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1. Publikation  

 

Die Publikation der Studie erschien im Juni 2024 in dem Peer-Review-Journal  

Anticancer Research: 

Krüger K, Grust A, Muallah D, Patenge A, Wikman H, Mesa MM, Knust ES, Sartori A, 

Smeets R, Kluwe L, Friedrich RE, Burg S. PIK3CA Hotspot Mutations in Saliva as a 

Diagnostic Marker in Oral Squamous Cell Carcinoma Patients. Anticancer Res. 2024 

Jun;44(6):2369-2376. doi: 10.21873/anticanres.17044. PMID: 38821622. 
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1.2. Kongressbeiträge 

 

Die Studie wurde im Rahmen folgender Kongressbeiträge vorgestellt: 

• 26th Congress of the European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery; 

Madrid, Spain; 27.-30.09.2022 

o Posterbeitrag: Hotspot DNA mutations in saliva as a diagnostic marker  

in patients with oral squamous cell carcinoma 

 

• 53. Jahrestagung des Deutsch-Österreichisch-Schweizerischen Arbeitskreises für 

Kopf-Hals-Tumoren; Münster, Deutschland; 9.-12.11.2022 

o Kurzvortrag: PIK3CA Hotspot Mutationen im Speichel als diagnostischer 

Marker beim oralen Plattenepithelkarzinom 

 

• 73. Jahreskongress der Deutschen Gesellschaft für Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie; Hamburg, Deutschland; 14.-17.06.2023 

o Kurzvortrag: PIK3CA Hotspot Mutationen im Speichel als diagnostischer 

Marker beim oralen Plattenepithelkarzinom 
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2. Hintergrund der Studie 

 

2.1. Einleitung 

 

2.1.1. Das orale Plattenepithelkarzinom 

 

Das orale Plattenepithelkarzinom ist die häufigste Tumorentität der Mundhöhle und steht 

an 6. Stelle der weltweit häufigsten Krebsdiagnosen (Bray et al., 2018, Wang et al., 2020). 

Die Therapie umfasst die chirurgische Resektion des Tumors mit ggf. Rekonstruktion des 

Resektionsdefektes, die Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich und/oder die onkologische 

Systemtherapie (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019). 

Separate oder kombinierte Therapieansätze werden entsprechend der Tumorboard-

Beschlüsse festgelegt und haben für die Patienten oft mutilierende Auswirkungen auf 

Ästhetik, Sprachbildung und die Nahrungsaufnahme (Leitlinienprogramm Onkologie 

(Deutsche Krebsgesellschaft, 2019)). Das 5-Jahres-Überleben ist dennoch mit ca. 70% 

eher limitiert, die Gründe hierfür sind vielfältig (Bschorer et al., 2022). 

Bei 40% der Erstdiagnosen liegt bereits eine Metastasierung in die zervikalen 

Lymphknoten vor (Bschorer et al., 2022). Viele Patienten mit einem oralen 

Plattenepithelkarzinom besuchen unregelmäßig den Zahnarzt und die Untersuchung 

umfasst zunächst die klinische Untersuchung, die von Untersuchungszeit, Erfahrung des 

Untersuchers und Compliance des Patienten abhängig ist, sodass die Früherkennung 

einigen Herausforderungen unterliegt. Prognostisch schlecht ist das Auftreten eines 

Tumorrezidivs, wobei die meisten Rezidive innerhalb des ersten Jahres nach operativer 

Resektion auftreten (Cristaldi et al., 2019). Somit kommt neben der Frühdiagnostik auch 

der Rezidiverkennung ein hoher Stellenwert bei der Behandlung des oralen 

Plattenepithelkarzinoms zu. Auch diese umfasst aber vorrangig die klinische 

Untersuchung gepaart mit regelmäßig angewendeten Bildgebungsverfahren wie der 

Sonographie oder Computertomographie. Bei postoperativ meist verändertem Situs ist es 

anspruchsvoll, bei der klinischen Nachsorge zwischen Narbengewebe, Ödem, 

Transplantat, (Schleim-)Hautirritation durch Einbisse oder adjuvante Radiatio und 

erneuter Tumorbildung zu unterscheiden. 
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Neben der klinischen Untersuchung und den etablierten Bildgebungsverfahren ist eine 

histologische Untersuchung des Tumors vor Einleitung der Therapie unabdingbar 

(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019)). Die Gewinnung 

von Probebiopsien im Mundraum ist für die Patienten jedoch unangenehm und birgt die 

