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PIK3CA Hotspot Mutations in Saliva as a Diagnostic
Marker in Oral Squamous Cell Carcinoma Patients
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Abstract. 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 tissue tumor DNA
was made using the multiplexed ClearSEEK™ PIK3CA v1.0
Panel covering 20 hotspot mutations in PIK3CA. In saliva
samples, variants were analyzed using both the ClearSEEK™
and the UltraSEEK® Lung v1.1 Panel, with a higher limit of
detection but covering less PIK3CA variants. Results: Overall,
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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 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.

Around 450,000 carcinomas of the oral cavity are diagnosed
worldwide annually (1). In this context, the oral squamous cell
carcinoma (OSCC) represents the most frequent entity
accounting for more than 90% of all oral cavity cancers (1-3).
Besides the main risk factors for oropharynx cancer, which are
extensive tobacco and alcohol consumption, a chronic infection
with human papillomavirus (HPV) 16 and 18 further increases
the risk for this life-threatening disease. The diagnosis of OSCC
is often delayed due to the long symptom-free period as well as
the misdiagnosis of mucosal lesions (e.g., leukoplakia) in early
cancer stages. Unfortunately, cervical lymph node metastasis is
present in 40% of OSCC cases at the time of first diagnosis.
Thus, the 5-year-survival rate remains poor with a percentage
of only 70% (4). Another reason for the poor survival is the
high risk of recurrence (3). Recurrent disease is difficult to
detect because of the altered anatomy after ablative surgery and
reconstruction, radiotherapy, oedema, and scar tissue formation.
Consequently, therapy is often delayed, predisposing to a poorer
outcome. Hence, it is of high clinical relevance to detect
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primary OSCC as well as its recurrence as early as possible.
Whilst effective and early screening methods exist for other
prominent carcinomas (e.g., prostatic cancer), no such method
is available in the case of initial or recurrent OSCC. Through
extension into the oral cavity, carcinomas are constantly in
contact with saliva thus already indicating a potential use for
early detection and follow-up diagnostics of oral cancer (3, 5).

Coined by Pantel and Alix-Panabieres in 2010, the term
liquid biopsy (LB) refers to the yield of genetic information
from tumors only through the analysis of patients’ bodily
fluids (6). This non-invasive diagnostic method avoids the
risks of typical complications associated with a traditional
tumor biopsy, such as bleeding, infection, seeding of tumor
cells and sampling errors depending on tumor tissue
heterogeneity. Exemplary target biomarkers for tumor
diagnostics using LB are cell free DNA (cfDNA), circulating
tumor cells or exosomes (6). A small fraction of cfDNA is
tumor associated DNA (ctDNA) that originates from the
tumor itself and is released during apoptosis, necrosis or by
active secretion, thus carrying the same (epi-) genetic
alterations as the tumor itself. The most frequent mutations
of any given tumor entity are so-called hotspot mutations.
Their detection in body fluids serves as a strong indicator for
the presence of the respective tumor (5, 7).

Wang et al. performed a proof of principle study searching
for hotspot mutations in the plasma and saliva of head and
neck squamous cell carcinomas (HNSCC), emphasizing the
superiority of detecting genetic markers over conventional
biomarkers such as CD44 because of their specificity for
neoplastic cells (5, 8). It was postulated that ctDNA detection
of HNSCC has a higher accuracy in plasma, whereas the
ctDNA detection of OSCC is notably more indicative in saliva
because of the constant contact between tumor and fluid. This
seems plausible given the mere anatomical proximity as well
as Wang’s statistical observation that saliva samples presented
the highest measurable fraction of associated mutant DNA (5).
Opverall, saliva ctDNA proved more sensitive and specific for
the detection of early OSCC stages than plasma ctDNA. In the
case of HNSCC, detection of the associated hotspot mutations
TP53, PIK3CA, NOTCHI, and CDKN2A was possible in 95%
of cases. PIK3CA mutations are highly common to OSCC, as
shown by Starzynska ez al., with their focus on PTEN loss and
PIK3CA amplification (9).

The MassARRAY® system (Agena Bioscience, Hamburg,
Germany), based on matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry, was used to
detect genetic DNA targets such as somatic mutations based
on their molecular mass. This method has recently been
applied to LB of melanoma and lung cancer and showed
additional information beyond currently detected biomarkers
(10-14). However, whilst blood presented the principal focus
of aforementioned studies, the MassARRAY® system equally
allows for a quick and cost-effective analysis of saliva.
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This study aimed to representatively detect PIK3CA
mutation profiles of OSCC tissue, as well as in the
corresponding preoperatively obtained saliva samples. The
discovery of PIK3CA hotspot mutations in OSCC and their
simultaneous occurrence in saliva could reveal the benefit of
liquid biopsies as a useful tool for non-invasive early
detection and follow-up care of OSCC patients. This would
be in line with contemporary research, that already justifying
PIK3CA mutations to be potent diagnostic markers of other
carcinoma recurrences such in the case of rectal cancer
residues (15).

Patients and Methods

Written informed consent was obtained prospectively from all
participants. The Ethics Review Board of the University of Hamburg,
Germany, approved the study (approval number: PV7012, Arztekammer
Hamburg).

Tissue as well as saliva samples were collected from 29 OSCC
patients at the Department of Oral and Maxillofacial Surgery of the
University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Germany between
October 2020 and August 2021 (Figure 1). The inclusion criteria
were a minimal age of 18 years, a histologically confirmed OSCC
that was clinically exposed to the oral cavity and sufficiently vast
for biopsy without affecting routine pathological investigations.
Sample pairs of tumor and saliva from each patient were
pseudonymized.

