable mit einem erhohten Risiko fiir ein positives

N-Stadium (N+) assoziiert war.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen den unabhidngigen Variablen
(Alter zum Zeitpunkt der Tumorresektion, Grad der CD36-Expression,
TumorgroBe) und der abhingigen ordinalen Variable (N-Stadium) wurde mittels
ordinaler Regressionsanalyse durchgefiihrt. Zur Modellierung wurde die
Proportional-Odds-Logit-Regression (POLR) verwendet, implementiert durch
die Funktion polr aus dem R-Paket MASS in der statistischen Software R. Die
Starke des Zusammenhangs zwischen den unabhédngigen Variablen und dem
Risiko eines hoheren N-Stadiums wurde anhand von ORs und 95 %-KIs

quantifiziert.
Die Kaplan-Meier-Methode wurde angewendet, um den Zusammenhang

zwischen der CD36-Expression (hoch vs. niedrig) und dem progressionsfreien

Uberleben zu analysieren. Patienten wurden als progressionsfrei definiert, wenn
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sie zum jeweiligen Analysezeitpunkt die Progression noch nicht erlebt haben. Bei

fehlenden Verlaufsdaten erfolgte eine Zensierung.
Um den Einfluss der CD36-Expression auf die Uberlebenszeit unter
Einbeziehung anderer Faktoren zu analysieren, wurde ein Cox-Proportional-

Hazard-Modell angewendet.

Alle Ergebnisse wurden anhand eines Signifikanzniveaus von 0,05 bewertet und

bei p < 0,05 als statistisch signifikant eingestuft.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Patientenkollektives

Das in die Studie eingeschlossene Patientenkollektiv von 83 Patienten wurde auf
die Verteilung der CD36-Expression (niedrige versus hohe CD36-Expression)
untersucht. Die Scores 0 und 1 wurden als niedriges CD36-Expressionsmuster,
die Scores 2 und 3 als hohes CD36-Expressionsmuster definiert. Ein hohes CD36-
Expressionsmuster wurde bei 38 von 83 (45,8 %) Patienten nachgewiesen. Bei 45
von 83 (54,2 %) Patienten lag dementsprechend ein niedriges CD36-

Expressionsmuster vor (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Verteilung des CD36-Expressionsmusters im untersuchten Patientenkollektiv
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3.1.1 Alter und Geschlechtsverteilung

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 33 (40 %) Frauen und 50 (60 %) Ménnern
zusammen. Das mittlere Alter des Patientenkollektivs betrug 64,6 = 16,5 Jahre
(Median: 64,1; 95 %-KI: 60,98-68,19) (Abbildung 4). In der Gruppe mit niedriger
CD36-Expression betrug das Alter bei OP im Mittel 63,7 + 16,5 Jahre (Median:
63,9; 95 %-KI: 58,78-68,70), wiahrend die Gruppe mit hoher CD36-Expression
ein mittleres Alter von 65,6 £ 16,7 (Median: 66,4; 95 %-KI: 60,10-71,06)
aufwies. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden (p = 0,708) (Abbildung 5).

12 Mittelwert = 64.58
Std.-Abw. = 16.513
N = 83

10

Haufigkeit
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Alter

Abbildung 4: Histogramm der Altersverteilung im untersuchten Patientenkollektiv
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Abbildung 5: Vergleich des Alters bei der Operation zwischen der Gruppe mit niedriger
versus hoher CD36-Expression. Box-Plot-Darstellung. t-Test: p = 0,708

Bei der Gruppe der Frauen wiesen 17 (20,5 %) eine niedrige und 16 (19,3 %) eine
hohe CD36-Expression auf. Bei 22 (26,6 %) Mannern wurde eine hohe, bei 28
(33,7 %) eine niedrige CD36-Expression festgestellt. Es konnte kein statistisch
signifikanter Zusammenhang (p = 0,688) zwischen der Geschlechtsverteilung und

der CD36-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 6).

29



30 CD36.
Expression

M niedrig
Ohoch

20

Anzahl

22
26.51%

10

16
19.28%

weiblich mannlich

Geschlecht

Abbildung 6: Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und der CD36-Expression.
Pearson’s Chi>-Test. p = 0,688

3.1.2 Tumorlokalisation

Die haufigste Lokalisation des oralen Plattenepithelkarzinoms im untersuchten
Patientenkollektiv war der Processus alveolaris mandibulae (29/83, 34,9 %) und
der Mundboden (19/83, 22,9 %). Das Plattenepithelkarzinom der Zunge wurde in
18,1 % der Félle diagnostiziert. Der Processus alveolaris maxillae und der
Hartgaumen waren in 14,5 % der Fille, der Weichgaumen in 9,6 % der Fille

betroffen.