Gefahr von Blutungen und Entzündungen. Die Biopsien erfassen außerdem nur einen Teil 

des Tumors, der durch Nekrosebildung und Gewebeheterogenität charakterisiert ist. Es 

besteht also die Möglichkeit eines sog. sampling error. Liegt ein Residualtumor (R1 

Status) nach der Resektion oder ein inoperables und stattdessen systemisch zu 

behandelndes Tumorstadium vor, wäre es vorteilhaft, den Tumor im Verlauf bioptisch 

untersuchen zu können, um Therapieansprechen und das etwaige Auftreten neuer 

Mutationen untersuchen zu können. Dies ist in der praktischen Durchführung kaum 

darstellbar. Die bei anderen Tumorentitäten häufig untersuchten Tumormarker sind beim 

oralen Plattenepithelkarzinom zu unspezifisch. Eine systemische Diagnostik für 

Therapiemonitoring und Rezidiverkennung ist aktuell nicht möglich und wäre 

wünschenswert (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019)). 

 

2.1.2. Liquid Biopsies 

 

Eines der Kerncharakteristika maligner Tumoren ist deren Invasivität mit Anschoppung 

von Lymph- und Blutgefäßen. Über diese findet die Aussendung von 

Tumorinformationen in die Umgebung und die Metastasierung statt (Pantel and Alix-

Panabières, 2010). Sobald der Tumor also vom Stadium des Carcinoma in situ in das 

eines Karzinoms übergeht, ist eine systemische Komponente der Erkrankung gegeben. 

Genetisches Material des Tumors wird passiv durch Apoptose oder Nekrose und aktiv 

durch Vesikelabschnürung verteilt (Cristaldi et al., 2019). Der Begriff Liquid Biopsies 

(LB) beschreibt die genetische Untersuchung von Malignomen anhand von 

Körperflüssigkeiten und funktioniert ähnlich der Untersuchung fetaler DNA im 

mütterlichen Blut bei der nicht-invasiven Pränataldiagnostik (Pantel and Alix-Panabières, 

2010). LB-Marker sind frei zirkulierende DNA-Fragmente (cfDNA), wovon einige neben 

der physiologischen DNA vom Tumor entstammen (ctDNA), zirkulierende Tumorzellen 

(CTCs), die sich als disseminierte Tumorzellen (DTCs) in anderen Organen zu 

Fernmetastasen vermehren können und sekretierte Vesikel wie Exosomen (Pantel and 

Alix-Panabières, 2010, Cristaldi et al., 2019).  
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Anders als bei der regelhaften Untersuchung von Tumormarkern repräsentieren 

LB-Marker die unmittelbare genetische Konfiguration des Tumors (Cristaldi et al., 2019). 

Die systemische Untersuchung ist ortsunabhängig und kann schlecht zu erreichende 

Tumoren genauso untersuchen, wie Malignome ohne bekannten Primarius (sog. cancer 

of unknown primary). Da die Gesamtheit der durch den Tumor abgesonderten genetischen 

Informationen untersucht wird, wird ein sampling error vermieden. Außerdem ist eine 

nicht-invasive Untersuchung des Tumors im zeitlichen Verlauf möglich und kann das 

Therapieansprechen bzw. die Bildung von Resistenzen oder neuen Mutationen bewerten. 

LB nutzen meist Blut als zu untersuchendes Medium, aber auch Urin, Pleuraflüssigkeit 

und Drüsensekrete können je nach Tumorlokalisation zu untersuchende 

Tumorbestandteile enthalten. Beim oralen Plattenepithelkarzinom besteht ein 

unmittelbarer Kontakt des Tumors zum Speichel der Mundhöhle. Zur Extraktion 

genetischer Informationen dieser Entität erscheint somit Speichel als geeignetes Medium 

und ist schnell, einfach, schmerz- und risikolos zu gewinnen (Cristaldi et al., 2019). 

Anders als bei Tumoren mit starker genetischer Prädisposition (z.B. das 

Mammakarzinom) entsteht das orale Plattenepithelkarzinom vorrangig durch Mutationen 

auf dem Boden lokaler DNA-Schädigung durch Konsum von Noxen. So erhöht der 

regelmäßige Tabakkonsum die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten eines oralen 

Plattenepithelkarzinoms genauso wie der regelmäßige Konsum hochprozentiger 

Alkoholika (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019). Auch 

eine Assoziation mit chronischen HPV-Infektionen ist nachgewiesen, wobei HPV-

assoziierte Plattenepithelkarzinome häufiger im Bereich des Pharynx vorkommen. Die 

beim oralen Plattenepithelkarzinom am meisten nachgewiesenen Mutationen betreffen 

die Gene TP53, NOTCH1, CDKN2A, HRAS und PIK3CA (Starzyńska et al., 2020). Die 

häufigsten für eine Tumorentität typischen Mutationen nennt man Hotspot Mutationen 

(Pantel and Alix-Panabières, 2010, Cristaldi et al., 2019).  

