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1 Einleitung

Das oropharyngeale Plattenepithelkarzinom, kurz Oropharynxkarzinom, (OPSCC,
Oropharyngeal — Squamous  Cell  Carcinoma)  gehort zur  Gruppe  der
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs (HNSCC, Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma). Einer der wichtigsten Risikofaktoren, welche zur Entstehung
der Erkrankung beitrégt, ist hierbei das humane Papillomvirus (HPV), insbesondere der
HPV-Typ 16 (HPV16). Die Zahl der HPV-assoziierten Oropharynxkarzinome hat in den
letzten Jahrzehnten in den westlichen Industriestaaten erheblich zugenommen und es
besteht in einzelnen Lindern bzw. Regionen hier bereits eine HPV-Assoziation von bis
zu 70-80 % aller OPSCCs (Bradley et al., 2022; Faraji et al., 2017; Siegel et al., 2020).
Der prozentuale Anteil der HPV-assoziierten OPSCC variiert weltweit jedoch stark in
Abhingigkeit von der beobachteten geographischen Region. In Asien zum Beispiel liegt
die kumulative Pravalenz im Vergleich bei lediglich ca. 23% (Pimolbutr et al., 2024).

Die Behandlung von HPV-assoziierten Oropharynxkarzinomen stellt eine medizinische
Herausforderung sowie eine finanzielle Belastung fiir das internationale
soziodkonomische System dar. Das HPV-assoziierte OPSCC weist mit einem 5-Jahres-
Uberleben von 82% versus 44% eine wesentlich bessere Prognose als HPV-negative
OPSCC auf (Gorphe et al., 2022). Dennoch entwickeln nach der Behandlung 13-25 %
der Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC innerhalb von 2 Jahren und bis zu 36 % im

Zeitraum von 8 Jahren ein Rezidiv (Faraji et al., 2017).

Zur Uberwachung des Therapieverlaufs und der friihzeitigen Detektion solcher
Rezidivfille sind Biomarker bzw. Tumormarker niitzlich und im klinischen Alltag bereits
bei vielen Tumorentitdten in Gebrauch. Beispiele hierfiir sind das Glykoprotein CEA und
das Lewis-Antigen CA19-9 fiir kolorektale Karzinome und das Glykoprotein CA15-3,
welches auf Zellen von Mammakarzinomen exprimiert wird. Diese Marker kommen im
Rahmen der Nachsorge regelmiBig zur Anwendung und tragen dazu bei, Tumorrezidive
oder eine Progression der Erkrankung friihzeitig zu erkennen (Yamashita et al., 2008;
Engel et al, 2008). Die Entwicklung eines solchen Biomarkers fiir
Oropharynxkarzinome, welcher effizient, kostengiinstig und im klinischen Alltag
praktikabel ist, stellt eine erhebliche Herausforderung dar. Dennoch ist der Aufwand

aufgrund des daraus resultierenden klinischen Nutzens erstrebenswert.



1.1 Hintergrund Oropharynxkarzinome

Kopf-Hals-Tumore bilden eine heterogene Gruppe von malignen Erkrankungen, die in
der Nasenhohle, den Nasennebenhdhlen, den Lippen, der Mundhdhle, dem Pharynx, den
Speicheldriisen, dem Hals oder dem Kehlkopf entstehen. Krebserkrankungen des Kopfes
und des Halses stellen aufgrund ihrer hohen Inzidenz, Priavalenz und Mortalitdt ein
ernstes Problem fiir die 6ffentliche Gesundheit dar. Im Jahr 2018 wurden weltweit rund
700.000 Fille (92.900 Oropharynx) neu diagnostiziert und es wird von einer hohen
Sterblichkeitsrate von etwa 50% berichtet (Ferlay et al., 2018).

Nasopharynx

Oropharynx

Laryngopharynx

Abbildung 1: Anatomisches Schaubild des Oropharynx. Der Oropharynx umfasst die Basis und das hintere
Drittel der Zunge, die Mandeln, den weichen Gaumen sowie die hinteren und seitlichen Rachenwénde.
Oropharynx = markiert als grilne Fldche. Adaptiert von Arcadian, freie Nutzung und Anpassung unter
Public domain Lizenz, via Wikimedia Commons

Das Oropharynxkarzinom kann im gesamten Bereich des Oropharynx (s. Abb. 1)
entstehen. Es macht einen groBen Teil der Krebserkrankungen im Kopf- und Halsbereich
aus und diese gehoren als Gruppe weltweit zur sechsthdufigsten Krebsart (Sung et al.,
2021). Obwohl die Priavalenz bei Mannern hoher ist als bei Frauen, hat in den letzten
Jahren der Anteil der Frauen, die von dieser Krankheit betroffen sind, zugenommen. Bei
mehr als 90 % der Oropharynxkarzinome handelt es sich um Plattenepithelkarzinome, die
aus dem mehrschichtigen Plattenepithel des Oropharynx hervorgehen. Die Atiologie des
Oropharynxkarzinoms lésst sich grob in Humanes Papillomvirus (HPV)-assoziierte und
HPV-negative Karzinome einteilen. HPV-assoziierte OPSCC treten bei Patienten auf, die

mit Hochrisiko-Varianten des humanen Papillomvirus infiziert sind. Unter den vielen
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Subvarianten des humanen Papillomvirus ist HPV16 der hdufigste Typ, welcher bei

Oropharynxkarzinomen gefunden wird (Jamal Z & F, 2023; Syrjinen & Syrjinen, 2019).

1.1.1 TNM-Klassifizierung fiir OPSCC und Stadieneinteilung nach UICC

Die TNM-Klassifikation (Tumor, Knoten (Nodus), Metastasen) bosartiger Erkrankungen
spielt eine wichtige Rolle bei der Einteilung von Tumoren. Sie hilft bei der initialen
Klassifikation des Tumors, der Prognosevorhersage und wird fiir die

Therapieentscheidung angewendet.

Die erste TNM-Klassifikation wurde 1968 von der Union fiir internationale
Krebsbekdmpfung (Union for International Cancer Control, UICC) veroffentlicht und
sie wird regelmédBig dem aktuellen Stand der Wissenschaft angepasst. Bei den soliden
Tumoren wird das TNM-System international angewandt und unterscheidet sich
entsprechend der unterschiedlichen Tumorentititen (Amin etal., 2017; Beltz et al., 2018;
Mellin et al., 2002). Die aktuelle Klassifikation bei OPSCC sowie das daraus
resultierende Tumorstadium nach UICC (8th edition) sind in den Tabellen 1 und 2
aufgefiihrt (Brierley et al., 2017).

Tabelle 1. TNM (Tumor, Knoten, Metastasen) -Klassifikation des Oropharynxkarzinoms.

Kategorien
Tumorgrofie
TX Primértumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Primértumor identifiziert
T1 Tumor < 2cm im gréfften Durchmesser
T2 Tumor > 2cm < 4cm im groBten Durchmesser

Tumor > 4 cm in der grofiten Abmessung oder Ausbreitung bis zur

13 Oberfliache der Epiglottis
Infiltration von Larynx, extrinsischen Zungenmuskeln, medialem
1 Pterygoid, hartem Gaumen oder Mandibula bzw. dariiber hinaus
Regionéire Lymphknoten
Nx regionale Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
NO keine regionalen Lymphknotenmetastasen




N1 ein oder mehrere ipsilaterale Lymphknoten, keiner > 6cm

N2 kontralaterale oder bilaterale Lymphknoten, keiner > 6 cm

N3 Lymphknoten > 6¢cm

Fernmetastasierung
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Quelle: TNM Classification of Malignant Tumors 2017, 8th Edition (International Cancer Control,
UICC), (Brierley et al., 2017).

Seit einigen Jahren werden HPV-positive und HPV-negative Oropharynxkarzinome als
zwei unterschiedliche Tumorentitdten angesehen. Dies spiegelt sich auch in der aktuellen
Stadieneinteilung nach UICC wider (s. Tab. 2). Hierbei wird zwischen p16-positiven und
pl6-negativen OPSCC unterschieden.