Preoperative collection of saliva samples was conducted as
described by Goode et al. and Min et al. (16, 17). Patients spat into
a tube with 5 ml buffer solution for stabilizing the DNA after rinsing
the mouth with 5 ml isotonic sodium chloride solution. Tissue
samples were obtained with a biopsy punch during surgical tumor
resection by an experienced maxillofacial surgeon and stored in
tubes with isotonic sodium chloride solution. All samples were
blinded to the clinical data and stored at 4°C before being processed
in the laboratory within 24 h. The isolation of ¢cfDNA from saliva
samples was conducted as described by Goode et al. (16). Cell lysis
was performed using the MasterPure DNA Purification Kit
(Lucigen, Middleton, WI, USA), DNA was separated from proteins
by a proteinase K (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), dried, and
rehydrated. The tumor tissue was first lysed using the MasterPure
DNA Purification Kit (Lucigen) and subsequently, the DNA was
extracted using a Master Pure DNA-kit (Lucigen). The DNA was
stored at -20°C until further mutational analysis was performed.

Prior to mutational analysis, all DNA samples were controlled
for quality, quantity, and genetic identity (sample QC) with the
Exome QC Panel (Agena Bioscience, Hamburg, Germany). All
expected sexes were confirmed, and sample pairs matched
according to a 21-SNP profile (18). For somatic mutation detection
in DNA from tumor tissue and saliva, genetic analyses were
performed using the ClearSEEK™ PIK3CA v1.0 Panel (Agena
Bioscience) with a limit of detection of >1%. The Panel covers 20
hotspot mutations in PIK3CA (Table I). First, a single multiplex
PCR was performed using ~15 ng of tissue DNA and ~30 ng of
saliva DNA according to the manufacturer’s instructions (Agena
Bioscience). Thermocycling was performed using a Labcycler Basic
96 (SensoQuest, Gottingen, Germany). Amplicons were treated with
shrimp alkaline phosphatase (SAP). For variant assessment by
single-base extension (SBE) with the terminator nucleotides being
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cell carcinoma (OSCC) were included, from whom saliva samples were obtained

preoperatively and tumor samples intraoperatively via excision. DNA was extracted from the matching samples and investigated via MassARRAY®

to detect PIK3CA mutations and their correspondence.

specific to the mutant allele, PCR/SAP products were divided into
three multiplex reactions spanning the 20 PIK3CA variants.

Transfer of the SBE products, liquid handling and target
detection was performed in automated fashion using the
MassARRAY® System with ChipPrep Module (Agena Bioscience).
The turnaround-time of the workflow described was approximately
8 h excluding DNA extraction and sample QC.

Confirmational analysis of PIK3CA variants was performed using
the UltraSEEK® Lung v1.1 Panel (Agena Bioscience) with a limit of
detection of >0.1%. The panel detects 74 clinically relevant variants
across BRAF [4]. EGFR [46]. ERBB2 [4]. KRAS [16]. and PIK3CA
[4], the latter being p.E542K, p.E545K, p.HI047L, and p. H1047R
and thus a subset of the variants listed in Table I. Again, a single

multiplex PCR was performed using ~15 ng of tissue DNA and ~30
ng of saliva DNA according to the manufacturer’s instructions and
amplicons were SAP treated. PCR/SAP products were divided into
12 aliquots for single-base extension, which was performed with
biotinylated chain terminator nucleotides specific to the mutant allele.
Streptavidin-coated magnetic beads were used to capture the single-
base extended oligonucleotides. Beads with captured products were
pelleted using a magnet, suspended with 13 pl of biotin competition
solution, and finally incubated at 95°C for 5 min. Eluted products
were automatically transferred to the MassARRAY® System for
variant detection as described above.

In both the ClearSEEK™ and the UltraSEEK® workflow, no
wild type products are being generated. Therefore, amplicon
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Table 1. Variant list of the ClearSEEK™ PIK3CA v1.0 Panel.

Gene Nucleotide change Amino acid change COSMIC ID Genomic mutation ID
PIK3CA ¢.1258T>C p.C420R 757 COSV55874020
PIK3CA ¢.1624G>A p-E542K 760 COSV55873227
PIK3CA ¢.1624G>C p-E542Q 17442 COSV55894248
PIK3CA ¢.1633G>A p-E545K 763 COSV55873239
PIK3CA ¢.1633G>C p-E545Q 27133 COSV55878227
PIK3CA c.1634A>C pE545A 12458 COSV55873209
PIK3CA c.1634A>G p-E545G 764 COSV55873220
PIK3CA c.1634A>T p.E545V 27155 COSV55892885
PIK3CA ¢.1635G>C p.E545D 27374 COSV55875881
PIK3CA ¢.1635G>T p.E545D 765 COSV55874040
PIK3CA ¢.1636C>A p-Q546K 766 COSV55873527
PIK3CA ¢.1636C>G p-Q546E 6147 COSV55882350
PIK3CA ¢.1637A>C p.Q546P 767 COSV55875400
PIK3CA c.1637A>G p.-Q546R 12459 COSV55876869
PIK3CA c.1637A>T p.Q546L 25041 COSV55877455
PIK3CA c.3139C>A p.-H1047N 5029128 COSV55912376
PIK3CA ¢.3139C>T p-H1047Y 774 COSV55876499
PIK3CA c.3140A>C p-H1047P 249874 COSV55888015
PIK3CA ¢.3140A>G p-H1047R 775 COSV55873195
PIK3CA ¢.3140A>T p-H1047L 776 COSV55873401

The four variants for PIK3CA that are also covered by the UltraSEEK® Lung v1.1 Panel are written in bold.

controls were added to the reactions to ensure, in the absence of a
variant signal, that only the target region was amplified. Data
analysis was performed using the automated Somatic Variant Report
v1.0.5 (Agena Bioscience).