Bei der genetischen Untersuchung in Körperflüssigkeiten durch LB kommen sog. 

ungezielte und gezielte Herangehensweisen zum Einsatz. Ungezielte Ansätze, wie z.B. 

das whole genome sequencing oder bestimmte Verfahren des next generation sequencing 

können Punktmutationen, Deletionen, Insertionen etc. erkennen. Sie erfassen also eine 

große Bandbreite an genetischen Veränderungen, sind jedoch aufwändig in der 

Durchführung und teuer. Gezielte Ansätze, wie z.B. die digital-droplet-PCR oder die 

Massenspektrometrie, können fokussiert nach bekannten Mutationen suchen. Sie sind 



 18 

somit eingeschränkt im Untersuchungsspektrum aber schnell und günstig in der 

Anwendung. Könnten Hotspot Mutationen für das orale Plattenepithelkarzinom bestimmt 

werden, würde eine gezielte Suche nach diesen einen diagnostischen Vorteil darstellen. 

 

2.1.3. Zielsetzung 

 

Ein beim oralen Plattenepithel häufig von Mutationen betroffenes Gen ist PIK3CA 

(Starzyńska et al., 2020). Ziel dieser Studie war der repräsentative Nachweis von PIK3CA 

Mutationsprofilen in Tumorproben des oralen Plattenepithelkarzinoms und in den 

korrespondierenden präoperativ gewonnenen Speichelproben. Die Entdeckung von 

PIK3CA Hotspot Mutationen in oralen Plattenepithelkarzinomen und deren gleichzeitiges 

Auftreten im Speichel könnte den Nutzen von LB als geeignetes Instrument für die nicht-

invasive Früherkennung und insbesondere Nachsorge von Patienten mit oralem 

Plattenepithelkarzinom aufzeigen. Dies stünde im Einklang mit aktuellen 

Forschungsergebnissen, die bereits belegen, dass PIK3CA Mutationen potente 

diagnostische Marker für andere Karzinomrezidive sind, wie z. B. beim Rektumkarzinom 

(Byun et al., 2023). 

 

2.2. Material und Methoden 

 

Um eine analoge Detektion von PIK3CA Mutationen in Tumorresektaten des oralen 

Plattenepithelkarzinoms und dazugehörigen präoperativ gewonnenen Speichelproben zu 

ermöglichen, wurden 29 entsprechende Patienten der Klinik und Poliklinik für Mund-

Kiefer-Gesichtschirurgie des Universitätsklinkums Hamburg-Eppendorf im Zeitraum 

von August 2020 bis Oktober 2021 in die Studie eingeschlossen. Alle Patienten waren 

mindestens 18 Jahre alt und hatten ein histologisch gesichertes orales 

Plattenepithelkarzinom im operablen Stadium. Die Patienten gaben ihr Einverständnis zu 

der Probengewinnung und genetischen Untersuchung und alle Proben wurden 

pseudonymisiert. Das Ethikvotum Nr. PV7012 wurde vorab vom Ethikrat de 

Ärztekammer Hamburg eingeholt.  
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Die Probengewinnung erfolgte in der Klinik und Poliklinik für Mund-Kiefer-

Gesichtschirurgie des Universitätsklinkums Hamburg-Eppendorf. Der Speichel wurde 

präoperativ am Vortag oder Tag der Operation nach Spülung der Mundhöhle mit 5ml 

Natriumchlorid-Lösung aufgefangen (Goode et al., 2014, Min et al., 2006). Die 

Tumorresektion erfolgte im Rahmen der durch den Tumorboardbeschluss festgelegten 

Therapie. Die Gewebeproben wurden an den Resektaten entnommen und ebenfalls in 

Natriumchlorid-Lösung gelagert. Die DNA-Extraktion aus den Speichel- und 

Gewebeproben wurde durch wissenschaftliches Personal in den Laboratorien der Klinik 

und Poliklinik für Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie des Universitätsklinkums Hamburg-

Eppendorf nach standardisiertem Verfahren durchgeführt (Goode et al., 2014).  