Tabelle 2. Das UICC-Stadiensystem fiir HPV-positive (HPV-assoziierte) und HPV-
negative OPSCC.

p16-positive OPSCC: UICC-Stadium

Stadium | T0-2 NO-1 Mo
T0-2 N2 Mo

Stadium Il
T3 NO-1 Mo
jedes T N3 MO

Stadium llI
T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1

p16-negativ OPSCC: UICC-Stadium

Stadium | T1 NO Mo
Stadium Il T2 NO MO
T3 NO MO
Stadium Il

T1-3 N1 Mo
T4a NO-1 Mo

Stadium IVA
T1-4a N2 MO
jedes T N MO

Stadium IVB
T4b jedes N M
Stadium IVC jedes T jedes N M1




T= TumorgrofBe, N= Lymphknoten, M= Metastasen. Classification of Malignant Tumours 2016, 8th
Edition (International Cancer Control, UICC), (Brierley et al., 2017).

Zusétzlich zur immunhistochemischen Farbung von p16 gehort die Testung des HPV-
DNA-Status fiir OPSCC mittlerweile in vielen Zentren zum Standard und tragt dazu bei,
die Patientenversorgung zu verbessern. Denn es hat sich gezeigt, dass die OPSCC-
Subtypen pl6+/HPV-, pl6-/HPV+, pl6-/HPV- und pl6+/HPV+ unterschiedliche
Verldaufe und Prognose aufweisen (Wagner, Wuerdemann et al., 2020; Mehanna et al.,

2023; Schalhorn, 2019).
1.2 Die Rolle von HPV bei malignen Erkrankungen

Infektionen mit Bakterien und Viren sind bekannte und relevante Risikofaktoren fiir die
Entstehung maligner Erkrankungen. Weltweit sind die wichtigsten Infektionserreger
hierbei Helicobacter pylori (36,3 %) und HPV (31,1 %), gefolgt von Hepatitis B (16,3 %)
und C (7,1 %). Damit ist HPV der zweithdufigste Infektionserreger, welcher zur
Pathogenese von malignen Erkrankungen beitragt (Szymonowicz et al., 2020). Bis heute
sind mehr als 200 HPV-Typen Kklassifiziert worden. Darunter (mindestens) 12
Hochrisiko-HPV-Varianten  einschlieBlich HPV 16, die fiir Anogenital-,
Gebédrmutterhals- und Kopf-Hals-Tumore verantwortlich sind. Insbesondere in der
Pathogenese der Zervixkarzinome spielt HPV als nahezu alleinige Ursache der Krankheit
eine besondere Rolle (Kobayashi et al., 2018). Das humane Papillomvirus ist ein DNA-
Virus, das Epithelien der Haut und die Schleimhdute infiziert. Eine schematische
Darstellung des HPV-Genoms, welches aus etwa 7900 Basenpaaren besteht und das fiir

acht Gene kodiert, ist in Abbildung 2 zu sehen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des HPV-Genoms. a) Organisation kodierter Gene und
regulatorischer Regionen; b) Proteinstruktur und Expression der onkogenen E6- und E7-Proteine ausgeldst
durch Unterbrechung der E2-Aktivitat nach Integration des HPV-Genoms in das menschliche Wirtsgenom.
Adaptiert von (Pal & Kundu, 2020; freie Nutzung und Anpassung unter CC-BY 4.0-Lizenz).

HPV infiziert undifferenzierte Zellen in der Basalschicht der Epithelien (basale
Stammzellen) oder sich voriibergehend teilende Zellen von verletzten Epithelien. Nach
der Infektion durchlauft HPV drei Phasen der Replikation: Erstvermehrung, stabile
Erhaltung und schlieflich produktive Vermehrung durch Produktion von Virionen
(Araldi et al., 2018; Dietz et al., 2021; Nakahara et al., 2016; Pan et al., 2018), wie in
Abbildung 3 dargestellt (Ferreira et al., 2020). Virionen sind die infektisen Partikel eines
Virus auBBerhalb einer Wirtszelle. Sie bestehen aus dem genetischen Material des Virus
in Form von DNA oder RNA sowie einem aus Protein bestehenden Kapsid, welche die

genetische Information schiitzt und fiir die Infektion gesunder Zellen benotigt wird.



normales Epithelium intraepitheliale Neoplasien Krebsausbreitung
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Abbildung 3: Die Phasen des HPV-Reproduktionszyklus und maligne Transformation. Der
Reproduktionszyklus von HPV kann grob in zwei Phasen aufgeteilt werden kann: a) Infektion und frithe
Transkription; b) Freisetzung des Virus an der Gewebeoberfliche nach der Latenzphase; ¢c) Wiahrend der
Krebsentstehung kommt jedoch eine dritte Phase hinzu, bei dem HPV in die DNA der Wirtszelle integriert
wird und zur malignen Transformation fithrt. Adaptiert von (Ferreira et al., 2020, freie Nutzung und
Anpassung unter CC-BY 4.0-Lizenz).

Wenn HPV die Basalzellen des Epithels erreicht (s. Abb. 2a), binden sich die (late, L)
L1/L2-Oberflachenproteine des Virus an Rezeptoren der menschlichen Zellen. Das
Viruskapsid erfahrt darauthin konformationelle Verdnderungen, die es den Viruspartikeln
ermdglichen, von den menschlichen Zellen durch Endozytose aufgenommen zu werden.
Nach dem Eintritt in die Zelle wird L1 abgebaut und L2 leitet die HPV-Vesikel entlang
der Mikrotubuli. Wenn die Kernhiille wihrend der Mitose aufgebrochen wird, werden
L2-DNA-Komplexe in den Zellkern transportiert. Im Kern wird die frithe virale
Transkription mit der Expression der frithen (early, E) Proteine eingeleitet, die
wesentlichen Faktoren fiir die virale DNA-Replikation sind, da sie die zellulire DNA-
Replikationsmaschinerie rekrutieren. E1, E2, E6 und E7 sind die wichtigsten frithen
Proteine der viralen Replikationsmaschinerie. Nach der schnellen, voriibergehenden

Expression der friihen Proteine tritt das HPV in die sogenannte Latenzphase (stabile
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Erhaltung) ein. Die frilhen Proteine werden weiterhin nur noch in geringen Mengen
exprimiert und nach der anfanglichen Amplifikation werden HPV-Episomen im Zellkern
durch Replikation synchron mit der Zellteilung auf niedrigem Niveau aufrechterhalten.
HPV-Infektionen entziehen sich dem Immunsystem des betroffenen Korpers durch die
Herunterregulierung von NF-kB und nachgeschalteten Interferon-Signalwegen vom Typ
I. Das virale Genom kann jahrelang in den betroffenen Zellen verbleiben und es kann zu
einem deutlich spiteren Zeitpunkt eine Reaktivierung stattfinden (Araldi et al., 2018;
Nakahara & Kiyono, 2016; Pan et al., 2018). HPV-infizierte Zellen behalten ihre
Féhigkeit zur Differenzierung und wandern in die oberen Schichten des Epithels.
Wiéhrend die infizierten Basalzellen sich differenzieren und in die oberflachlichen
Zelllagen aufsteigen, wird die Virusreplikation abgeschlossen und infektidse Virionen

konnen freigesetzt werden (s. Abb. 2b).

Die Persistenz des Virus in den Basalzellen kann zur Integration des HPV-Genoms in die
DNA der infizierten Zelle fithren (s. Abb. 3c) und im Rahmen dessen wird die Aktivitét
von E2 gestort (s. Abb. 2b). E2 hat hemmenden Einfluss auf die Aktivitit von E6 und E7,
weshalb die Integration in das Wirtsgenom eine zentrale Rolle in der Karzinogenese der

HPV-befallenen Zellen spielt (Ferreira et al., 2020; Wang et al., 2019; Pan et al., 2018).



1.2.1. HPV E6 und E7

Die HPV-Onkogene E7 und E6 flihren zur Entstehung von HPV-induzierten
Krebserkrankungen. E6 und E7 werden in HPV-infizierten Zellen exprimiert und fiihren
zu einer Inaktivierung der Tumorsuppressor-Proteine p53 und Retinoblastom (RB). Dies
fiihrt zu einer Storung der Zellzyklusregulation und somit zu einem unkontrollierten
Fortschreiten der Zellteilung, welche zur Karzinogenese beitrdgt (s. Abb. 4) (Jimenez

Jimenez et al., 2016; Senba & Mori, 2012).