Results

In total, 29 OSCC patients from the Department of Oral and
Maxillofacial Surgery of the University Medical Center
Hamburg-Eppendorf in Germany were investigated between
October 2020 and August 2021. The cohort comprised 11
males and 19 females, out of which 14 were smokers and 16
non-smokers (Table II). The lowest UICC stage was I (3
patients), the highest IVb (4 patients). No UICC stage IVc was
included. The lowest T classification was pT1 (4 patients) and
the highest pT4a (13 patients). No pT4b tumor was included.
The lowest N classification was pNO (17 patients) and the
highest pN3b (4 patients). As the presence of metastasis would
have been a contraindication for operative therapy, no patients
with metastatic disease were included in the study.

The mean age was 63.9 years (+13.8), mean tumor depth 14.6
mm (+11.8), tumor diameter 39.3 mm (+18.0), and the mean
number of positive lymph nodes 4.4 (+16.2) within a mean
number of resected lymph nodes of 48.1 (3:29.8) (Table III).

As previously described, tissue and saliva were initially
analyzed using the ClearSEEK™ PIK3CA Panel. The
UltraSEEK® Lung Panel was used for variant confirmation.
Opverall, in seven out of 29 patients (24%) a PIK3CA variant
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Table II. Demographic data: oncological classification.

Parameter Number of cases Percentage (%)
Sex
Male 11 27
Female 19 63
Smoker
Yes 14 47
No 16 53
UICC stadium
0 0 0
I 3 10
I 7 23
I 3 10
IVa 11 37
IVb 4 13
Ve 0 0
T classification
pT1 4 13
pT2 5 17
pT3 7 23
pT4a 13 43
pT4b 0 0
N classification
pNO 17 57
pN1 2 7
pN2a 1 3
pN2b 2 7
pN2e 2 7
pN3a 1 3
pN3b 4 13
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Table III. Demographic data: mean values of patient and tumor characteristics.

Age (years) Tumor depth (mm) Largest tumor Positive lymph nodes  Resected lymph nodes
diameter (mm)

Mean (standard deviation) 63.9 (13.8) 14.6 (11.8) 39.3 (18.0) 4.4 (16.2) 48.1 (29.8)
Table IV. Mutation detection in corresponding tumor and saliva samples.
Tissue sample ClearSEEK™ Panel UltraSEEK® Panel Saliva sample ClearSEEK™ Panel UleraSEEK® Panel
T0019 WT WT S0019 WT WT
T0020 WT WT S0020 WT WT
T0021 WT WT S0021 WT WT
T0023 WT WT 50023 WT WT
T0026 WT WT 50026 WT WT
T0028 WT WT S0028 WT WT
T0029 WT WT S0029 WT WT
T0030 WT WT S0030 WT WT
T0031 E545Q%* -NA- S0031 E545Q%* -NA-
T0032 WT WT S0032 WT WT
T0038 WT WT S0038 WT WT
T0040 H1047R H1047R S0040 H1047R H1047R
T0037 WT WT S0037 WT WT
T0054 H1047R H1047R S0054 WwT H1047R
TO0055 WT WT S0055 WT WT
T0057 H1047R H1047R S0057 H1047R H1047R
T0178 WT WT S0178 WT WT
T0179 WT WT S0179 WT WT
T0182 WT WT S0182 WT WT
T0185 E542K wT S0185 WT E542K
T0192 WT WT S0192 WT WT
T0200 WT WT S0200 WT WT
T0218 WT WT S0218 WT WT
T0219 WT WT S0219 WT WT
10221 E545A% -NA- 50221 wr -NA-
10226 HI1047R HI1047R 50226 wr wr
T0248 WT WT 50248 WT WT
T0249 WT WT 50249 WT WT
T0266 WT WT 50266 WT WT

Bold: Variant detected in tissue and saliva. Italics: Variant detected in tissue only. WT: Wild type: NA: not available. *Variant not covered by

UltraSEEK® Lung Panel.

was detected in the respective tumor tissue. In five of these
cases (71%) the same variant could also be detected in the
matching saliva sample (Table IV). In two out of these five
cases the variants (namely E542K and H1047R.) were only
detectable by the UltraSEEK® Lung Panel with its
significantly higher analytical sensitivity.

In two tumor samples, p.E545A and p.E545Q PIK3CA
variants were detected with the ClearSEEK™ Panel. These
two variants are not covered by the UltraSEEK® Lung Panel
and could therefore not be confirmed. However, the PIK3CA
p-E545Q variant was also detected in the matching saliva
sample.

Discussion

Early detection of primary tumors and recurrences of OSCC
remains a significant challenge. In addition to clinical
examination of patients and radiological imaging, another
modality of diagnostics is required to allow for significantly
earlier detection. This improvement is essential to improve
currently unsatisfactory treatment prospects. Detection of
mutation-associated ctDNA in saliva could mean simple,
painless, and accurate tumor detection, especially for repeated
follow-up analyses aimed at the mitigation and prevention of
tumor recurrence. This study aimed at the detection of PIK3CA
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mutations, being particularly expressed in OSCC, both in the
tumor and saliva obtained preoperatively. It was clearly
demonstrated that this detection is possible and therefore,
prevalent hot-spot mutations such as those in PIK3CA can
serve as pertinent diagnostic markers for the onset of OSCC.
Whilst certainly never considered in the context of OSCC,
other studies have already shown PIK3CA mutations to be
relevant as diagnostic markers in other cancer recurrences such
as rectal carcinomas (15).