3.1.3 T-Status

Die meisten der untersuchten Tumoren wurden mit 34 % (28/83) dem T1-Stadium
zugeordnet, gefolgt vom T4-Stadium mit 29 % (24/83). Das T2-Stadium wurde
in 23 % (19/83) und das T3-Stadium in 14 % (12/83) der Félle diagnostiziert
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Die Tumoren des Stadiums T1 wiesen in 7 Féllen (8,4 %) eine hohe und in 21
Féllen (25,3 %) eine niedrige CD36-Expression auf. In 15 Fillen der Tumore des
Stadiums T4 (18,1 %) konnte eine hohe und in 9 Féllen (10,8 %) eine niedrige
CD36-Expression  festgestellt ~werden. Ein  statistisch  signifikanter
Zusammenhang zwischen der Verteilung des T-Stadiums und der CD36-
Expression war nachweisbar (p = 0,046) (Abbildung 7). So zeigten Tumore des
Stadiums T1 héufiger eine niedrigere CD36-Expression und Tumore des

Stadiums T4 haufiger eine hohe CD36-Expression.
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Abbildung 7: Zusammenhang zwischen dem T-Stadium und der CD36-Expression.
Pearson’s Chi?-Test. p = 0,046.
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3.1.4 N-Status

Im untersuchten Patientenkollektiv wiesen 40 Patienten (48,2 %) einen positiven
N-Status (N1, N2, N3) auf. Hierbei war das haufigste N-Stadium das Stadium N1
(n=19; 22,9 %), gefolgt von N2 (n =15; 18,1 %) und N3 (n =6; 7,2 %).

Wihrend lediglich bei 6 Patienten (7,2 %) mit einem NO-Status eine hohe CD36-
Expression nachgewiesen wurde, waren es 13 Patienten (15,7 %) im Stadium N1,
13 Patienten (15,7 %) im Stadium N2 und alle 6 Patienten im Stadium N3 (7,2 %)).
Insgesamt zeigte sich bei den Fillen mit positivem Lymphknotenstatus (N-
Stadium 1, 2 oder 3) in 32 Féllen (38,6 %) eine hohe CD36-Expression
(Abbildung 8). Beim statistischen Test zeigte sich ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen dem N-Stadium und der CD36-Expression (p < 0,001)

in der univariaten Analyse.
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Abbildung 8: Zusammenhang zwischen der CD36-Expression und der
Lymphknotenmetastasierung. Pearson’s Chi?-Test. p < 0,001

Die Sensitivitit des CD36-Biomarkers beziiglich des Auftretens der
Lymphknotenmetastasierung betrug 80 %; dessen Spezifitit 86 %. Der positive
Vorhersagewert von hoher CD36-Expression beziiglich des pN+-Status (N-
Stadium 1, 2 oder 3) lag bei 84 %. Der negative Vorhersagewert von niedriger

CD36-Expression beziiglich des pNO-Status lag bei 82 %.

3.1.5 M-Status

Lediglich bei 5 von 83 Patienten (6,0 %) des gesamten Patientenkollektivs konnte
zu dem Zeitpunkt der Erstdiagnose eine Fernmetastase diagnostiziert werden. Bei
allen 5 Patienten mit Stadium M1 stammen die Fernmetastasen von einem oralen
Plattenepithelkarzinom mit hoher CD36-Expression (Abbildung 9). Aufgrund der
fehlenden Zellzahl fiir das M-Stadium 1 bei der Gruppe mit niedriger CD36-

Expression wurde der exakte Test nach Fisher angewendet, um den
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Zusammenhang zwischen dem M-Stadium und der CD36-Expression statistisch
zu uberpriifen. Hierbei war der Zusammenhang zwischen dem M-Stadium und

der CD36-Expression statistisch signifikant (p = 0,017).
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Abbildung 9: Zusammenhang zwischen dem M-Stadium und der CD36-Expression. Exakter
Test nach Fisher. p=0,017

3.1.6 Differenzierungsgrad

Einen hohen Differenzierungsgrad (G1) wiesen 16 von 83 (19,3 %) untersuchten
Tumoren auf. MiBig differenziert (G2) waren 52 von 83 (62,7 %) Tumoren. Dem
Stadium G3 waren 15 von 83 (18,1 %) Tumoren zugeordnet. Hoch differenzierte
Tumoren wiesen in 2 Fillen (2,4 %) eine hohe und in 14 Fillen (16,9 %) eine
niedrige CD36-Expression auf. Schlecht differenzierte Tumore des Stadiums G3
zeigten in 10 Féllen (12,1 %) ein hohes und in 5 Fillen (6,0 %) ein niedriges
CD36-Expressionsmuster. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen

dem Grading und der CD36-Expression konnte festgestellt werden (p = 0,006)
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(Abbildung 10). So zeigte die Gruppe hoher Differenzierung (G1) haufiger ein
niedriges CD36-Expressionsmuster, wihrend die Gruppe mit schlechter

Differenzierung (G3) hiufiger ein hohes CD36-Expressionsmuster aufwies.