N i) )

/ HPV GENOME

Ubiquitinierung

Ubiquitiniert

O @)
o |
® OO S-Phase Cyclin Genes

p53-Degradation (Cyclin A/Cyclin E)

pRb-Degradation

Unkontrollierte Zellproliferation Ungebremster Eintritt in die S-Phase

des Zellzyklus

Abbildung 4: Pathophysiologie von E6 und E7 in der Wirtszelle. Die HPV-Proteine E6 und E7
interagieren mit den Tumorsuppressor-Signalwegen pRb und p53 in der Wirtszelle, um den normalen
Wachstumsstopp des Zellzyklus von der G1- zur S-Phase zu iiberwinden, was zu unkontrolliertem
Wachstum der HPV-infizierten Zellen fiihrt. Adaptiert von (Pal & Kundu., 2020; freie Nutzung und
Anpassung unter CC-BY 4.0-Lizenz).

Konkret wirkt E6 auf p53 ein, welches ein Hauptregulator der Apoptose ist. Deren
Inaktivierung stellt einen wichtigen Bestandteil der Karzinogenese vieler Krebsarten dar.
E6 interagiert mit der E3-Ubiquitin-Ligase E6AP und fiihrt zur Ubiquitinierung von p53,

d.h. eine kovalente Bindung mit dem Protein Ubiquitin. Das somit ,,markierte p53 wird



darauthin im 26S-Proteasom abgebaut und es entfillt die Aktivierung von p21, welches
den Zellzyklus in der Zellteilung stoppen kann (Huibregtse et al., 1993). Des Weiteren
wirkt sich E6 negativ auf die Expression proapoptotischer Proteine wie Bak, FADD und
Procaspase 8 aus, sodass der Zellzyklus ungestort fortschreiten kann (Garnett et al., 2006;

Thomas et al., 1999)

E7 hingegen interagiert mit dem Retinoblastom-Protein (RB-Protein). Das RB-Protein
kontrolliert den Gl-Restriktionspunkt des Zellzyklus. Es bindet an E2F-
Transkriptionsfaktoren und nach Phosphorylierung von RB durch G1-Cyclin-abhiangige
Kinasen (CDKs) wird E2F freigesetzt, welches zum Fortschreiten des Zellzyklus von der
G1- in die S-Phase fiihrt. E7 kann mit unphosphoryliertem RB interagieren und die Zellen
vorzeitig in die S-Phase bringen, indem es die RB-E2F-Interaktion inhibiert (Nguyen et
al., 2002; Thomas et al., 1999). Zudem kann E7 an die CDK-Inhibitoren p27 und p21
sowie an Cyclin A/CDK2 binden und so die Zellzyklusprogression weiter fordern (Funk
et al., 1997; Tommasino et al., 1993; Zerfass-Thome et al., 1996).

Das Zusammenspiel zwischen E6 und E7 mit den Cyclinen, CDKs und ihren Inhibitoren
fiihrt dazu, dass der Zellzyklus ungeachtet der normalen Regulation ungebremst
fortgesetzt wird. Schiaden in der DNA, welche bei fehlender Reparatur zur Beendigung
des Zellzyklus und Apoptose der Zelle fiihren, konnen im Rahmen dieses gestorten

Zellzyklus tiber die Zeit akkumulieren und zur Karzinogenese der Zelle beitragen.

Ein weiteres Merkmal des HPV-16-assoziierten OPSCC ist die reichliche Produktion des
pl6-Proteins (kodiert durch das Gen CDKN2A). Als ,,Nebenprodukt* der Interaktion von
E7 mit dem RB-Protein steigt in HPV-assoziierten Tumorzellen die Konzentration des
cyclinabhiingigen Kinase-Inhibitors p16™X4A  allgemein (und nachfolgend in dieser
Arbeit) kurz auch als pl6 bezeichnet. Physiologischerweise hemmt pl6 die
cyclinabhédngigen Kinasen 4/6 (CDK4/6), welche fiir die Phosphorylierung von RB
zustdandig sind. Durch den Anstieg von p16 wird die Zellzyklusprogression von der G1-
in die S-Phase gehemmt, da RB in seiner hypophosphorylierten Form aktiv bleibt und
E2F inaktiviert. In HPV-positiven Zellen ist RB jedoch unabhidngig von dessen
Phosphorylierungsstatus durch das virale Onkoprotein E7 direkt inaktiviert. Die Folge ist
eine unkontrollierte Aktivierung von E2F und damit eine ungehinderte Zellteilung.
Kompensatorisch versucht die Zelle, den unkontrollierten Zellzyklus durch eine

vermehrte Expression von pl6 zu bremsen, was jedoch aufgrund der funktionellen
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Blockierung von RB wirkungslos bleibt (Christin et al., 2013; Geifler et al., 2013; Lim
et al., 2014; Munger et al., 2013)

Neuere Erkenntnisse zeigen zudem einen anderen Mechanismus fiir die pl6-
Uberexpression, welche unabhingig von der E2F-vermittelten Hochregulation ist. E7
induziert hierbei direkt eine zelluldre Seneszenzantwort, unter anderem durch die
Aktivierung der Histon-Demethylase KDM6B. Diese wiederum fiihrt zur epigenetischen
Reaktivierung des CDKN2A-Gens, das fiir p16 kodiert. Die p16-Uberexpression wirkt
aufgrund der Blockierung von RB durch E7 nicht tumorunterdriickend. Stattdessen
scheinen die HPV-positiven Tumorzellen auf pl6 angewiesen zu sein, um eine fiir die
Zelle toxische Uberaktivitit von CDK4/6 zu vermeiden. pl6 wirkt in diesem Fall
paradoxerweise funktionell stabilisierend fiir die Tumorzelle und es entsteht eine
Abhiingigkeit gegeniiber der pl6-Uberexpression fiir die Karzinogenese in HPV-
assoziierten Tumoren (McLaughlin-Drubin et al., 2013; Munger et al., 2013).

Eine hohe pl6-Akkumulation kann somit in histologischen Priparaten dieser Tumore
angefarbt werden und die Assoziation mit HPV darstellen. Bei HPV-negativen Tumoren
ist pl6 in der Regel durch andere Mechanismen inaktiviert und im Allgemeinen
immunhistochemisch nicht oder nur selten nachweisbar (Dietz et al., 2021; Laban et al.,

2021; Leemans et al., 2011).

1.3 Die Bedeutung von cfDNA in der Biomarkerforschung bei
HPV-positivem OPSCC

Es wurden bei OPSCC f{iber die vergangenen Jahre bereits eine Vielzahl an Genen und
Proteinen als mdgliche Kandidaten fiir Biomarker im klinischen Alltag untersucht.
Darunter gehdren microRNA-182-5p, microRNA-205-5p, Ostrogenrezeptor alpha (ERa),
Fibroblastenwachstumsfaktor 4 (FGFR4), Cyclin DI, der Apoptose-vermittelte
Zelltodregulator BCL-2 und die fiir die Chromosomenregulation verantwortliche
Amplifikation von 11q3. Keines dieser Merkmale hatte sich jedoch als zuverldssiger
Biomarker fiir OPSCC erwiesen (Koole et al., 2015; Kwon et al., 2020; Rainsbury et al.,
2013).

Zellfreie DNA (cfDNA) ist ein anderer vielversprechender Kandidat als moglicher
Biomarker zur Uberwachung des HPV-assoziierten OPSCC. Der Nachweis von cfDNA
aus Blutproben wurde erstmals 1948 von Mandel und Metais beschrieben (Mandel &

Metais, 1948). Sie wird im Allgemeinen bei der Apoptose oder Nekrose von kernhaltigen
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Blutzellen in die Blutzirkulation abgegeben und relativ schnell mit einer Halbwertszeit
(HWZ) von etwa 2h abgebaut. Die kurze HWZ bringt als Biomarker den Vorteil, dass
Anderungen im Kérper des Patienten wie z.B. nach einer Tumorresektion oder eine
Vermehrung der Tumorzellen rasch detektiert werden konnen. Sie birgt aber auch den
Nachteil, dass cfDNA instabil ist und spezielle praanalytische Vorbereitungen (wie z.B.
spezielle Blutabnahmebehélter) notwendig sind, um diese zuverldssig sammeln und
messen zu konnen (Bronkhorst et al., 2019; Jiang et al., 2006; Ziegler et al., 2002). Die
Isolierung von cfHPV-DNA aus sogenannten Liquid Biopsies, wie z.B. Blutproben, gilt
bis auf die Blutabnahme als nicht-invasive Diagnostik und lédsst sich mit relativem
geringem Aufwand durchfiilhren. Liquid Biopsies konnen auch aus anderen
Korperfliissigkeiten wie zum Beispiel Urin, Speichel und Liquor asserviert werden

(Bronkhorst et al., 2019; Jiang et al., 2006; Ziegler et al., 2002).