Die genetische Untersuchung der DNA-Proben erfolgte durch die im Rahmen dieser 

Studie kooperierenden Firma Agena Bioscience, Hamburg, Deutschland. Hierzu wurde 

das MassARRAY® System (Agena Bioscience, Hamburg, Deutschland), das auf der 

matrix-assisted laser desorption ionization - time of flight (MALDI-TOF) 

Massenspektrometrie basiert, verwendet. Das MassARRAY® System ist in der Lage, 

genetische DNA-Ziele wie somatische Mutationen anhand ihrer Molekülmasse 

nachzuweisen. Die Methode erbrachte bereits in der Anwendung bei Melanomen und 

dem Bronchialkarzinom zusätzliche Informationen, die über die derzeit nachgewiesenen 

Biomarker hinausgingen (Gorges et al., 2019, Belloum et al., 2020, Gray et al., 2019, 

Lamy et al., 2020, Weber et al., 2020). Während in den genannten Studien hauptsächlich 

Blut untersucht wurde, ist eine schnelle und kostengünstige Analyse von Speichel ebenso 

möglich.  

Vor der Mutationsanalyse wurden alle Proben auf Qualität, Quantität und genetische 

Identität durch das Exome QC Panel (Agena Bioscience, Hamburg, Deutschland) 

kontrolliert. Alle Geschlechtszuordnungen konnten bestätigt und die Zugehörigkeit der 

jeweiligen Speichel- und Tumorproben anhand des 21-SNP-Profils kontrolliert werden 

(Goode et al., 2014). Um genetische Mutationen in den DNA-Proben aus Speichel und 

Gewebe zu detektieren, wurde das ClearSEEK™ PIK3CA Panel (Agena Bioscience, 

Hamburg, Deutschland) angewendet. Das Mutationspanel erfasst 20 Varianten auf dem 

PIK3CA Gen. Die genetische Bestätigung der nachgewiesenen Mutationen erfolgte mit 

dem UltraSEEK® Lung Panel (Agena Bioscience, Hamburg, Deutschland). Dieses 

umfasst 74 klinisch relevante Varianten auf den Genen BRAF (4), EGFR (46), ERBB2 

(4), KRAS (16) und PIK3CA (4) und somit einige der durch das ClearSEEK™ PIK3CA 

Panel nachgewiesenen Mutationen. 
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2.3. Ergebnisse 

 

Insgesamt wurden zwischen Oktober 2020 und August 2021 29 Patienten mit einem 

oralen Plattenepithelkarzinom im operablen Stadium aus der Klinik für Mund-, Kiefer- 

und Gesichtschirurgie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf in Deutschland 

untersucht. Die Kohorte umfasste 11 Männer und 18 Frauen, von denen 14 Raucher und 

15 Nichtraucher waren. Das niedrigste UICC-Stadium war I (3 Patienten), das höchste 

IVb (4 Patienten). Es lag kein UICC-Stadium IVc vor. Die niedrigste T-Klassifikation 

war pT1 (4 Patienten) und die höchste pT4a (13 Patienten). Es wurde kein pT4b-Tumor 

eingeschlossen. Die niedrigste N-Klassifikation war pN0 (17 Patienten) und die höchste 

pN3b (4 Patienten). Da das Vorhandensein von Metastasen eine Kontraindikation für eine 

operative Therapie gewesen wäre, wurden keine Patienten mit einer metastasierten 

Erkrankung in die Studie aufgenommen. Das Durchschnittsalter lag bei 63,9 Jahren 

(±13.8), die mittlere Tumortiefe bei 14,6 mm (±1.8), der Tumordurchmesser bei 39,3 mm 

(±18.0) und die mittlere Anzahl positiver Lymphknoten bei 4,4 (±16.2) bei einer mittleren 

Anzahl resezierter Lymphknoten von 48,1 (±29.8). 

Wie bereits beschrieben, wurden Gewebe und Speichel zunächst mit dem ClearSEEK™ 

PIK3CA Panel analysiert. Zur Bestätigung der detektierten Mutationen wurde das 

UltraSEEK® Lung Panel verwendet. Insgesamt wurde bei sieben von 29 Patienten (24 %) 

eine PIK3CA-Variante im jeweiligen Tumorgewebe nachgewiesen. In fünf dieser Fälle 

(71 %) konnte die gleiche Variante auch in der passenden Speichelprobe nachgewiesen 

werden. Zwei dieser fünf Fälle, die Varianten E542K und H1047R betreffend, waren nur 

mit dem UltraSEEK® Lung Panel mit seiner deutlich höheren analytischen Sensitivität 

nachweisbar.  