30

CD36
Expression

M niedrig
Ohoch

20

Anzahl

26
31.33%

10

14
16.87%

10
12.05%

2
2.41%|

2

Grading

Abbildung 10: Zusammenhang zwischen dem Grading und der CD36-Expression. Exakter
Test nach Fisher. p = 0,017

Tabelle 6 zeigt die vergleichende Statistik der Studienvariablen (univariate

Analyse) zwischen den beiden Studiengruppen (niedriges versus hohes CD36-
Expressionsmuster).
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niedrige CD36- hohe CD36-

.. Gesamtanzahl Expression Expression p-Wert
Klinischer Status N N =83 N =45 N =38
Alter (zum Zeitpunkt der )
Tumorresektion) [Jahre] 83 64 (60,98-68,19) 64 (58,89-68,70) 66 (60,10-71,06) 0,708
Geschlecht 83
weiblich 33 (40%) 17 (38%) 16 (42%)
0,688
ménnlich 50 (60%) 28 (62%) 22 (58%)
Tumorgrofie 83
T1 28 (34%) 21 (47%) 7 (18%)
T2 19 (23%) 9 (20%) 10 (26%)
0,046
T3 12 (14%) 6 (13%) 6 (16%)
T4 24 (29%) 9 (20%) 15 (39%)
Lymphknotenmetastasen 83
NO 43 (52%) 37 (82%) 6 (16%)
N1 19 (23%) 6 (13%) 13 (34%)
<0,001
N2 15 (18%) 2 (4.4%) 13 (34%)
N3 6 (7.2%) 0 (0%) 6 (16%)
Fernmetastasen 83
MO 78 (94%) 45 (100%) 33 (87%)
0,017
M1 5(6.0%) 0 (0%) 5 (13%)
Differenzierungsgrad 83
Gl 16 (19%) 14 (31%) 2 (5.3%)
G2 52 (63%) 26 (58%) 26 (68%) 0,006
G3 15 (18%) 5 (11%) 10 (26%)

Tabelle 6: Vergleichende Analyse der klinisch-pathologischen Charakteristika des
Patientenkollektivs in Abhéngigkeit vom CD36-Expressionsmuster. Fiir das Alter sind der
Median und das 95 %-Konfidenzintervall angegeben. Fiir die kategorialen Variablen sind
Haufigkeit und % angegeben
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3.2 Multivariate Analysen zur Untersuchung des Einflusses des
CD36-Expressionsmusters auf die
Lymphknotenmetastasierung

Es wurde eine logistische Regressionsanalyse mit N-Status (pNO vs. pN+) als
bindre abhingige Variable und mit klinisch-pathologischen Merkmalen: CD36-
Expression (niedrig vs. hoch); Alter zum Zeitpunkt der chirurgischen Resektion;
Geschlecht (weiblich vs. maénnlich); T-Klassifikation (T1, T2, T3, T4);
Differenzierungsgrad (G1, G2, G3) als unabhingige Variablen durchgefiihrt
(Tabelle 7). Die logistische Regressionsanalyse bestétigte einen Zusammenhang
zwischen der CD36-Expressionsstairke und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen (OR = 44,7; 95 %-KI: 10,0-316; p < 0,001). Ein hoher
CD36-Expressionsgrad ging damit 1m Vergleich zu einem niedrigen
Expressionsgrad mit einer 44,7-fach hoheren Wahrscheinlichkeit eines N+-Status
einher. In der durchgefiihrten logistischen Regressionsanalyse konnte au3erdem
festgestellt werden, dass ein Differenzierungsgrad von G3 im Vergleich zu einem
Grad G1 mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir einen N+-Status einhergeht
(OR =47,3; 95-% KI: 4,01-1,015; p = 0,005). Fiir die anderen Studienvariablen
(Alter, Geschlecht und Tumorgrofle) zeigte sich kein statistisch signifikanter

Zusammenhang.

Klinischer Status Odds Ratio 95%-Konfidenzintervall p-Wert
CD36-Expression

Niedrige CD36-Expression

Hohe CD36-Expression 44,7 10,0-316 <0,001
Alter (zum Zeitpunkt der 0,99 0,94-1,03 0,500
Tumorresektion) [Jahre]

Geschlecht
weiblich
mannlich 2,61 0,66-12,6 0,200
Tumorgrofie
T1
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Klinischer Status Odds Ratio 95%-Konfidenzintervall p-Wert

T2 0,92 0,11-6,51 0,900

T3 0,57 0,06-4,66 0,600

T4 0,36 0,05-2,17 0,300
Differenzierungsgrad

Gl

G2 3,17 0,51-28,6 0,200

G3 47,3 4,01-1,015 0,005

Tabelle 7: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse mit N-Status (+ versus -) als
bindre abhidngige Variable

Weiterhin wurde eine ordinale Regressionsanalyse mit dem N-Stadium als abhin-
gige Variable durchgefiihrt (Tabelle 8). Die ordinale Regressionsanalyse ergab
ebenfalls einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der CD36-Ex-
pression und dem N-Stadium. Eine hohe CD36-Expression erhohte die Wahr-
scheinlichkeit eines Upstagings des N-Stadiums um das 23,6-fache mit einem
Konfidenzintervall 8.07-78.7 (p <0,001). Fiir die anderen Studienvariablen

zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang.