Zellfreie HPV-DNA (cfHPV-DNA) weist aufgrund ihres viralen Ursprungs eine hohe
Spezifitit auf. Im Gegensatz zu Targets, die auf korpereigener DNA basieren, ist HPV-
DNA ausschlieB3lich in infizierten Zellen vorhanden, denn nicht infizierte Zellen enthalten
keine viralen DNA-Sequenzen. Die Verwendung korpereigener DNA als Nachweisziel
kann hingegen zu falsch-positiven Befunden fiihren, da entsprechende DNA-Fragmente
auch physiologisch in gesunden Zellen vorkommen und wéhrend deren Apoptose in die
Blutbahn gelangen konnen. Die Spezifitit von cfHPV-DNA im Blut liegt in der Literatur
je nach Nachweismethode bei nahe 100% und auch die Sensitivitét zeichnet sich in den
meisten Studien als sehr hoch ab. Somit lasst sich auch bei geringer Tumorlast die cfHPV -
DNA in den Blutproben betroffener Patienten nachweisen (Rettig et al., 2022; Siravegna
et al., 2022).

Die cfHPV-DNA von E6 und E7 eignen sich besonders als Target bei HPV-assoziierten
OPSCC, da das Vorliegen der Proteinform von E6 und E7 die Aktivitit der Zellteilung
beschleunigt und somit direkten Einfluss auf das Tumorwachstum hat (s. Kapitel 1.2.1.)
(Jimenez-Jimenez et al., 2016). Damit sind die beiden Targets stabil im Verlauf der
Erkrankung und werden nicht im Rahmen von Selektionsprozessen eliminiert. Bei
anderen nicht viral bedingten Tumorentititen ist die Heterogenitit innerhalb der
Tumormasse und die stindige Entwicklung im Rahmen von Mutationen ein zentrales
Problem fiir die Anwendung von cfDNA. Hierbei ist es mdglich, dass im Laufe der
Verdnderung des Tumors das zuvor festgelegte Target eliminiert bzw. selektiert wird

(Schrank et al., 2021; Sim et al., 2023). Um dieses Problem zu umgehen, miissen
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komplexe Genanalysen von nicht-kodierenden DNA-Sequenzen, wie z.B. bei EPIC-seq
(epigenetic expression inference by cell-free DNA sequencing), mittels
Untersuchungsmethoden wie z.B. NGS (next-generation sequencing) durchgefiihrt
werden. Dies weist im Vergleich zum Nachweis von viraler ¢fDNA einen hohen

Mehraufwand auf und ist kostenintensiv (Esfahani et al., 2022).

Betrachtet man die aktuelle Literatur, hat sich gezeigt, dass cfHPV-DNA ein
vielversprechender Marker bei HPV-assoziierten OPSCC ist. Es existieren
Untersuchungen, welche zeigen, dass eine niedrigere Konzentration von cfHPV-DNA vor
Therapiebeginn mit einem geringeren Risiko fiir ein Fortschreiten der Krankheit sowie
mit einem rezidivfreien Uberleben nach der Therapie bei Krebspatienten verbunden ist
(Dahlstrom et al., 2015; Siravegna et al., 2022). In einigen Fillen wurde Tumor-
spezifische cftHPV-DNA 19-43 Monate vor der Diagnose nachgewiesen, so dass cfHPV-
DNA auch als Screening-Marker fiir Kopf- und Halskrebs untersucht wird (Rettig, Faden,
et al., 2022). Weitere Untersuchungen zeigen, dass cfHPV-DNA mit der Tumorlast und
dem Tumorstadium korreliert (Cao et al., 2022; Dahlstrom et al., 2015; Warlown et al.,
2022). Néheres hierzu wird in Abschnitt 4 beleuchtet.

Die mogliche Korrelation der Tumorlast mit der Konzentration von cfHPV-DNA und
dessen Anderung iiber die Entwicklung des Tumors macht cfHPV-DNA zu einem

interessanten potenziellen Biomarker.
1.4 Zielsetzung der Dissertation

Ziel dieser Arbeit war es, die Verwendbarkeit von zellfreier DNA von HPV-Typ 16 als
moglichen Biomarker bei HPV-assoziierten OPSCC im Sinne einer Liquid Biopsy zu
tiberpriifen. Im Speziellen sollte hierbei ein Augenmerk auf die Uberwachung des
posttherapeutischen Krankheitsverlaufs im Rahmen der Nachsorge gelegt werden. Es
wurde hierfiir die zirkulierende zellfreie DNA aus Plasmaproben von Patienten mit HPV-
assoziierten Oropharynxkarzinomen isoliert und die des HPV-Subtyps 16 (cfHPV16-
DNA) quantitativ bestimmt. Hierzu wurden zur Bestimmung der Konzentration der
cfHPV-DNA zwei verschiedene Real-Time-PCR (qPCR)-Methoden angewandt und
entsprechende Protokolle optimiert. Verwendet wurden hierbei ein bereits in der
Arbeitsgruppe etabliertes Protokoll mit SYBR Green-basierter qPCR und ein neues, fiir

diese Arbeit entwickeltes qPCR-Assay mit Anwendung von TagMan-Sonden. Es wurden
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die Ergebnisse der beiden Methoden sowie die Vor- und Nachteile der beiden Protokolle

miteinander verglichen.

Ein weiterer Aspekt, welcher in der Arbeit beleuchtet wurde, ist der Zusammenhang
zwischen der Konzentration von cfHPV16-DNA vor Beginn einer zytoreduktiven
Therapie und den prétherapeutischen Tumoreigenschaften. Hierbei wurde fiir die
Klassifikation das TNM-System angewendet und das Tumorstadium wurde gemif3 UICC

(Union for International Cancer Control, 8th edition) bestimmt.

Das Hauptziel dieser Arbeit war jedoch, den klinischen Nutzen von cfHPV16-DNA als
Biomarker fiir die frithzeitige Detektion des Fortschreitens bzw. Wiederauftretens der
Krankheit zu analysieren. Hierfiir wurden Plasmaproben der Patienten nach erfolgter
Tumortherapie im Rahmen der Nachsorge gesammelt und die cfHPV-DNA-
Konzentration mit dem klinischen Verlauf verglichen. Die zugrunde liegende Hypothese
hierbei war, dass die Konzentration der cfHPV16-DNA im Blut von HPV-assoziierten
OPSCC-Patienten im Krankheitsverlauf ansteigt und nach erfolgreicher zytoreduktiven

Behandlung wieder abnimmt.

Teile dieser Arbeit, insbesondere die HPV-cfDNA-Messungen mit der TagMan qPCR-
Methode, sind bereits veroffentlicht (Reder, Taferner et al., 2020). Die notwendige
Genehmigung fiir die erneute Veroffentlichung der Ergebnisse in dieser Dissertation liegt

VOr.
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2 Material und Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde cfHPV-DNA aus Blutplasma bestimmt. Hierfiir
existieren unterschiedliche Messmethoden, welche im klinischen Alltag und im Rahmen
von Forschungsarbeiten in Verwendung sind. Die quantitative Polymerase-
Kettenreaktion (QPCR), auch Echtzeit-PCR genannt, ist die am hédufigsten verwendete
Methode, da sie einfach anzuwenden und relativ schnell durchzufiihren ist. Zudem weist
sie eine hohe Sensitivitdt und Spezifitét fiir den Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen

auf.