We investigated ctDNA in saliva due to its prime
suitability for LB, given its relative anatomical proximity to
the tumor tissue and comparably high levels of associated
mutant DNA. Detection of c¢tDNA has been significantly
easier in saliva, as shown by Nonaka and Wong (19). Indeed,
Wang et al. convincingly synopsized how sensitivity for
OSCC-associated ctDNA detection peaks with the focus
lying on the oral cavity (20). Equally, saliva ctDNA does not
undergo organic decomposition, unlike blood, which is
subject to degradation by the kidney, liver, spleen, nucleases,
and phagocytes (21-23). A dual approach with both saliva
and plasma as biomarkers might therefore be most suitable
for a comprehensive assessment of therapeutic benefits (19).

Saliva presents a potent, multicomponent bodily fluid that
is easily accessible whilst offering a wide-ranging potential
for targeted analysis. The chosen method of saliva collection
is crucial for ctDNA detection as well as differentiation from
otherwise present cfDNA. Unnecessary contamination with
further fragment cfDNA through cell lysis occurring after
sampling must be avoided. This would allow for already
known disadvantages associated with saliva as a diagnostic
tool to be minimized and mitigated. Disadvantages include
a generally low concentration of biomarkers, challenges
regarding measurement sensitivity, as well as standardization
of initial sample collection (24).

As ctDNA concentration is very low, especially in early
cancer stages, ultrasensitive ctDNA assays have been
developed (23). Instead of approaching the OSCC ctDNA in
an untargeted manner, i.e., by searching for any copy number
aberrations, we searched for PIK3CA mutations specifically,
as those are known to be particularly prevalent in OSCC
tumors (9). Overall, a PIK3CA variant was found in 7 out of
29 patients (24%), for whom the same variant could be
detected in five saliva samples (71%). The PIK3CA mutation
detection rate in tumor tissue is in line with previous reports
(9, 25). PIK3CA mutation detection thus presents a suitable
target for saliva LB approaches for a subset of patients. LB
could thus be implemented in follow-up diagnostics besides
clinical investigation and radiological imaging to detect
recurrent disease as early as possible. However, more studies
with larger cohorts are needed to corroborate these results.

Outlook. After surgical resection, possibly combined with
radiotherapy or chemoradiotherapy, about one fifth of patients
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experience a local tumor recurrence — usually within the first
six months (26). These relapses do not always lead to symptoms
and can only be detected above a certain tumor size using
radiological imaging techniques, such as CT and MRI, which
are already routinely used in tumor follow-up. CtDNA quantity
and volume of the tumor in radiological imaging both relate to
tumor burden. Early detection of rebound c¢tDNA could thus
trigger even more targeted diagnostics, for example in the form
of PET/CT, untargeted follow-ups at random intervals or even
only when recurrence symptoms manifest (27). Considering
breast cancer, studies have successfully detected minimal
residual disease by the increase in ctDNA concentration several
months after primary tumor removal. It therefore seems to be a
suitable instrument for recurrence monitoring (23, 28, 29).

Besides the early detection of recurrent tumors by measuring
the ctDNA concentration, LB could further decode potentially
altered molecular profiles. Therefore, it would be possible to
investigate both the heterogeneity of oral cavity carcinomas and
the clonal development of the tumor over time in a non-invasive
way. Tumor heterogeneity and therefore the existence of a
whole array of dissimilar populations of cancerous cells within
a single tumor may facilitate therapy resistance. Whilst
combined therapy approaches already mitigate associated risks
to some extent, the use of a combination of diagnostic means,
i.e., ctDNA and CTCs, could further enhance therapeutic
outcomes overall. Epigenetic alterations, such as methylation
patterns and histone modification, could also be included in this
context. Patients can thus be offered an early, individualized,
repeatable, and more effective non-invasive diagnostic method,
which would allow for a more targeted and potent therapy,
therefore improving quality of life as well as therapy adherence.

Further standardization of sample collection, ctDNA
investigation and bioinformatic or statistical analysis is
currently needed (23, 30). Cut-off values must be developed
and other components of LB, such as CTCs or extracellular
vesicles, should be further investigated to strengthen clinical
application and improve predictive accuracy (31, 32). Salivary
cytokines, such as TNF-alpha, may also be elevated in tumor
patient samples. Thus, considering their predictive and
diagnostic potential alongside clinical investigations is equally
important (33). Whilst standardized tubes and fixatives would
be desirable for all biomarkers, their heterogeneity might
render this impossible.

Study limitations. This study evaluated the combined detection
of PIK3CA mutations in OSCC tissue and their corresponding
ctDNA in saliva samples via mass spectrometry. A clear
congruity could be verified. Yet, pertinent limitations must
also be considered such as the small cohort size of 29 patients
and the restriction towards the detection of PIK3CA variants.
The resulting sensitivity of 24% falls within the expected
range for PIK3CA alone. However, expanding the targets to
include more mutant genes associated with OSCC may
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counter this trend, thereby increasing detection rates further
and improving the actual diagnostic utility.

It should also be noted that no metastatic status was
included. In this regard, the reason was that tumor recurrence
in metastatic OSCC is normally not treated via operation but
by (radio-) chemotherapy, which in turn prevents the
resection of tissue samples.

In addition to its primary goal of avoiding conventional
tumor biopsies, LB aims to mitigate sampling errors caused by
intratumoral heterogeneity. Furthermore, this study only
investigated a small portion of the resected tumor and not the
tumor in its entirety. Lastly, it is worth noting that OSCCs
primarily come into contact with saliva due to their superficial
growth. However, for tumors growing more deeply, ctDNA
concentration in saliva may be lower or even undetectable.