Klinischer Status Odds Ratio 95%-Konfidenzintervall
CD36-Expression

Niedrige CD36-Expression

Hohe CD36-Expression 23,6 8,07-78,7

Alter (zum Zeitpunkt der Tumorresektion) 0.99 0.96-1,02
[Jahre]
Tumorgrofie

Tl

T2 1,43 0,36-5,52

T3 1,32 0,30-5,52

T4 1,55 0,41-5,83

Tabelle 8: Ergebnisse der ordinalen Regressionsanalyse mit N-Stadium als abhédngige
Variable
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3.3 Uberlebenszeitanalyse

3.3.1 Analyse des progressionsfreien- und Gesamtiiberlebens

Mittels der Kaplan-Meier-Methode wurde die Analyse des progressionsfreien
Uberlebens fiir eine hohe und niedrige CD36-Expression durchgefiihrt
(Abbildung 11). Nach 12 Monaten Follow-up waren 86,6 % (39/45) der Patienten
mit niedrigem CD36-Expressionsmuster und 76,3 % (29/38) der Patienten mit
hohem CD36-Expressionsmuster noch ,,at risk* (haben daher das Event, also die
Progression, noch nicht erlebt). Nach weiteren 12 Monaten Follow-up (d. h. nach
24 Monaten) waren 84,4 % (38/45) der Patienten mit niedriger CD36-Expression
und nur 57,9 % (18/38) der Patienten mit hoher CD36-Expression noch ,,at risk*.
Zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups waren 31 von 45 Patienten (68,9 %) mit
niedriger CD36-Expression noch ,,at risk® und damit progressionsfrei, wahrend
in der Gruppe mit hoher CD36-Expression nur 13 von 38 (34,2 %) noch ,,at risk*
und damit progressionsfrer waren. Das anhand der Kaplan-Meier-Methode
berechnete mittlere Uberleben des gesamten Patientenkollektivs lag bei 49,02
Monaten (95 %-KI: 43,17-54,88). Im Vergleich zur Patientengruppe mit hoher
CD36-Expressionsrate (mittleres Uberleben: 32,55 Monate; 95 %-KI: 25,08—
40,02) wiesen die Patienten mit einem niedrigen CD36-Expressionsmuster
(mittleres Uberleben: 41,48 Monate; 95 %-KI: 36,49-46,47) ein lingeres
progressionsfreies Uberleben auf. Der Unterschied wurde mithilfe des Log-Rank-
Tests iberpriift. Hierbei konnte ein statistisch signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden (p < 0,001).
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Abbildung 11: Graphische Darstellung des progressionsfreien Uberlebens in Abhingigkeit
vom CD36-Expressionsmuster nach der Kaplan-Meier-Methode (88). Anzahl der Patienten
unter Risiko, gibt die Anzahl der Patienten an, die zu dem angegebenen Zeitraum noch am
Leben waren. Log-Rank-Test. p < 0,001

3.3.2 Cox-Regressionsanalyse

Der Einfluss der klinisch-pathologischen Variablen (CD36, Geschlecht, Alter, T-
Stadium, N-Stadium, Grading) auf die Uberlebenszeit wurde mithilfe einer Cox-
Regressionsanalyse ermittelt (Tabelle 9). Es konnte eine statistisch signifikante
Assoziation zwischen N-Stadium, Alter und Geschlecht und dem
progressionsfreien Uberleben gezeigt werden. Im Vergleich zum NO-Stadium
zeigten N1 mit HR = 2,42 (95 %-KI: 0,91-6,42; p = 0,076), N2 mit HR = 4,42
(95 %-KI: 1,55-12,6; p = 0,006) und N3 mit HR = 8,12 (95 %-KI: 1,67-39.4;

p = 0,009) deutlich erhohte Hazard Ratios. Ménnliche Patienten zeigten im
Vergleich zu Frauen ein 2,59-fach erhohtes Risiko eines Events (HR = 2,59,
95 %-KI: 1,15-5,86; p = 0,022). Jedes weitere Lebensjahr erhohte das Risiko des
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Events um 5 % (HR = 1,05, 95 %-KI: 1,02-1,08; p < 0,001). Keine der anderen

unabhingigen Variablen wies

einen

signifikanten Einfluss

auf das

progressionsfreie Uberleben auf. Insbesondere zeigte die CD36-Expression

keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben (HR = 1,35; 95 %-KI: 0,55-3,55,

p = 0,500).