In zwei Tumorproben wurden die PIK3CA-Varianten p.E545A und p.E545Q mit dem 

ClearSEEK™ PIK3CA Panel nachgewiesen. Diese beiden Varianten werden durch das 

UltraSEEK® Lung Panel nicht abgedeckt und konnten daher nicht bestätigt werden. 

Allerdings wurde die PIK3CA p.E545Q-Variante auch in der passenden Speichelprobe 

nachgewiesen. 
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2.4. Diskussion 

 

Die Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms hängt nach wie vor wesentlich von 

der klinischen Untersuchung bzw. der Bildgebung mittels Sonographie und 

Computertomographie ab. Diese Methoden sind integraler Bestandteil der initialen 

Diagnosestellung, können jedoch auch mit erheblichen Verzögerungen einhergehen. 

Verzögerungen entstehen, wenn Effloreszenzen fehlinterpretiert werden oder die 

Tumoren z.B. bei Lokalisation am dorsalen Zungenrand übersehen werden. Die 

Rezidiverkennung stellt bei postoperativ verändertem Situs eine noch größere 

Herausforderung dar. Viele Patienten weisen nach der Operation bzw. der Bestrahlung 

eine verkleinerte Mundöffnung auf (Mikrostomie). Die Kopf- und Zungenbeweglichkeit 

ist meist ebenso eingeschränkt, sodass eine Diagnostik nachteilig beeinträchtigt wird.  Bei 

Zustand nach mikrochirurgischer Rekonstruktion erschweren die zunächst oft 

überdimensionierten Transplantate die Einsicht in die Mundhöhle ebenfalls beträchtlich. 

Ebenso können Narbengewebe und transplantiertes oder ödematöses Gewebe von einem 

etwaigen Rezidiv schwer zu unterscheiden sein. Es besteht daher ein Bedarf nach 

zusätzlichen diagnostischen Methoden, die standardisiert und Untersucher-unabhängig 

angewendet werden können. 

Die Bestimmung von Tumormarkern, die bei anderen Tumorentitäten häufig Anwendung 

findet, ist beim oralen Plattenepithelkarzinom nachweislich zu unspezifisch (Cristaldi et 

al., 2019). Eine direkte genetische Untersuchung des jeweiligen Tumors wäre 

wünschenswert, ist jedoch in der aktuellen klinischen Routine nur durch eine Biopsie oder 

die Tumorresektion mit entsprechend assoziierten Risiken darstellbar. Zudem muss auch 

für eine bioptische Gewebeentnahme das zu untersuchende Areal identifiziert und 

repräsentatives Gewebe gesichert werden. LB ermöglichen die Untersuchung tumoröser 

DNA direkt aus den Körperflüssigkeiten wie Blut und Speichel. Die vom Tumor 

entstammende ctDNA kann hierbei eindeutig von der körpereigenen cfDNA 

unterschieden werden, sodass eine direkte Zuordnung zum Tumor möglich ist. Die 

Gewinnung des Materials im Rahmen einer LB Probenentnahme ist schmerzlos, 

risikoarm, einfach, günstig, Untersucher-unabhängig und beliebig wiederholbar 

(Cristaldi et al., 2019). Sie birgt klare Vorteile für den klinischen Alltag, besonders in der 

Patientennachsorge nach der Tumortherapie.  



 22 

Dies ist auch im spezifischen Kontext des oralen Plattenepithelkarzinoms zutreffend, das 

vorrangig auf dem Boden lokaler genetischer Schädigung v.a. durch Noxen entsteht und 

eine große Bandbreite an ursächlichen Mutationen aufweist. Eine Krebsfrüherkennung 

durch Suche nach in den Körperflüssigkeiten vorkommenden Hotspot Mutationen 

erscheint deshalb aktuell nicht opportun. Können bei einem histologisch gesicherten 

Tumor jedoch Mutationen durch LB detektiert werden, die nach Tumorresektion nicht 

mehr nachzuweisen sind, können in der Nachsorge regelmäßig LB-Proben entnommen 

werden, um ein Wiederauftreten der Mutation festzustellen. Dies würde mit hoher 

Wahrscheinlichkeit für ein Rezidiv des Tumors sprechen und eine gezieltere klinische 

Untersuchung bzw. Bildgebung – z.B. eine PET-CT – auslösen. Ebenso würde ein 

persistierender Nachweis der Mutationen für verbliebenes Tumorgewebe (R-Status) bzw. 

eine sog. minimal residual disease oder bisher unentdeckte Metastasen sprechen 

(Cristaldi et al., 2019).  