Im Bereich der gPCR-Methoden gibt es unterschiedliche Techniken zur Bestimmung der
Signalstidrke bzw. der Konzentration des zu untersuchenden Ziel-DNA-Fragments. Es
gibt kein Standardverfahren fiir die Gewinnung von cfHPV-DNA. Welches Assay zur
Anwendung kommt, hingt von mehreren Parametern, wie die geplante Nutzung bzw.
Fragestellung, der Art der Probe (Blutserum oder Plasma, solide Gewebeproben) und der

vorhandenen Infrastruktur, ab (Mauger et al., 2015; Trigg et al., 2018).

»TagMan“und ,,SYBR Green sind die am haufigsten verwendeten qPCR-Techniken. Im
Rahmen dieser Arbeit kamen beide Arten von qPCR-Assay zur Anwendung und ihre
Messergebnisse wurden miteinander verglichen. Der Grund, weshalb zwei verschiedene
Techniken verwendet wurden, liegt an den initialen Gegebenheiten und der im
Forschungslabor etablierten qPCR-Methode. Zu Beginn der experimentellen
Forschungsarbeit war SYBR Green dort die erprobte Methode mit bereits bestehenden
PCR-Protokollen. Im Laufe der Experimente wurde aufgrund der Vorteile, welche
TagMan qPCR mit sich bringt, ein neues Protokoll mit hierfiir optimierten Primern neu
erstellt und optimiert. Auf die Vor- und Nachteile der beiden Methoden wird in Kapitel

4.2 ndher eingegangen.
2.1 Materialien

2.1.1 Biologische Proben und klinische Patientenparameter

Das zu untersuchende Probenmaterial war Plasma aus Blutproben von Patienten mit
HPV16-assoziierten OPSCC und HPV-negativen OPSCC. Diese wurden bei
Studieneinschluss vor Therapiebeginn und nach erfolgter Standardtherapie im Rahmen

der reguliren Tumornachsorge gesammelt. In der Gruppe der Patienten mit HPV-
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assoziierten OPSCC gab es zwei Patienten mit einem Tumorrezidiv, bei denen keine
Blutproben vor der Behandlung des Primértumors verfiigbar waren. Bei diesen beiden
Féllen wurde die erste verfiigbare Probe nach der Behandlung des Primértumors als
Ersatz fiir die Vorbehandlungsprobe herangezogen, da zum Zeitpunkt der Blutentnahme
das Rezidiv der Patienten frisch diagnostiziert war und die Situation sozusagen analog
zur primiren Erkrankung angesehen werden konnte, bevor die weitere Behandlung des

Rezidivs erfolgte.

Die Patientenkohorte mit HPV-negativen OPSCC fungierte als Kontroll-Gruppe und
wurde nach dem Zufallsprinzip ausgewihlt. Hierbei wurden nur die Proben vor
Therapiebeginn untersucht. Die zusdtzliche Abnahme posttherapeutischer Proben stellt
fiir die Patienten eine unndtige Belastung dar und war bei fehlendem wissenschaftlichem

Mehrwert auflerhalb unserer Fragestellung somit nicht vertretbar.

Die Kohorte dieser Arbeit umfasste 30 Patienten mit HPV16-assoziierten OPSCC und 20
Patienten mit HPV-negativen OPSCC. Alle Patientenproben wurden mit TagMan qPCR-
Assays auf die Konzentration von E6- und E7-cfHPV-DNA untersucht. Mit dem SYBR
Green qPCR-Assay wurden Plasmaproben von insgesamt 22 Patienten (HPV-negatives

OPSCC: n=5; HPV-assoziiertes OPSCC: n=17) innerhalb der gesamten Kohorte getestet.

Alle Patienten erhielten unabhidngig vom HPV-Status eine Standardbehandlung fiir
OPSCC entsprechend der zu diesem Zeitpunkt geltenden Leitlinien. Die Tumortherapien
fanden zwischen Juli 2014 und Dezember 2017 am Universitdtsklinikum GieBen statt.
Das Tumor-Staging wurde gemédfl dem TNM-System der Classification of Malignant
Tumours 8th Edition (Brierley et al., 2017) durchgefiihrt.

Klinische Informationen wurden aus den Patientenakten und dem ortlichen Krebsregister
entnommen. Die Arbeit wurde von dem lokalen institutionellen Priifungsausschuss der
Justus-Liebig-Universitit GieBen Fachbereich 11 genehmigt und es wurde eine Priifung

durch die Ethikkommission abgehalten (Referenznummer 95/15).

Die fiir diese Arbeit verwendete Zelllinie UM-SCC-104 wurde freundlicherweise von Dr.

Thomas E. Carey, University of Michigan, Ann Arbor, MI, USA, zur Verfiigung gestellt.
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien, Gerite und Software

Die verwendeten Materialien, Test-Kits, Gerdte und Analysesoftware werden in den

Tabellen 3 bis 6 aufgelistet.

Tabelle 3. Liste der kommerziell erhiltlichen Test-Kits

Test-Kits

Hersteller

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Valencia, CA, USA

High Sensitivity DNA Kit

Agilent Technologies Germany GmbH & Co.,
Frankfurt am Main, Deutschland

p16™NK4A (E6H4 clone- CINtec Plus)

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

RDB2270 HPV Easy-typing Kit

Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg,

Deutschland

Plasma/Serum Cell-Free Circulating
DNA Purification Kit

Norgen Biotek Corp., Thorold, ON, Kanada

Tabelle 4. Liste der Verbrauchsmaterialien

Material

Cell-Free DNA BCT

Hersteller

Streck, La Vista, NE, USA

L-Glutamin

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland

RPMI 1640 Medium

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland

Midori Green Advance DNA Stain

Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Deutschland

Luna Universal Probe qPCR Master
Mix

NEB, Ipswich, MA, USA

Fast SYBR Green Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Tabelle 5. Liste der verwendeten Gerite

Gerite

Agilent 2100 Bioanalyzer

Hersteller

Agilent Technologies Germany GmbH & Co.,
Frankfurt am Main, Deutschland

NanoDrop 2000c spectral photometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

TagMan: QuantStudio™ 3 System

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

SYBR Green: StepOnePlus System

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kiihlschrank -80 °C/-20 °C

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Liebherr-Hausgerite GmbH, Ochsenhausen,
Deutschland
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Tabelle 6. Liste der verwendeten Analysesoftware

Software Hersteller

Quant-Studio Design & Analysis
Software, version 1.4.3

StepOne™ Software, version 2.3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
SPSS statistical software, version 26 IBM, Chicago, IL, USA
2.2 Methoden

2.2.1 Definition des HPV-assoziierten bzw. HPV-negativen OPSCC

Der HPV-Status der jeweiligen OPSCCs wurde im Rahmen der klinischen
Routinediagnostik in der Pathologie des Universitdtsklinikums Gieflen an Proben des
Primdrtumors durch immunhistochemische Fiarbung von pl6 (E6H4 Klon; Roche
Diagnostics) bestimmt. Hierbei erfolgte auch der Nachweis von HPV-DNA mittels PCR
und reverser Hybridisierung mit dem RDB2270 HPV Easy-Typisierungskit (Autoimmun
Diagnostika GmbH). Ein HPV-assoziiertes OPSCC wurde definiert durch die
gleichzeitige Positivitdt fir pl6 und Hochrisiko-HPV16-DNA. Das HPV-negative
OPSCC wurde entsprechend durch Negativitit sowohl fiir p16 als auch fiir jegliche HPV-
DNA definiert. OPSCC-Patienten mit diskordanten Testergebnissen wurden in dieser
Arbeit nicht berticksichtigt.

2.2.2 Probensammlung und Isolierung zellfreier DNA

Vollblut von 50 Patienten wurde vor der Erstbehandlung und von 30 Patienten (HPV-
assoziierte OPSCC) nach der erfolgten Standardbehandlung entnommen. Um die
Patientenadhérenz zu erhohen und den klinischen Alltag besser darzustellen, erfolgte die
Probensammlung im Rahmen der reguldr geplanten klinischen Kontrolltermine ohne

eigens fiir Forschungszwecke festgelegte Abnahmezeitpunkte.