Klinischer Status
CD36-Expression
Niedrige CD36-Expression
Hohe CD36-Expression

Alter (zum Zeitpunkt der
Tumorresektion) [Jahre]

Geschlecht
weiblich
ménnlich

Tumorgrofle

T1

T2

T3

T4
Lymphknotenmetastasen

NO
N1
N2

N3
Differenzierungsgrad

Gl
G2
G3

HR

1,35
1,05

2,59

1,20
2,36
1,92

2,42
4,42
8,12

1,54
0,99

95%-Konfidenzintervall

0,55-3,35
1,02-1,08

1,15-5,86

0,41-3,50
0,82-6,76
0,72-5,13

0,91-6,42
1,55-12,6
1,67-39,4

0,52-4,58
0,26-3,75

p-Wert

0,500
<0,001

0,022

0,700
0,110
0,200

0,076
0,006
0,009

0,400
0,900

Tabelle 9: Ergebnisse der COX-Regressionsanalyse zur Untersuchung des Einflusses
der Studienvariablen auf das progressionsfreie Uberleben
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4 Diskussion

Ca. 5% aller bosartigen Tumoren treten in der Mundhohle auf, wobei
Plattenepithelkarzinome mit einem Anteil von 95 % die haufigste Form darstellen

(1,2, 4).

Die Klassifikation der Mundhohlenkarzinome erfolgt anhand des TNM-Schemas,
das darauf abzielt, eine individualisierte Therapie und Risikoeinschitzung
vorzunehmen (14, 15). Die lymphogene Metastasierung stellt dabei einen der
wichtigsten  prognostischen Faktoren dar. Das Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen fithrt zu einem invasiveren Therapievorgehen, da die
Prognose in solchen Féllen erheblich beeintrachtigt ist. Die 5-Jahres-
Uberlebensraten bei Patienten mit pNO-Status sind etwa dreimal héher im
Vergleich zu Patienten mit pN+-Status, und das Rezidivrisiko nach
abgeschlossener Therapie ist beim Lymphknotenbefall ebenfalls erhoht (26, 32,
34-36). In 2040 % der Falle tritt be1 Mundhohlenkarzinomen trotz eines klinisch
und bildgebend unauffilligen Befundes eine okkulte Metastasierung auf (19). Die
herkommliche TNM-Klassifikation ermoglicht keine Vorhersage des Risikos fiir
Lymphknotenmetastasen ~ und  beriicksichtigt nicht die  biologische
Tumorheterogenitat. Daher ist es von besonderer Relevanz, weitere prognostische
Faktoren zu identifizieren, die eine prizisere Tumorcharakterisierung und eine

verbesserte Risikoeinschitzung ermdglichen.

Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen
dem CD36-Expressionsgrad in oralen Plattenepithelkarzinombiopsaten und dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasierung und somit der Eignung von CD36 als
moglicher  prognostischer  Biomarker  fiir  Patienten @ mit  oralen

Plattenepithelkarzinomen.
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Es erfolgte die Rekrutierung von insgesamt 83 Patienten, die nach der
Erstdiagnose eines oralen Plattenepithelkarzinoms einer chirurgischen Therapie
unterzogen wurden und fiir mindestens 60 Monate an Untersuchungen

teilnahmen.

Unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers erfolgte eine
immunhistochemische Féarbung der zugehorigen Tumorgewebeblocke und
anschliefende Kategorisierung hinsichtlich des CD36-Expressionsverhaltens.
Die gewonnenen immunhistochemischen Befunde wurden mit den erhobenen
klinisch-pathologischen Daten zusammengefiihrt und statistischer Analyse

unterzogen.

Bei insgesamt 38 Patienten (45,8 %) wurde eine erhohte CD36-Expression nach-
gewiesen. In den anderen bereits veroffentlichten Studien betrug die CD36-Ex-
pressionsrate 19 % im Osophagus-Plattenepithelkarzinom (90) und 73 % im Zer-
vixkarzinom (79). Das unterschiedliche CD36-Expressionsverhalten ist unter an-
derem auf unterschiedliche Tumorbiologie, differierende immunhistochemische
Nachweismethoden und unterschiedliche Einschlusskriterien beim Patienten-

kollektiv zurtickzufithren.