Conclusion

The detection of PIK3CA hotspot mutations in OSCC,
alongside their simultaneous occurrence in saliva, underlines
the potential benefit of LB for non-invasive early cancer
detection and follow-up care in OSCC patients.
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1.2.  Kongressbeitrige

Die Studie wurde im Rahmen folgender Kongressbeitrage vorgestellt:

e 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

e 53. Jahrestagung des Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischen Arbeitskreises fiir
Kopf-Hals-Tumoren; Miinster, Deutschland; 9.-12.11.2022
o Kurzvortrag: PIK3CA Hotspot Mutationen im Speichel als diagnostischer

Marker beim oralen Plattenepithelkarzinom

e 73. Jahreskongress der Deutschen Gesellschaft fir 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 hdufigste Tumorentitit der Mundhohle und steht
an 6. Stelle der weltweit hdufigsten 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 Therapieansdtze werden entsprechend der Tumorboard-
Beschliisse festgelegt und haben fiir die Patienten oft mutilierende Auswirkungen auf
Asthetik, Sprachbildung und die Nahrungsaufnahme (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2019)). Das 5-Jahres-Uberleben ist dennoch mit ca. 70%
eher limitiert, die Griinde hierfiir sind vielfiltig (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 unregelméBig den Zahnarzt und die Untersuchung
umfasst zunichst die klinische Untersuchung, die von Untersuchungszeit, Erfahrung des
Untersuchers und Compliance des Patienten abhingig ist, sodass die Fritherkennung
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 Friihdiagnostik auch
der Rezidiverkennung ein hoher Stellenwert bei der Behandlung des oralen
Plattenepithelkarzinoms zu. Auch diese umfasst aber vorrangig die klinische
Untersuchung gepaart mit regelmiBig angewendeten Bildgebungsverfahren wie der
Sonographie oder Computertomographie. Bei postoperativ meist verdndertem Situs ist es
anspruchsvoll, bei der klinischen Nachsorge zwischen Narbengewebe, Odem,
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 fiir die Patienten jedoch unangenehm und birgt die
Gefahr von Blutungen und Entziindungen. Die Biopsien erfassen auBerdem nur einen Teil
des Tumors, der durch Nekrosebildung und Gewebeheterogenitét charakterisiert ist. Es
besteht also die Moglichkeit eines sog. sampling error. Liegt ein Residualtumor (R1
Status) nach der Resektion oder ein inoperables und stattdessen systemisch zu
behandelndes Tumorstadium vor, wire es vorteilhaft, den Tumor im Verlauf bioptisch
untersuchen zu konnen, um Therapieansprechen und das etwaige Auftreten neuer
Mutationen untersuchen zu konnen. Dies ist in der praktischen Durchfiihrung kaum
darstellbar. Die bei anderen Tumorentititen hdufig untersuchten Tumormarker sind beim
oralen Plattenepithelkarzinom zu unspezifisch. Eine systemische Diagnostik fiir
Therapiemonitoring und Rezidiverkennung ist aktuell nicht mdglich und wire

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

2.1.2. Liquid Biopsies

Eines der Kerncharakteristika maligner Tumoren ist deren Invasivitit mit Anschoppung
von Lymph- und BlutgefiBen. Uber diese findet die Aussendung von
Tumorinformationen in die Umgebung und die Metastasierung statt (Pantel and Alix-
Panabiéres, 2010). Sobald der Tumor also vom Stadium des Carcinoma in situ in das
eines Karzinoms iibergeht, ist eine systemische Komponente der Erkrankung gegeben.
Genetisches Material des Tumors wird passiv durch Apoptose oder Nekrose und aktiv
durch Vesikelabschniirung verteilt (Cristaldi et al., 2019). Der Begriff Liquid Biopsies
(LB) beschreibt die genetische Untersuchung von Malignomen anhand von
Korperfliissigkeiten und funktioniert dhnlich der Untersuchung fetaler DNA im
miitterlichen Blut bei der nicht-invasiven Prianataldiagnostik (Pantel and Alix-Panabiéres,
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 kdnnen und sekretierte Vesikel wie Exosomen (Pantel and

Alix-Panabiéres, 2010, Cristaldi et al., 2019).
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Anders als bei der regelhaften Untersuchung von Tumormarkern représentieren
LB-Marker die unmittelbare genetische Konfiguration des Tumors (Cristaldi et al., 2019).
Die systemische Untersuchung ist ortsunabhidngig 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. Aullerdem ist eine
nicht-invasive Untersuchung des Tumors im zeitlichen Verlauf moglich und kann das

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

LB nutzen meist Blut als zu untersuchendes Medium, aber auch Urin, Pleurafliissigkeit
und Driisensekrete konnen je nach Tumorlokalisation zu untersuchende
Tumorbestandteile enthalten. Beim oralen Plattenepithelkarzinom besteht ein
unmittelbarer Kontakt des Tumors zum Speichel der Mundhdhle. Zur Extraktion
genetischer Informationen dieser Entitdt 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 Pridisposition (z.B. das
Mammakarzinom) entsteht das orale Plattenepithelkarzinom vorrangig durch Mutationen
auf dem Boden lokaler DNA-Schéddigung durch Konsum von Noxen. So erhoht der
regelméBige Tabakkonsum die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines oralen
Plattenepithelkarzinoms genauso wie der regelmiBige Konsum hochprozentiger
Alkoholika (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019). Auch
eine Assoziation mit chronischen HPV-Infektionen ist nachgewiesen, wobei HPV-
assoziierte Plattenepithelkarzinome hdufiger im Bereich des Pharynx vorkommen. Die
beim oralen Plattenepithelkarzinom am meisten nachgewiesenen Mutationen betreffen
die Gene TP53, NOTCHI, CDKN2A, HRAS und PIK3CA (Starzynska et al., 2020). Die
héufigsten flir eine Tumorentitét typischen Mutationen nennt man Hotspot Mutationen