Das Blut wurde in speziellen Blutsammelréhrchen, cf-DNA BCT (Streck), entnommen,
welche fiir die prdanalytische Stabilisierung von cfDNA entwickelt wurden und laut
Angaben des Herstellers eine Stabilitidt der cfDNA fiir 7 Tage bei Temperaturen zwischen
15 und 30 °C ermdglichen. Die Proben wurden mdglichst innerhalb von 24 Stunden nach
der Blutentnahme bei 515g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das
abgetrennte Plasma wurde gesammelt und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

Die zellfreie DNA wurde aus 500 pL Plasma mit dem Plasma/Serum Cell-Free

18

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA




Circulating DNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp.) nach den Anweisungen des
Herstellers isoliert. Die cf-DNA wurde in 30 pL Elutionspufferlosung des Kits eluiert.

Dieses Eluat wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei < -20 °C gelagert.
2.2.3 Real-Time-PCR

Die quantitative PCR ist eine molekulare Technik, die hdufig eingesetzt wird, wenn ein
spezifisches DNA-Ziel (target) nachgewiesen und/oder quantifiziert werden muss. Die
Messmethode zur Bestimmung der Konzentration eines DNA-Targets beruht dabei auf
einem Fluoreszenz-Signal, welches wihrend der Amplifikationszyklen der PCR entsteht
und zugleich gemessen wird. Die {blichsten Methoden zur Erzeugung des
Fluoreszenzsignals sind die Verwendung spezifischer Hydrolyse-Sonden, wie TagMan-
Sonden oder eines Farbstoffs, welcher interkalierend an doppelstringige DNA bindet

(z.B. SYBR Green) (Holland et al., 1991; Schneeberger et al., 1995).

TagMan verwendet eine fluorogene, einzelstrangige Oligonukleotidsonde, welche an die
DNA-Sequenz zwischen den beiden festgelegten Primern bindet. Die Sonde wird von der
5'-3'-Exonukleaseaktivitit der TagMan-Polymerase wéhrend der Synthese des neuen
DNA-Stranges gespalten und hierbei wird ein Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt. Der
Farbstoff wird, solange er an die Sonde gebunden ist, durch ein weiteres gebundenes
»quenching®“-Molekiil unterdriickt. Die Stdrke des Fluoreszenz-Signals ist hierbei von der
Konzentration der Target-Sequenz abhingig und steigt somit mit jedem
Amplikationszyklus der PCR an. Unter Verwendung von Standard-Proben mit bekannten
Konzentrationen kann schlielich unter Beriicksichtigung der Zyklen-Anzahl und
Signalstirke auf die Konzentration der Target-Sequenz (z.B. cfDNA von E6 oder E7)

geschlossen werden.

Das SYBR Green qPCR-Assay funktioniert nach einem dhnlichen Prinzip, jedoch weist
die Methode entscheidende Unterschiede auf. Im Gegensatz zu TagMan-
Fluoreszenzsonden interkaliert der SYBR Green-Farbstoff unspezifisch in
doppelstringige DNA und im Rahmen dieser Bindung wird nach Absorption von Licht
ein Fluoreszenzsignal freigegeben. Die Signalstirke hdngt hierbei von der Menge des
interkalierenden SYBR Green-Farbstoffs ab und wird somit im Rahmen der
Amplifikation von DNA mit jedem PCR-Zyklus hoher. Jedoch kann ohne eine weitere
Analyse nicht zwischen spezifischen und unspezifischen PCR-Produkten unterschieden

werden. Der gewiinschte Gen-Abschnitt wird hierbei mittels der Primer definiert, welche
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im Rahmen der PCR an den 5' - und 3'-Enden des Zielgens binden. Zur Uberpriifung, ob
das amplifizierte Produkt dem gesuchten Zielgen entspricht, wurden bei Etablierung des
PCR-Assays Gelelektrophoresen zur Darstellung der spezifischen Lénge der DNA-
Abschnitte durchgefiihrt (Holland et al., 1991; Schneeberger et al., 1995). Die Abbildung
5 zeigt eine schematische Darstellung des Ablaufs der PCR, welche fiir die Entstehung
des Fluoreszenz-Signals unter Verwendung von TaqMan und SYBR Green

verantwortlich ist.

A  TaqMan qPCR B SYBR Green qPCR
1. Polymerisierung 1. Interkalierung
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Mechanismen des Fluoreszenzsignals fiir die Messung der DNA-
Menge durch qPCR-Analyse mit TagMan (A) und SYBR Green (B). A: Die Sonde hybridisiert an die
komplementire DNA-Zielsequenz (1), wobei das Fluoreszenzsignal durch den Quencher blockiert wird (2).
Wihrend der DNA-Polymerisation wird die Sonde durch die 5'—3'-Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase
gespalten (3), wodurch der Reporterfarbstoff vom Quencher getrennt wird und die Signalunterdriickung
aufgehoben wird. Nach Anregung durch Licht entsteht ein messbares Fluoreszenzsignal (4). B: Der SYBR
Green-Farbstoff interkaliert zwischen der doppelstrangigen DNA (1). Denaturierung des DNA-Strangs und
Dissoziation von SYBR Green von der DNA im Rahmen des PCR-Zyklus (2). Nach Annealing der Primer mit
der komplementiren DNA-Zielsequenz wird die Amplifikation ermoglicht (3). Erneute Interkalierung von SYBR
Green mit Entstehung des Fluoreszenzsignals nach Lichtstimulation durch das PCR-Gerit (4). A: R (orange
Kugel ohne Strahlen), reporter; R (orange Kugel mit Strahlen), reporter mit Abgabe Fluoreszenzsignal; Q (griine
Kugel mit Q), Quencher; B: SYBR Green Farbstoff (griine Kugel); SYBR Green Farbstoff mit Abgabe
Fluoreszenzsignal (griine Kugel mit Strahlen); Adaptiert von: Thermo Fisher Scientific (0. D.): TagMan™ s,
SYBR™  chemistry in  real-time  PCR. URL: https://www.thermofisher.com/ch/en/home/
life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-per-learning-center/real-time-pcr-basics/tagman-vs-sybr-chemistry-real-
time-per.html, (Zugriffsdatum: 23.07.2025)
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Fiir die quantitative Messung der cfHPV-DNA in dieser Arbeit mittels gPCR wurden
beide Methoden (SYBR Green und TagMan) angewandt. Die hierfiir entwickelten
Protokolle werden in folgendem Abschnitt (2.2.3.1) ausfiihrlich beschrieben.

2.2.3.1 gPCR-Protokolle

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Labor bereits etablierte PCR-Protokolle weiter
optimiert und fiir TagMan-basierte qPCR neue entwickelt, da diese bisher nicht im Labor

zur Anwendung kamen.

Die TagMan-basierte qPCR wurde mit dem Luna Universal Probe qPCR Master Mix
(NEB) mit einem Endvolumen von 15 pl pro Reaktion in Triplikaten durchgefiihrt. Das
Referenzgen B-Globulin (bzw. Beta-Globulin) diente zur Kontrolle der DNA-Integritét
jeder Probe und half bei der Interpretation, ob die PCR-Reaktion erfolgreich
stattgefunden hat. Weiterhin wurden negativ-Proben ohne DNA als Kontrolle verwendet.
Kurz zusammengefasst wurde der 2x Luna Universal Probe qPCR Master-Mix auf 1x
durch Zugabe von Primern, Sonden, 4ul DNA-Template und Wasser verdiinnt
(Endkonzentrationen: 200 nmol/l fiir E6 und E7 Primer, 300 nmol/1 fiir B-Globulin Primer
und 166 nmol/I fiir die Sonden). PCR-Primer und Sonden wurden von Sigma-Aldrich
(Darmstadt) synthetisiert. Deren DNA-Sequenzen sind in Tabelle 7 aufgelistet.