Im untersuchten Patientenkollektiv wiesen 40 Patienten (48,2 %) einen N-+-Status
(N1, N2, N3) auf. Bei 13 Patienten (15,7 %) im Stadium N1, 13 Patienten
(15,7 %) 1m Stadium N2 und bei allen 6 Patienten im Stadium N3 (7,2 %) wurde
eine erhohte CD36-Expression nachgewiesen. In der Gruppe der Patienten im NO-
Stadium wurde lediglich bei 6 Patienten (7,2 %) eine erhohte CD36-Expression
festgestellt. Es konnte somit in der univariaten Analyse ein statistisch
hochsignifikanter Zusammenhang zwischen der CD36-Expressionsrate und der
Lymphknotenmetastasierung nachgewiesen werden (Pearson’s Chi*-Test.

p <0,001). In unserem Patientenkollektiv ging ein hoher CD36-Expressionsgrad
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im Vergleich zu einem niedrigen Expressionsgrad mit einer 44,7-fach hoheren
Wahrscheinlichkeit eines N+-Status einher (OR =44,7; 95 %-KI: 10,0-316;
p <0,001).

Vergleichbare Studien bestdtigten ebenfalls einen signifikanten statistischen Zu-
sammenhang zwischen der CD36-Expression und der Lymphknotenmetastasie-

rung.

So zeigten Yoshida et al. in ihrer Untersuchung einen statistisch relevanten
Zusammenhang zwischen CD36-Uberexpression und der Progression des T-
Status beim Osophagus-Plattenepithelkarzinom (90). In einer weiteren Studie von
Deng et al. zur CD36-Expression im Zervixkarzinom konnte zusétzlich eine
statistisch signifikante Assoziation zwischen der CD36-Expression und der
Tumordifferenzierung nachgewiesen werden (79). Ahnliche Ergebnisse konnten
in unserer Patientenkohorte erzielt werden. Die univariate Analyse zeigte einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Verteilung des T-Stadiums
und der CD36-Expression (p = 0,046), in dem die Tumore des Stadiums T4
haufiger eine hohe CD36-Expression aufwiesen als die Tumore des Stadiums T1.
Ebenso zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Grading und der CD36-
Expression (p = 0,006), in dem die Tumore mit niedriger Differenzierung (G3)
hiaufiger CD36-Uberexpression zeigten als die Tumore mit hohem

Differenzierungsgrad (G1).

In Analogie zu den Ergebnissen vergleichbarer Studien konnte in der
multivariaten Analyse unter Beriicksichtigung anderer Variablen kein statistisch
signifikanter Einfluss der CD36-Expression auf das progressionsfreie Uberleben
gezeigt werden (HR = 1,35; 95%-KI: 0,55-3,55, p = 0,500). Vielmehr zeigte sich
eine statistisch signifikante Assoziation zwischen N-Stadium, Alter und

Geschlecht und dem progressionsfreien Uberleben.
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Aufgrund der geringen Metastasierungswahrscheinlichkeit der
Oberkieferkarzinome ist es in der Fachwelt umstritten, ob eine elektive Neck
Dissection bei NO-Oberkieferkarzinomen im Allgemeinen indiziert ist oder ein
abwartendes Vorgehen gerechtfertigt sein kann (91-95). Die S3-Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie von Mundhohlenkarzinomen spricht eine
konsensbasierte Empfehlung aus, wonach bei cTINO-Tumoren im Oberkiefer auf
eine Neck Dissection verzichtet werden kann (6). Diese Empfehlung gilt, wenn
der Tumor die Grenzen des Alveolarfortsatzes und des harten Gaumens nicht
uiberschreitet, die Invasionstiefe unter 3 mm liegt, eine regelméaflige Nachsorge
garantiert werden kann sowie die histologische Auswertung die T-Kategorie

sicherstellt (6).

Trotz dieser Empfehlung fehlen jedoch prospektive randomisierte Studien, die
klare Risikogrenzen festlegen konnen, ab denen eine elektive Neck Dissection
durchgefiihrt werden soll. Zudem schlieBt die erschwerte prioperative
Bestimmung der Invasionstiefe eine allgemeine Empfehlung zum Verzicht auf

elektive Neck Dissection aus (6).

In unserem Patientenkollektiv betrug die Sensitivitdit von CD36 beziiglich des
Auftretens der Lymphknotenmetastasierung 80 %, die Spezifitit 86 %. Damit
konnte zukiinftig die CD36-Expression eine prizisere Charakterisierung der
Tumorbiologie ermoglichen und somit bei der Erstellung individueller
Risikoprofile hilfreich sein. Diese Erkenntnisse konnten wiederum
Therapieentscheidungen zur Notwendigkeit einer Lymphknotenausriumung bei

cTINO-Oberkieferkarzinomen unterstiitzen.

Die Assoziation zwischen der erhohten CD36-Expression und dem gesteigerten
Risiko fiir Lymphknotenmetastasierung lisst sich durch folgende Mechanismen
erkldaren. Die epithelial-mesenchymale Transition spielt dabei eine wichtige Rolle
in der Dissemination von Krebszellen (40). Hierbei erlangen epitheliale Zellen

mesenchymale Eigenschaften, was zu einem invasiven und metastasierenden

45



Verhalten fiihrt, das durch erhohte Migrations- und Invasionsfahigkeit sowie

gesteigerte Resistenz gegeniiber Apoptose gekennzeichnet ist (42, 43, 51).