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

Bei der genetischen Untersuchung in Korperfliissigkeiten durch LB kommen sog.
ungezielte und gezielte Herangehensweisen zum Einsatz. Ungezielte Ansitze, wie z.B.
das whole genome sequencing oder bestimmte Verfahren des next generation sequencing
konnen Punktmutationen, Deletionen, Insertionen etc. erkennen. Sie erfassen also eine
groBe Bandbreite an genetischen Verdnderungen, sind jedoch aufwindig in der
Durchfiihrung und teuer. Gezielte Ansitze, wie z.B. die digital-droplet-PCR oder die

Massenspektrometrie, konnen fokussiert nach bekannten Mutationen suchen. Sie sind
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somit eingeschrankt im Untersuchungsspektrum aber schnell und giinstig in der
Anwendung. Kénnten Hotspot Mutationen fiir das orale Plattenepithelkarzinom bestimmt

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

2.1.3. Zielsetzung

Ein beim oralen Plattenepithel haufig von Mutationen betroffenes Gen ist PIK3CA
(Starzynska et al., 2020). Ziel dieser Studie war der repréisentative Nachweis von PIK3CA
Mutationsprofilen in Tumorproben des oralen Plattenepithelkarzinoms und in den
korrespondierenden prioperativ gewonnenen Speichelproben. Die Entdeckung von
PIK3CA Hotspot Mutationen in oralen Plattenepithelkarzinomen und deren gleichzeitiges
Auftreten im Speichel konnte den Nutzen von LB als geeignetes Instrument fiir die nicht-
invasive Fritherkennung und insbesondere Nachsorge von Patienten mit oralem
Plattenepithelkarzinom aufzeigen. Dies stiinde im Einklang mit aktuellen
Forschungsergebnissen, die bereits belegen, dass PIK3CA Mutationen potente
diagnostische Marker fiir 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 dazugehorigen praoperativ gewonnenen Speichelproben zu
ermOglichen, wurden 29 entsprechende Patienten der Klinik und Poliklinik fiir Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie des Universititsklinkums 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 Einverstéindnis zu
der Probengewinnung und genetischen Untersuchung und alle Proben wurden
pseudonymisiert. Das Ethikvotum Nr. PV7012 wurde vorab vom Ethikrat de

Arztekammer Hamburg eingeholt.
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Die Probengewinnung erfolgte in der Klinik und Poliklinik fiir Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie des Universititsklinkums Hamburg-Eppendorf. Der Speichel wurde
priaoperativ am Vortag oder Tag der Operation nach Spiilung der Mundhohle mit Sml
Natriumchlorid-Losung 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-Losung gelagert. Die DNA-Extraktion aus den Speichel- und
Gewebeproben wurde durch wissenschaftliches Personal in den Laboratorien der Klinik
und Poliklinik fiir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie des Universitdtsklinkums Hamburg-
Eppendorf nach standardisiertem Verfahren durchgefiihrt (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 Molekiilmasse
nachzuweisen. Die Methode erbrachte bereits in der Anwendung bei Melanomen und
dem Bronchialkarzinom zusétzliche Informationen, die iiber 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). Wéhrend in den genannten Studien hauptséchlich
Blut untersucht wurde, ist eine schnelle und kostengiinstige Analyse von Speichel ebenso

moglich.

Vor der Mutationsanalyse wurden alle Proben auf Qualitit, Quantitit und genetische
Identitdt durch das Exome QC Panel (Agena Bioscience, Hamburg, Deutschland)
kontrolliert. Alle Geschlechtszuordnungen konnten bestétigt und die Zugehorigkeit 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™ P/K3CA Panel (Agena Bioscience,
Hamburg, Deutschland) angewendet. Das Mutationspanel erfasst 20 Varianten auf dem
PIK3CA Gen. Die genetische Bestdtigung 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 fiir Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf in Deutschland
untersucht. Die Kohorte umfasste 11 Ménner und 18 Frauen, von denen 14 Raucher und
15 Nichtraucher waren. Das niedrigste UICC-Stadium war I (3 Patienten), das hochste
IVDb (4 Patienten). Es lag kein UICC-Stadium IVc vor. Die niedrigste T-Klassifikation
war pT1 (4 Patienten) und die hochste pT4a (13 Patienten). Es wurde kein pT4b-Tumor
eingeschlossen. Die niedrigste N-Klassifikation war pNO (17 Patienten) und die hochste
pN3b (4 Patienten). Da das Vorhandensein von Metastasen eine Kontraindikation fiir eine
operative Therapie gewesen wire, 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 zunédchst mit dem ClearSEEK™
PIK3CA Panel analysiert. Zur Bestitigung 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 flinf dieser Félle
(71 %) konnte die gleiche Variante auch in der passenden Speichelprobe nachgewiesen
werden. Zwei dieser fiinf Fille, die Varianten E542K und H1047R betreffend, waren nur
mit dem UltraSEEK® Lung Panel mit seiner deutlich héheren analytischen Sensitivitit

nachweisbar.