Das bisherig am meisten untersuchte LB-Medium ist Blutplasma. Das wesentliche 

Malignitätskriterium eines Tumors ist die Durchbrechung der Basalmembran des 

jeweiligen Gewebes und eine folgende Anschoppung von Lymph- und Blutgefäßen. Für 

die meisten Tumoren ist daher Blutplasma das zu untersuchende Medium der Wahl und 

wird in der klinischen Routine ohnehin abgenommen. Aufgrund der Lokalisation in der 

Mundhöhle, erscheint Speichel im Kontext des oralen Plattenepithelkarzinoms jedoch als 

noch aussagekräftiger. Das orale Plattenepithelkarzinom wird konstant von Speichel 

umspült, sodass die Präsenz von spezifischer ctDNA in einer LB-Speichelprobe früher 

und in höherer Konzentration als im Blut zu erwarten ist. Vorstudien bestätigten die 

Annahme, dass bei dieser Entität v.a. eine ctDNA Untersuchung im Speichel diagnostisch 

vorteilhaft erscheint (Wang et al., 2015). Im Gegensatz zu Blut unterliegt Speichel zudem 

nicht den Filterungsprozessen der Milz und ist noch schmerz- und komplikationsloser zu 

gewinnen.  

Ein in der Tumorgenese generell und beim oralen Plattenepithelkarzinom insbesondere 

betroffenes Gen ist PIK3CA. Eine vorherige Studie zum Mammakarzinom konnte bereits 

nachdrücklich zeigen, dass das Vorhandensein von PIK3CA-Mutationen mit einer 

schlechteren Überlebensprognose einhergeht (Oshiro et al., 2015). Eine weitere Studie 

zum Kolonkarzinom identifizierte Mutationen von PIK3CA als prognostisch relevanten 

Faktor für das Auftreten eines Rezidivs. Die vorliegende Studie schloss 29 Patienten mit 

einem oralen Plattenepithelkarzinom im operablem Stadium in die Studie ein. Ziel war 

der analoge Nachweis von vorab definierten PIK3CA-Varianten per Massenspektrometrie 



 23 

an aus Tumorresektaten und korrespondierenden präoperativ gewonnenen 

Speichelproben extrahierter DNA. Von den 29 Patienten konnten bei sieben (24 %) eine 

PIK3CA-Variante im jeweiligen Tumorgewebe nachgewiesen werden. In fünf dieser 

Fälle (71 %) konnte die gleiche Variante auch in der passenden Speichelprobe 

nachgewiesen werden. Die Zielsetzung der Studie konnte somit erfüllt werden. LB stellen 

einen potenten Ansatz zur effizienten und nicht-invasiven genetischen Untersuchung des 

oralen Plattenepithelkarzinoms dar. 

Der Nachweis von mit dem Tumorgewebe korrespondierenden PIK3CA-Varianten in 

Speichelproben könnte ein Therapiemonitoring unterstützen. Persistiert der Nachweis 

nach erfolgter Tumorresektion, ist dies ein starker Hinweis auf einen Residualtumor bzw. 

ein lokales Zweitkarzinom. Wären entsprechende Varianten nach der Operation nicht 

mehr nachzuweisen und würden im Rahmen der Tumornachsorge erneut auftreten, wäre 

dies ein diagnostischer Marker für eine frühzeitige Remission der Tumorentität. 

Perioperativ durchgeführte LB an Speichelproben könnten mit Tumorpersistenz und 

Tumorrezidiven verbundene Risiken vermindern und einer insgesamt besseren 

Patientenversorgung dienen.   

 

2.4.1. Ausblick 

 

Um weitere Mutationen sowohl von PIK3CA als auch anderer beim oralen 

Plattenepithelkarzinom häufig betroffener Gene, wie TP53 oder NOTCH1, zu 

identifizieren, sollten breitere Mutationspanel bei der Massenspektrometrie und ggf. auch 

andere Detektionsmethoden angewendet werden. Die Massenspektrometrie zeigt jedoch 

den entscheidenden Vorteil der Kosteneffizienz für die klinische Anwendung. Ungezielte 

Ansätze der Mutationsdetektion, wie das whole genome sequencing würden die breitere 

Detektion jeglicher Mutationen auf vielen Genen ermöglichen. Somit könnte die initiale 

Mutationsuntersuchung des Tumors mit ungezielten Ansätzen erfolgen und die 

Rezidiverkennung durch die Detektion des Wiederauftretens vorab festgestellter 

Mutationen im Speichel mit gezielten Ansätzen wie der Massenspektrometrie. 