Ein Zusammenhang zwischen der CD36-Expression und der epithelial-
mesenchymalen Transition wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen. In der
Studie von Deng et al. zur Rolle der CD36-Expression im Zervixkarzinom konnte
eine statistisch signifikante Korrelation zwischen einer verminderten Expression
von E-cadherin (einem epithelialen Marker der EMT) sowie einer erhOhten
Expression von Vimentin (einem mesenchymalen Marker der EMT) und CD36-
Uberexpression festgestellt werden (79). In der Studie von Sakurai et al. zu oralen
Plattenepithelkarzinomen konnten vergleichbare Ergebnisse erzielt werden (87).
Nath et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die CD36-Expression eng mit der
Induktion des epithelial-mesenchymalen Ubergangs beim hepatozelluliren

Karzinom (HCC) assoziiert ist (86).

In Anbetracht des gesteigerten Energiebedarfs von Krebszellen bei
Zellproliferation und Metastasierung wurde in aktuellen Studien der metabolische
Einfluss von Fettsduren als potenzielle Energielieferanten untersucht. Die
Analyse der Rolle des Lipidmetabolismus in der Progression des
Prostatakarzinoms zeigte eine erhohte Fettsdureaufnahme in den
Prostatakrebszellen (82). Die Deletion von CD36 fiihrte in Tiermodellen zur
Verlangsamung der Prostatakrebsprogression (82). Ebenso wurde beobachtet,
dass eine gesteigerte Fettsdureaufnahme durch CD36 zur Induktion der EMT im

hepatozelluldaren Karzinom fiihrt (86).

Die Studie von Pascual et al. zeigte, dass Palmitinsdure und eine fettreiche Ernih-
rung das metastasierende Potenzial von Krebszellen in einer CD36-abhingigen
Weise steigern (77). Zusétzlich wurde in Mausmodellen festgestellt, dass die Blo-

ckierung von CD36 durch neutralisierende Antikorper die Metastasierung von
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Mundhéhlenkrebs hemmt (77). Die Ubertragbarkeit dieser Erkenntnisse auf den
Menschen bleibt jedoch unklar.

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass eine wechselseitige Beziehung
zwischen der Expression von CD36 und Erndhrungsfaktoren existieren konnte.
Nach der Definition der American Society of Clinical Oncology stellt
Ubergewicht einen der Risikofaktoren fiir Krebssterblichkeit dar (96). Eine
ausgewogene mediterrane Erndhrung, reich an Gemdiisen, Friichten, Olivendl und
mehrfach ungesittigten Fettsduren, zeigt nachweislich eine signifikante
Reduktion des Risikos fiir die Entwicklung eines Mundhohlenkarzinoms (97-

100).

Das wenig erforschte, jedoch klinisch relevante Gebiet der prd- und
postoperativen Erndhrungseinfliisse auf die Lymphknotenmetastasierung konnte
als Grundlage fiir zukiinftige therapeutische Interventionen dienen. Dies konnte

einen Beitrag zur Beeinflussung der Tumorprogression und Prognose leisten.
Im Folgenden werden die Limitationen dieser Arbeit kritisch analysiert.

Primar ist zu beachten, dass die vorliegende Studie einem retrospektiven Studien-
design unterliegt, was unvermeidlich mit bekannten Limitationen einhergeht und
einen geringeren Evidenzgrad impliziert. Aufgrund dieser retrospektiven Heran-
gehensweise konnten nicht simtliche relevante Daten vollstandig erfasst werden.
Somit konnte die Bewertung des Zusammenhangs zwischen der CD36-
Expression und dem BMI, als Indikator fiir Fettsdureaufnahme, aufgrund der un-

vollstandigen Datenlage nicht beurteilt werden.

Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass vergleichbare Studien keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen dem BMI und dem Ausmal} der
epithelial-mesenchymalen Transition im hepatozelluliren Karzinom aufweisen
(86). Diese Beobachtung legt nahe, dass der BMI moglicherweise keine

verldssliche Messgrof3e fiir die individuelle Fettsdureaufnahme darstellt.
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Eine weitere limitierende GroBe dieser Arbeit ist die begrenzte Fallzahl, auch
wenn diese im Durchschnittsbereich im Vergleich zu anderen Studien zu diesem

Thema liegt.

Eine zusitzliche Schwiche besteht darin, dass alle Patienten in unserer Studien-
kohorte eine chirurgische Intervention erforderten, was auf einen tendenziell
schwereren Krankheitsverlauf hindeutet. Des Weiteren ist anzumerken, dass re-
gelméBige Follow-up-Termine wahrscheinlicher bei Patienten sind, die auf kon-
tinuierliche Uberwachung angewiesen sind. Dies konnte dazu gefiihrt haben, dass
eher Patienten mit einem schwerwiegenderen Krankheitsverlauf in die Studie ein-
geschlossen wurden. Infolgedessen besteht die Moglichkeit, dass die beobachtete
Korrelation zwischen der CD36-Expression und der Lymphknotenmetastasierung
in unserer Patientenkohorte ausgepragter ist als bei der Gesamtheit aller Patienten

mit dem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle.