TagMan Primers \ Sequenz °C bp
HPV16 E6 forward primer | 5-GCACCAAAAGAGAACTGCAATG-3' 55,1
HPV16 E6 reverse primer | 5-GTTTGCAGCTCTGTGCATAACTG-3' 56,9 81
HPV16 E6 probe 5'-JOE-AGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC-BHQ1-3' 65,8
HPV16 E7 forward primer | 5'-CAGCTCAGAGGAGGAGGATG-3' 56,7
HPV16 E7 reverse primer | 5'-GTAATGGGCTCTGTCCGGT-3' 54,0 67
HPV16 E7 probe 5'-FAM-AGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGG-BHQ1-3' 66,7
b-Globulin forward primer | 5'-GACACCATGGTGCATCTGAC-3' 56,1
b-Globulin reverse primer | 5'-TTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTGT-3' 56,0 | 137
b-Globulin probe 5'-TAMRA-AGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTG-BHQ2-3' 63,8
SYBR Green Primers Sequenz °C bp
HPV16 E6 forward primer | 5-AGCGACCCAGAAAGTTACCA-3' 59,0

134
HPV16 E6 reverse primer | 5'-GCATAAATCCCGAAAAGCAA-3' 54,9
HPV16 E7 forward primer | 5'-CAGCTCAGAGGAGGAGGATG-3' 59,0

115
HPV16 E7 reverse primer | 5'-GCACAACCGAAGCGTAGAGT-3' 60,7
b-Globulin forward primer | 5'-GGAGAAGTCTGCCGTTACTGC-3' 61,0

111
b-Globulin reverse primer | 5-TTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTGT-3' 59,8
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Tabelle 7. Primer- und Sondensequenzen mit Schmelztemperatur (°C) und Amplikonldnge des qPCR-
Assays. BHQ, Black-Hole-Quencher-Farbstoff; FAM, Carboxyfluorescein (Fluoreszenzfarbstoff); HPV16,
Humanes Papillomvirus Typ 16; JOE, 6-Carboxy-4’,5’-Dichlor-2°,7’- Dimethoxyfluorescein
(Fluoreszenzfarbstoff); qPCR, quantitative PCR in Echtzeit; TAMRA, Carboxytetramethylrhodamin
(Fluoreszenzfarbstoff); °C, Schmelztemperatur; bp, base pair (Amplikonlénge)

Die optimale Annealing-Temperatur von 59 °C wurde durch eine Gradienten-PCR
ermittelt. Die Zyklusbedingungen wihrend der PCR waren: 95 °C fiir 1 min, gefolgt von
48 Zyklen mit 15 Sekunden bei 95 °C in der Denaturierungsphase und 30 Sekunden bei

59 °C im Rahmen der Annealing- und Elongationsphase.

Die SYBR Green-basierte qPCR wurde mit dem Fast SYBR Green Master Mix
(Thermofischer) mit einem Endvolumen von 15 pl pro Reaktion ebenfalls in Triplikaten
durchgefiihrt. Das Referenzgen B-Globulin wurde hier ebenso als Marker fiir die DNA-
Integritit in den Proben verwendet. Insgesamt wurde der Mastermix auf 1x verdiinnt,
indem 1,5 pul cDNA-Template und jeweils Vorwérts- und Riickwirtsprimer fiir E6/E7
oder B-Globulin in Endkonzentrationen von 166 nmol/l pro PCR-Reaktion sowie ggf.
Wasser zugegeben wurde. Die verwendeten Primersequenzen fiir die SYBR Green-
basierte qPCR (s. Tab. 7) wurden nach Smeets et al., 2007; Wald et al., 2011a, 2011b
adaptiert. Diese Oligonukleotide wurden ebenso von Sigma-Aldrich (Darmstadt,

Deutschland) hergestellt.

Auch im Rahmen des SYBR Green-Assays wurde zuvor eine optimale Annealing-
Temperatur mittels einer Gradienten-PCR bestimmt und es wurden anschlieend
folgende Zyklusbedingungen verwendet: 50 °C gefolgt von 95 °C fiir jeweils 2 Minuten,
anschlielend 45 Zyklen mit 20 Sekunden bei 57 °C und 1 Minute bei 72 °C. Nach den
PCR-Zyklen wurde zusétzlich eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Die
Schmelzkurven wurden mit Messungen zwischen 70-90 °C im Abstand von 0,2 °C
erstellt. Die PCR-Zyklusbedingungen sind sowohl fiir TagMan- als auch fiir SYBR
Green-basierte qPCR in Tabelle 8 aufgefiihrt.
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Tabelle 8. Reagenzien und Zyklusbedingungen pro Reaktion fiir TagMan- und SYBR Green-
basierte qPCR-Tests flir die Detektion von HPV E6- und E7-cfDNA.

gPCR-Bedingungen TagMan SYBR Green
Reagenzien
pro Reaktion
Mastermix 1 X-Konzentration 1 X-Konzentration
jeweilige Forward- und 200nmol/1 fiir E6/E7 166nmol/l fiir E6/E7
Reverse-Primer 300nmol/l fiir B -Globulin 166nmol/l fiir § -Globulin
Sonde 166nmol/l keine
DNA-Template 4ul 2,5ul
Endvolumen 15ul 15ul
. . Anzahl . Anzahl
Zyklusschritte Temperatur Zeit der Zyklen Temperatur Zeit der Zyklen
L . o . 50 °C 2min 1
initiale Denaturierung 95 °C 1 min 1 95 °C Ymin 1
Denaturierung, Annealing 95 °C 15 sec 93 OC 20 sec
und Elongation 59 °C 30 sec 48 >7°C 20 sec 4
72 °C 1 min
95 °C 15 sec 1
Schmelzkurve 70 °C 1 min 1
70-90 °C - jede 0,2 °C

2.2.3.2 Datenvalidierung und Berechnung der Konzentration der Virus-DNA

Die Daten der qPCR wurden mit QuantStudio Design & Analysis Software v1.4.3
(Thermo Fisher Scientific) analysiert. Die Messwerte wurden als valide angesehen und
weiter ausgewertet, wenn folgende Kriterien erfiillt wurden: Von den Kontrollen mittels
B-Globulin mussten mindestens zwei Triplett-Messungen erfolgreich sein, d.h. der ct-
Wert liber dem der Standardprobe von einer Kopie DNA pro Reaktion und eine
Standardabweichung von 0,25 oder weniger vorliegen. Waren zwei oder mehr der
Triplett-Messungen sowohl fiir das Zielgen der HPV-DNA und der Kontrolle B-Globulin
nicht auswertbar oder auBlerhalb der o.g. Kriterien, so wurde diese Messung als nicht
valide angesehen und nicht gewertet. Wenn jedoch B-Globulin erfolgreich nach o.g.
Kriterien gemessen wurde, ohne dass eine valide Messung des Zielgens der HPV-DNA
vorlag, dann wurde die Probe als HPV-negativ gewertet. Hierbei wurde eine cfHPV-DNA

Konzentration von 0 Kopien pro Milliliter Plasma (K./ml) definiert.

Zur Berechnung der Konzentration der cfHPV-DNA in Kopien/ml Plasma miissen
sowohl bei TagMan qPCR als auch bei SYBR Green qPCR Referenzproben mit
bekannten Konzentrationen, wihrend jedes PCR-Durchlaufs parallel mit den Proben
quantifiziert werden. Zur Erstellung dieser Standard-Proben wurde die Zelllinie UM-

SCC-104 verwendet. Diese Zelllinie triagt eine Kopie des humanen Papillomvirus und
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wurde unter Standardbedingungen kultiviert (RPMI-1640 Medium mit L-Glutamin, beide
von Sigma-Aldrich und 10% fetalem Rinderserum, 5% CO., bei 37 °C). Die Zelllinie
wurde vor den Tests als frei von Mykoplasmen getestet und wurde im Juli 2019
authentifiziert. Die DNA wurde mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) isoliert
und mit dem Spektralphotometer NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific)
quantifiziert. Die gemessene DNA-Konzentration wurde berechnet und angegeben in
Kopien des diploiden menschlichen Genoms (eine Kopie entspricht 6,61 pg). Die
extrahierte DNA wurde anschlieend auf 1, 10, 100, 1000 und 10.000 Kopien pro
Reaktion verdiinnt, welches hochgerechnet auf das Volumen einer Blutprobe 2,5x10?,

2,5x10%, 2,5x10%, 2,5x10° und 2,5x10° Kopien pro Milliliter entspricht (Abb. 6).

Die GroBe der Amplicons wurde iiberpriift mittels gelelektrophoretischer Trennung (14%
Polyacrylamid 0,5x Tris-Borat-EDTA Gelen) und Fiarbung der DNA (Midori Green
Advance DNA Stain, Nippon Genetics Europe GmbH), als auch unter Verwendung einer
Kapillargelelektrophorese mit dem High Sensitivity DNA Kit (Agilent 2100 Bioanalyzer,
Agilent Technologies Deutschland GmbH & Co.).
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Abbildung 6: Quantitative Echtzeit-PCR-Amplifikationskurve (A) der seriellen Verdiinnung des Standards
und entsprechende Best-Fit-Linie (B) mit BestimmungsmaB.