In zwei Tumorproben wurden die PIK3CA-Varianten p.E5454 und p.E5450Q mit dem
ClearSEEK™ PJK3CA Panel nachgewiesen. Diese beiden Varianten werden durch das
UltraSEEK® Lung Panel nicht abgedeckt und konnten daher nicht bestitigt 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 hdngt nach wie vor wesentlich von
der klinischen Untersuchung bzw. der Bildgebung mittels Sonographie und
Computertomographie ab. Diese Methoden sind integraler Bestandteil der initialen
Diagnosestellung, konnen jedoch auch mit erheblichen Verzogerungen einhergehen.
Verzogerungen entstehen, wenn Effloreszenzen fehlinterpretiert werden oder die
Tumoren z.B. bei Lokalisation am dorsalen Zungenrand iibersehen werden. Die
Rezidiverkennung stellt bei postoperativ verdndertem Situs eine noch grofBere
Herausforderung dar. Viele Patienten weisen nach der Operation bzw. der Bestrahlung
eine verkleinerte Mundoéffnung auf (Mikrostomie). Die Kopf- und Zungenbeweglichkeit
ist meist ebenso eingeschrinkt, sodass eine Diagnostik nachteilig beeintrachtigt wird. Bei
Zustand nach mikrochirurgischer Rekonstruktion erschweren die zunédchst oft
iiberdimensionierten Transplantate die Einsicht in die Mundhdhle ebenfalls betriachtlich.
Ebenso konnen Narbengewebe und transplantiertes oder ddematdses Gewebe von einem
etwaigen Rezidiv schwer zu unterscheiden sein. Es besteht daher ein Bedarf nach
zusitzlichen diagnostischen Methoden, die standardisiert und Untersucher-unabhingig

angewendet werden konnen.

Die Bestimmung von Tumormarkern, die bei anderen Tumorentititen hdufig Anwendung
findet, ist beim oralen Plattenepithelkarzinom nachweislich zu unspezifisch (Cristaldi et
al., 2019). Eine direkte genetische Untersuchung des jeweiligen Tumors wire
wiinschenswert, ist jedoch in der aktuellen klinischen Routine nur durch eine Biopsie oder
die Tumorresektion mit entsprechend assoziierten Risiken darstellbar. Zudem muss auch
fiir eine bioptische Gewebeentnahme das zu untersuchende Areal identifiziert und
reprasentatives Gewebe gesichert werden. LB ermdglichen die Untersuchung tumordser
DNA direkt aus den Korperfliissigkeiten wie Blut und Speichel. Die vom Tumor
entstammende ctDNA kann hierbei eindeutig von der korpereigenen cfDNA
unterschieden werden, sodass eine direkte Zuordnung zum Tumor moglich ist. Die
Gewinnung des Materials im Rahmen einer LB Probenentnahme ist schmerzlos,
risikoarm, einfach, giinstig, Untersucher-unabhingig und beliebig wiederholbar
(Cristaldi et al., 2019). Sie birgt klare Vorteile fiir den klinischen Alltag, besonders in der

Patientennachsorge nach der Tumortherapie.
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Dies ist auch im spezifischen Kontext des oralen Plattenepithelkarzinoms zutreffend, das
vorrangig auf dem Boden lokaler genetischer Schadigung v.a. durch Noxen entsteht und
eine grofle Bandbreite an ursdchlichen Mutationen aufweist. Eine Krebsfritherkennung
durch Suche nach in den Korperfliissigkeiten vorkommenden Hotspot Mutationen
erscheint deshalb aktuell nicht opportun. Koénnen bei einem histologisch gesicherten
Tumor jedoch Mutationen durch LB detektiert werden, die nach Tumorresektion nicht
mehr nachzuweisen sind, konnen in der Nachsorge regelmifig LB-Proben entnommen
werden, um ein Wiederauftreten der Mutation festzustellen. Dies wiirde mit hoher
Wahrscheinlichkeit fiir ein Rezidiv des Tumors sprechen und eine gezieltere klinische
Untersuchung bzw. Bildgebung — z.B. eine PET-CT — auslosen. Ebenso wiirde ein
persistierender Nachweis der Mutationen fiir 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
Malignitétskriterium eines Tumors ist die Durchbrechung der Basalmembran des
jeweiligen Gewebes und eine folgende Anschoppung von Lymph- und Blutgeféfen. Fiir
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
Mundhohle, erscheint Speichel im Kontext des oralen Plattenepithelkarzinoms jedoch als
noch aussagekriftiger. Das orale Plattenepithelkarzinom wird konstant von Speichel
umsplilt, sodass die Prisenz von spezifischer ctDNA in einer LB-Speichelprobe friiher
und in hoherer Konzentration als im Blut zu erwarten ist. Vorstudien bestétigten die
Annahme, dass bei dieser Entitdt 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
nachdriicklich zeigen, dass das Vorhandensein von PIK3CA-Mutationen mit einer
schlechteren Uberlebensprognose einhergeht (Oshiro et al., 2015). Eine weitere Studie
zum Kolonkarzinom identifizierte Mutationen von PIK3CA als prognostisch relevanten
Faktor fiir 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
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an aus Tumorresektaten und korrespondierenden prioperativ = gewonnenen
Speichelproben extrahierter DNA. Von den 29 Patienten konnten bei sieben (24 %) eine
PIK3CA-Variante im jeweiligen Tumorgewebe nachgewiesen werden. In fiinf dieser
Félle (71 %) konnte die gleiche Variante auch in der passenden Speichelprobe
nachgewiesen werden. Die Zielsetzung der Studie konnte somit erfiillt 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 konnte ein Therapiemonitoring unterstiitzen. Persistiert der Nachweis
nach erfolgter Tumorresektion, ist dies ein starker Hinweis auf einen Residualtumor bzw.
ein lokales Zweitkarzinom. Wéren entsprechende Varianten nach der Operation nicht
mehr nachzuweisen und wiirden im Rahmen der Tumornachsorge erneut auftreten, wére
dies ein diagnostischer Marker fiir eine friihzeitige Remission der Tumorentitit.
Perioperativ durchgefiihrte LB an Speichelproben konnten 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 héufig betroffener Gene, wie 7P53 oder NOTCHI, zu
identifizieren, sollten breitere Mutationspanel bei der Massenspektrometrie und ggf. auch
andere Detektionsmethoden angewendet werden. Die Massenspektrometrie zeigt jedoch
den entscheidenden Vorteil der Kosteneffizienz fiir die klinische Anwendung. Ungezielte
Ansitze der Mutationsdetektion, wie das whole genome sequencing wiirden die breitere
Detektion jeglicher Mutationen auf vielen Genen ermoglichen. Somit konnte die initiale
Mutationsuntersuchung des Tumors mit ungezielten Ansidtzen erfolgen und die
Rezidiverkennung durch die Detektion des Wiederauftretens vorab festgestellter