Trotz der Limitationen retrospektiver Studien beziiglich prognostischer Aussagen
legen die vorliegenden Ergebnisse nahe, dass die CD36-Expression potenziell
eine risikobasierte Beurteilung in Bezug auf die Lymphknotenmetastasierung bei
oralen Plattenepithelkarzinomen ermdglichen konnte. In Kombination mit ande-
ren Risikofaktoren konnte die CD36-Expression somit die Therapieentscheidun-

gen hinsichtlich der Notwendigkeit einer Neck Dissection unterstiitzen.

Um diese Schlussfolgerungen zu validieren, sind weitere prospektive Studien mit
groBerer Fallzahl erforderlich. Eine Analyse der zugrunde liegenden
Mechanismen, durch die CD36 zur Lymphknotenmetastasierung von oralen
Plattenepithelkarzinomen beitragen konnte, ist von grolem klinischem Interesse.
Dies konnte potenziell neue therapeutische Ansitze aufzeigen. Relevant wire die
Untersuchung, ob die Blockade von CD36 durch neutralisierende Antikorper
erfolgversprechend ist und inwiefern dies die Lymphknotenmetastasierung

beeinflusst.
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Die Analyse der Rolle der externen Fettsdureaufnahme in der pri- und postopera-
tiven Erndhrung und deren potenziellen Einfluss auf die Lymphknotenmetastasie-
rung konnte neue non-invasive Behandlungskonzepte fiir die klinische Praxis auf-

zeigen.
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S5 Zusammenfassung

Das Auftreten der lymphogenen Metastasierung beim oralen Plattenepithelkarzi-
nom gilt als einer der wichtigsten prognostischen Faktoren, da es mit einem er-
hohten Rezidivrisiko und einer etwa dreimal niedrigeren 5-Jahres-Uberlebensrate

im Vergleich zu Patienten mit pNO-Stadium assoziiert ist (25,33-35).

Die herkommliche TNM-Klassifikation ermdglicht jedoch keine prézise
Einschiatzung des Lymphknotenmetastasierungsrisikos, was die Identifikation

weiterer prognostischer Faktoren erforderlich macht.

Diese Studie hatte zum Ziel, die Korrelation zwischen dem CD36-Expressions-
grad und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen bei oralen Plattenepithel-

karzinomen zu untersuchen.

Insgesamt wurden 83 Patienten mit der Diagnose eines oralen Plattenepithelkar-
zinoms eingeschlossen, welche zwischen 2010 und 2015 an der Klinik und Poli-
klinik der MKG der LMU Miinchen mit kurativer Absicht behandelt wurden. Es
erfolgte retrospektive Datenerhebung anamnestischer, klinischer und pathohisto-
logischer Parameter. Mithilfe immunhistochemischer Farbemethodik wurden die
zugehorigen Tumorgewebeblocke anhand des CD36-Expressionsverhaltens kate-
gorisiert. Die erhobenen Daten wurden anschlieend einer statistischen Analyse

unterzogen.

Eine erhohte CD36-Expression wurde bei 38 (45,8 %) von 83 Patienten
nachgewiesen. 40 Patienten (48,4 %) wiesen einen N+-Status (N1, N2, N3) auf.
Bei 32 von 40 Patienten (38,6 %) mit N+-Status lag eine erhohte CD36-
Expression vor, wihrend lediglich bei 6 von 43 (7,2 %) Patienten mit einem NO-
Status erhohte CD36-Expression festgestellt wurde. Die statistische Analyse

zeigte einen hochsignifikanten Zusammenhang zwischen der CD36-
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Expressionsrate und dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen
(Pearson’s Chi%-Test, p < 0,001). Die Uberexpression von CD36 war in unserem
Patientenkollektiv im Vergleich zu einem niedrigen Expressionsgrad mit einem
44,7-fach hoheren Risiko fiir Lymphknotenmetastasierung assoziiert (OR = 44,7,
95%-KI: 10,0-316; p <0,001).

Der identifizierte Zusammenhang zwischen der CD36-Expression und dem
Auftreten von lymphogener Metastasierung lasst darauf schlieen, dass CD36 in
Zukunft unterstiitzend bei Therapieentscheidungen und als potenzielles Ziel fiir
neue spezifische therapeutische Ansitze agieren konnte. Weitere prospektive
Studien sind jedoch erforderlich, um diese Schlussfolgerungen zu validieren und
den genauen Mechanismus, durch den CD36 zur Lymphknotenmetastasierung

beitragt, zu verstehen.
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