Neben Speichel kommt auch der Untersuchung von genetischen Informationen im Blut 

eine wichtige Rolle zu, v.a. bei der Suche nach Zweitmalignomen, durch die Bildgebung 

unentdeckter Metastasierung oder einer minimal residual disease. Eine kombinierte 
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Untersuchung von ctDNA in Speichel und Blut wurde bereits durch Wang et al. in 

mehreren Studien als vorteilhaft beschrieben (Wang et al., 2015, Wang et al., 2017, Wang 

et al., 2020). Zukünftige Ansätze, sollten daher neben Blut auch Speichel untersuchen 

und den Nachweis der Mutationen im Therapieverlauf – also nach Resektion und etwaiger 

Adjuvanz – und der Nachsorge untersuchen. Auch bei nicht-operablen Stadien des oralen 

Plattenepithelkarzinoms könnten LB einen Informationsgewinn bezüglich 

Therapieansprechen oder -resistenz bedeuten und das Therapiemonitoring verbessern. 

Neben dem Nachweis von ctDNA stehen hierfür auch weitere LB-Marker wie CTCs, 

Exosomen, microRNA und die Untersuchung von Methylierungsmustern zur Verfügung. 

 



 25 

2.5. Zusammenfassung  

 

Zielsetzung: Ziel der vorliegenden Studie war der repräsentative Nachweis von PIK3CA 

Mutationsprofilen in Tumorproben des oralen Plattenepithelkarzinoms und in den 

dazugehörigen präoperativ gewonnenen Speichelproben. Die Entdeckung von PIK3CA 

Hotspot Mutationen in oralen Plattenepithelkarzinomen und deren gleichzeitiges 

Auftreten im Speichel könnte den Nutzen von LB als geeignetes Instrument für die nicht-

invasive Früherkennung und Nachsorge von Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom 

aufzeigen. 

Material und Methoden: Von 29 Patienten, bei denen ein primäres orales 

Plattenepithelkarzinom im operablen Stadium diagnostiziert wurde, wurden 

Speichelproben präoperativ gewonnen und Gewebeproben während der Tumorresektion 

entnommen. Die Tumor-DNA wurde sowohl aus Gewebe- als auch aus Speichelproben 

nach Standardprocedere extrahiert. Alle Proben wurden auf DNA-Quantität und -Qualität 

kontrolliert, und die genetische Übereinstimmung der Probenpaare bestätigt. Der 

Variantennachweis erfolgte mit dem MassARRAY® System, einer Massenspektrometrie 

zur Analyse genetischer Basenfolgen. Die Mutationsanalyse in der DNA aus dem 

Tumorgewebe und aus den Speichelproben wurde mit dem ClearSEEK™ PIK3CA Panel 

durchgeführt, das 20 Hotspot Mutationen in PIK3CA erfasst. Zur Bestätigung der 

erfassten Mutationen wurden die Proben ebenso mit dem UltraSEEK® Lung Panel 

analysiert, das eine sensitivere Nachweisgrenze aufweist, aber weniger PIK3CA 

Varianten erfasst. 

Ergebnisse: Insgesamt wurde in sieben der 29 Tumorgewebeproben (24 %) durch 

ClearSEEK™ eine PIK3CA Variante gefunden. UltraSEEK® bestätigte diese Varianten 

zusätzlich in vier dieser sieben positiven Gewebeproben. Von den drei Varianten, die von 

UltraSEEK® nicht erkannt wurden, waren zwei nicht im Panel enthalten und eine war 

zwar enthalten, wurde aber nicht erkannt. Von den sieben im Gewebe gefundenen 

Varianten konnten fünf auch in den passenden Speichelproben (71 %) nachgewiesen 

werden, entweder mit ClearSEEK™ oder mit UltraSEEK®. 

Schlussfolgerung: Der Nachweis von PIK3CA Hotspot Mutationen beim oralen 

Plattenepithelkarzinom und korrespondierenden Speichelproben unterstreicht den 

potenziellen Nutzen von LB für die Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms 

insbesondere im Hinblick auf die Tumornachsorge und Rezidiverkennung. 
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2.5.1. Abstract der Publikation 

 

Background/Aim: This study aimed at the analogous detection of PIK3CA mutations, 

common in oral squamous cell carcinoma (OSCC), in matched tumor and saliva samples.  

Patients and Methods: Tissue and saliva samples were obtained from 29 patients 

diagnosed with primary OSCC. Saliva samples were obtained preoperatively; tissue 

specimens were acquired during tumor resection. Tumor DNA was extracted from both 

tissue and saliva samples. All samples were controlled for DNA quantity and quality and 

genetic matching of sample pairs was confirmed using the iPlex Pro Exome QC Panel. 