Mutationen im Speichel mit gezielten Ansétzen 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). Zukiinftige Ansitze, 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 konnten LB  einen Informationsgewinn  beziiglich
Therapieansprechen oder -resistenz bedeuten und das Therapiemonitoring verbessern.
Neben dem Nachweis von ctDNA stehen hierfiir auch weitere LB-Marker wie CTCs,

Exosomen, microRNA und die Untersuchung von Methylierungsmustern zur Verfiigung.
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2.5. Zusammenfassung

Zielsetzung: Ziel der vorliegenden Studie war der reprasentative Nachweis von PIK3CA
Mutationsprofilen in Tumorproben des oralen Plattenepithelkarzinoms und in den
dazugehorigen priaoperativ gewonnenen Speichelproben. Die Entdeckung von PIK3CA
Hotspot Mutationen in oralen Plattenepithelkarzinomen und deren gleichzeitiges
Auftreten im Speichel konnte den Nutzen von LB als geeignetes Instrument fiir die nicht-
invasive Fritherkennung und Nachsorge von Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom

aufzeigen.

Material und Methoden: Von 29 Patienten, bei denen ein priméres orales
Plattenepithelkarzinom im operablen Stadium diagnostiziert wurde, wurden
Speichelproben prioperativ gewonnen und Gewebeproben wihrend der Tumorresektion
entnommen. Die Tumor-DNA wurde sowohl aus Gewebe- als auch aus Speichelproben
nach Standardprocedere extrahiert. Alle Proben wurden auf DNA-Quantitdt und -Qualitét
kontrolliert, und die genetische Ubereinstimmung der Probenpaare bestitigt. 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™ P/K3CA Panel
durchgefiihrt, das 20 Hotspot Mutationen in PIK3CA erfasst. Zur Bestitigung 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® bestitigte diese Varianten
zusitzlich 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 fiinf 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 fiir 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™ P/K3CA 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. Erklirung des Eigenanteils an der Studie

Die Studie erfolgte im Rahmen der Probengewinnung und Prozessierung der Biobank der
Klinik und Poliklinik fiir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie des Universititsklinkums
Hamburg-Eppendorf. Der Ethikantrag hierfiir wurde im Wesentlichen durch Dr. Simon
erstellt (Ethikvotum PV7012, Arztekammer 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 Ablaufe
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 fiir 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 durchzufiihren, wurde eine Kooperation
zwischen der Klinik und Poliklinik fiir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie und dem Institut
fiir Tumorbiologie des Universititsklinkums Hamburg-Eppendorf vereinbart, dessen
Direktor, Prof. Dr. Klaus Pantel, den Begriff der Ligquid 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 fiir 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 durchgefiihrt.
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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 fiihrte die Literaturrecherche zur Einordnung dieser durch. Er schrieb die
wissenschaftliche Veroffentlichung 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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04/17 — 04/22

04/13 - 11/19
04/15-11/19
09/16 —12/16
04/13 — 03/15
04/03 — 06/12

09/08 — 05/09

Studium der Zahnmedizin, LMU Miinchen
e Abschlussnote: sehr gut /1.4

Studium der Medizin

Abschlussnote: gut /2,3

Klinischer Abschnitt, LMU Miinchen

Auslandssemester, Universita degli Studi di Milano, Mailand, Italien
Vorklinischer Abschnitt, WWU Miinster

Besuch des Gymnasiums, Ratsgymnasium Bielefeld
e Abiturnote: 1,3
e Auslandsjahr, Lycée Jean Macé, Rennes, Frankreich

Engagements und Praktika
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07/22 - 08/22

11/18 - 11/19
07/19-11/19

03/19 - 06/19
01/19-03/19

11/18 - 01/19
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Griindung der Initiative HowToDr. zur Férderung medizinischer
Promotionen

Hilfseinsatz mit ,,Dentists Without Limits* fiir ukrainische Gefliichtete in
der Republik Moldau

Praktisches Jahr des Medizinstudiums

e Tertial der Inneren Medizin, CHU Rangueil, Université Paul Sabatier,
Toulouse, Frankreich
Tertial der Chirurgie, Universititsklinikum Eppendorf, Hamburg
Tertial der Anésthesie, Chulalongkorn Memorial University Hospital,
Bangkok, Thailand

o Tertial der Anisthesie, Policlinico Umberto I, Sapienza — Universita
di Roma, Rom, Italien

Praktikumssemester, SYNMICRO — Zentrum fiir Synthetische
Mikrobiologie, Marburg
o Fokus: Oberflichenaufbau und rdumliche Organisation bei Bacillus

subtilis
Sprachkenntnisse
Deutsch Englisch Franzosisch Italienisch Russisch
Muttersprache Niveau C1 Niveau B2 Niveau Bl Niveau Al
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