Variant detection was performed using the MassARRAY® System, a mass-spectrometry 

based detection system. Mutational analysis in saliva and tissue tumor DNA was made 

using the multiplexed ClearSEEK™ PIK3CA Panel covering 20 hotspot mutations in 

PIK3CA and the UltraSEEK® Lung Panel, with a more sensitive limit of detection but 

covering less PIK3CA variants.  

Results: Overall, a PIK3CA variant was found in seven of the 29 tumor tissue samples 

(24%) by ClearSEEK™; UltraSEEK® additionally confirmed the variant in four of these 

seven positive tissue samples. Of the three variants not detected by UltraSEEK®, two 

were not included in the panel and one was included but not detected. Of the seven 

variants found in tissue, five could also be detected in the matching saliva samples (71%), 

either by utilizing ClearSEEK™ or UltraSEEK®. 

Conclusion: The detection of PIK3CA hotspot mutations in OSCC and their 

simultaneous occurrence in saliva underline the potential benefit of liquid biopsies for 

non-invasive cancer detection and follow-up care of OSCC patients. 
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4. Erklärung des Eigenanteils an der Studie 

 

Die Studie erfolgte im Rahmen der Probengewinnung und Prozessierung der Biobank der 

Klinik und Poliklinik für Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie des Universitätsklinkums 

Hamburg-Eppendorf. Der Ethikantrag hierfür wurde im Wesentlichen durch Dr. Simon 

erstellt (Ethikvotum PV7012, Ärztekammer Hamburg). 

Der Doktorand betrieb die Literaturrecherche zur Eruierung der Zielsetzung der Studie 

und formulierte diese im Rahmen eines Exposés. Ebenso eruierte er gemeinsam mit Dr. 

David Muallah die passende Speichelprobengewinnung sowie die DNA-Extraktion aus 

Speichel- und Tumorproben und deren Lagerung. Der Doktorand organisierte die Abläufe 

der Probengewinnung und Prozessierung und erstellte gemeinsam mit PD Dr. Lan Kluwe 

und Dr. David Muallah Arbeits- und Laborprotokolle hierzu. 

Die Probenakquise erfolgte im Wesentlichen durch Dr. Simon Burg, Dr. David Muallah, 

Audrey Grust und den Doktoranden, die Probenprozessierung erfolgte im Labor der 

Klinik und Poliklinik für Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie durch das Laborpersonal 

bestehend aus PD Dr. Lan Kluwe, Dr. David Muallah, Ina Alster, Sophia Sommerbek und 

Catharina Czepluch. 

Um das Projekt im Konzept der Liquid Biopsies durchzuführen, wurde eine Kooperation 

zwischen der Klinik und Poliklinik für Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie und dem Institut 

für Tumorbiologie des Universitätsklinkums Hamburg-Eppendorf vereinbart, dessen 

Direktor, Prof. Dr. Klaus Pantel, den Begriff der Liquid Biopsies etablierte. 

Kooperationspartner und Projektverantwortliche waren hierbei Prof. Dr. Harriet Wikman 

sowie Dr. Simon Burg und der Doktorand.  

Um den technischen Ansatz der Massenspektrometrie zur genetischen Untersuchung der 

extrahierten DNA zu untersuchen, wurde zusammen mit dem Institut für Tumorbiologie 

durch Vermittlung von Prof. Dr. Harriet Wikman eine Kooperation mit der Firma Agena 

Bioscience, Hamburg, vertreten durch Dr. Alexander Sartori vereinbart. Dr. Simon Burg, 

Audrey Grust und der Doktorand verhandelten diese Kooperation wesentlich und legten 

das Procedere und das Gen PIK3CA als zu untersuchende Struktur fest. Die genetische 

Untersuchung mit der Massenspektrometrie wurde von Dr. Alexander Sartori, Maria 

Mesa und Eike Knust durchgeführt. 
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Die statistische Auswertung erfolgte durch PD Dr. Lan Kluwe, Dr. Alexander Sartori, Dr. 

David Muallah, Adrian Patenge und den Doktoranden. Der Doktorand interpretierte die 

Ergebnisse und führte die Literaturrecherche zur Einordnung dieser durch. Er schrieb die 

wissenschaftliche Veröffentlichung gemeinsam mit Audrey Grust. Wesentliche 

Korrekturen wurden hierbei durch Prof. Dr. Dr. Reinhard E. Friedrich, Prof. Dr. Dr. Ralf 

Smeets, Dr. Simon Burg, Dr. David Muallah und Adrian Patenge vorgenommen. 
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