Die Anzahl der Zyklen ist gegen die relative Fluoreszenzintensitit (A) oder die Anzahl der Kopien des
humanen Papillomvirus (HPV)-Genoms in der Reaktion bzw. pro ml Plasma (B) aufgetragen. rot, HPV-
Typ 16 (HPV16) E6; blau, HPV16 E7; griin, B-Globulin. Angepasst von Daten auch prisentiert in (Reder,
Taferner et al., 2020)

2.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit der Software IBM SPSS Statistics, Version 26
(IBM) durchgefiihrt. Qualitative und quantitative Daten wurden mit dem Mann-Whitney-
U-Test fiir unabhingige Datensitze und mit dem Wilcoxon-Rang-Test fiir unabhéngige
Proben verglichen. Eine Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Kurve) wurde fiir den
Zusammenhang des HPV-Status des OPSCC und den Konzentrationen von E6- und E7-
cfDNA durchgefiihrt (s. Kap. 3.2.). Ein Schwellenwert fiir E6- und E7-cfDNA-Positivitét
wurde auf das Maximum des Youden-Index festgelegt. Bei p-Werten < 0,05 wurden die

Ergebnisse als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Konzentrationsmessungen von cfHPV-
DNA in den Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC prisentiert. Es wird hierbei zuerst auf die Auswahl des Schwellenwertes zur
Unterscheidung zwischen positiven und negativen Ergebnissen eingegangen und
anschlieBend werden die ermittelten Werte gezeigt. Konkret werden die cftHPV-DNA-
Konzentrationen aus den prétherapeutisch gesammelten Proben, gemessen mit SYBR
Green und TagMan qPCR, mit den Tumorcharakteristika verglichen. Anschlieend wird
der Unterschied zwischen pra- und posttherapeutischen Proben bei OPSCC-Patienten mit
fehlender residualer Erkrankung préisentiert. Patienten mit residualer Erkrankung, als
Folge eines Rezidiv-Geschehens oder einer progredienten Tumorerkrankung, werden

gesondert betrachtet.

Im Anschluss an die Darstellung der Daten von SYBR Green und TagMan qPCR werden

beide Methoden miteinander verglichen.
3.1 Beschreibung der Patientenkohorte

Die Patientenkohorten, welche in HPV-assoziierte und HPV-negative OPSCC-Gruppen
aufgeteilt wurden, dhnelten sich mit einem Durchschnittsalter von 61 gegeniiber 65
Jahren und die Patienten waren zwischen 46 und 92 Jahre alt. Das Verhiltnis zwischen
Miénnern und Frauen war etwa 4:1 mit mehr als 80 % ménnlichen Patienten. Das
Tumorstadium und der Metastasierungsgrad waren bei HPV-assoziierten und HPV-
negativen OPSCC dhnlich. FEine detaillierte Darstellung der Tumormerkmale
(einschlieflich Tumorgrad, Lymphknotenstatus) sowie Patientenbeschreibungen (wie
Alter, Rauchen, Alkoholkonsum, durchgefiihrte Therapien) findet sich in der
nachfolgenden Tabelle 9.
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Tabelle 9. Patienten- und Tumormerkmale der in dieser Arbeit untersuchten HPV-assoziierten
und HPV-negativen OPSCC-Proben.

HPV-assoziiertf HPV-negativ p-Wert
Median 64.9 599
Durchschnitt 65.1 61.3
Alter 0.181*
(Jahre) Max. 91.7 75.2
Min. 47.3 46.5
n [%] n [%]
>60 Jahre 18 60% 10 50.0%
Alter 0.485
<60 Jahre 12 40% 10 50.0%
miéinnlich 24 80.0 17 85.0
Geschlecht 0,724%
weiblich 6 20.0 3 15.0
T1-T2 22 733 11 55.0
T-Status 0.180
T3-T4 8 26.6 9 45.0
NO 3 10.0 6 30.0
N-Status N1 9 30.0 5 25.0 0.195
N=2 18 60.0 9 45.0
MO 25 833 16 80.0
M-Status 1.000%
M1 5 16.6 4 20.0
1 11 36.7 2 10.0
2 9 30.0 2 10.0
UICC 8th Edition 0.012
3 3 10.0 3 15.0
4 7 233 13 65.0
ja =10 py) 13 46.4 18 90.0
Rauchen nein 15 53.6 0 - <0.001
fehlend 2 - 2 10.0
ja (=2 Gliiser/Tag) 2 9.1 5 38.5
Alkoholkonsum nein 20 90.9 8 61.5 0.075%
fehlend 8 - 7 -
e ja 4 13.3 2 10.0
?}'lummfe 1.0007
erapie nein 26 86.7 18 90.0
Definitive ja 6 235 2 11.1
Radiochemotherapie 0.292
(kuratives Seiting) nein 20 76.9 16 89.9
i . 70.
Operation ia 19 63.3 15 0.0 0.386
nein 11 36.7 5 30.0
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p-Werte fiir den Vergleich von HPV-negativen und HPV-assoziierten OPSCC (asymptotisch, zweiseitig)
berechnet mit dem Chi-Quadrat-Test, sofern nicht anders angegeben. * Berechnet mit dem t-Test. #
Berechnet mit dem Fisher-Exakt-Test; p-Werte mit statistischer Signifikanz (p < 0,05) sind fett gedruckt.

Betrachtet man den Vergleich zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC,
fallt auf, dass sich beziiglich des Rauchverhaltens und des Tumorstadiums nach UICC
ein Unterschied mit statistischer Signifikanz erkennen ldsst. Dies deckt sich mit den in
der Literatur bereits bekannten Unterschieden zwischen den beiden Gruppen und es wird
hierzu in der Einleitung und dem Diskussionsteil weiter darauf eingegangen (Ang et al.,

2010; Lewis et al., 2010).
3.2 Optimierung der qPCR-Verfahren

Fiir die Bestimmung des optimalen Schwellenwertes der Konzentration von cfHPV-
DNA, um zwischen HPV-assoziierten (HPV+) und HPV-negativen (HPV-) Proben zu

differenzieren, wurde eine ROC (receiver operator characteristic)-Kurve erstellt.

Die ROC-Kurven-Analyse ist eine statistische Methode, die zur Bewertung der
Diskriminationsféhigkeit eines Tests zwischen zwei Gruppen (hier definiert durch den
HPV-Status des OPSCC) Anwendung findet. Hierbei wird die ,,Sensitivitit* gegen ,,1
minus der Spezifitit“ des Tests bei verschiedenen Messwerten und bekannter
Gruppenzugehorigkeit der Daten in einer Grafik aufgetragen (Sensitivitit = y-Achse, 1
minus Spezifitit = x-Achse). Zur Bestimmung des optimalen Schwellenwertes wird der
Youden-Index aus der ROC-Kurve herangezogen. Der Youden-Index wird berechnet,
indem die Sensitivitit und Spezifitét fiir jeden Schwellenwert subtrahiert wird und hierbei
der maximale Wert gesucht wird (s. Tab. 10). Ein hoher Youden-Index zeigt an, dass der
Test eine gute Diskriminationsfahigkeit zur Unterscheidung zweier Gruppen (z.B. HPV+
vs. HPV-) aufweist. In der graphischen Darstellung befindet sich dieser Punkt an der
Stelle der Kurve, die sich maximal links und maximal oben im Diagramm befindet. Neben
dem Youden-Index stellt der AUC-Wert (area under the curve) als Flache unter der ROC-
Kurve ein MaB fiir die Leistungsfahigkeit eines bindren Klassifizierungsmodells dar. Die
AUC-Werte fiir SYBR Green entsprachen AUC= 0,971 (E6 und E7) und fiir TagMan
AUC=0,910 (E6) und AUC=0,901 (E7). Ein AUC-Wert von 1 bedeutet, dass das Modell
perfekt zwischen den zwei Klassen unterscheidet, wihrend ein Wert von 0,5 darauf
hinweist, dass das Modell nicht besser als der Zufall ist. Die ROC-Kurven mit den
jeweiligen AUC-Werten sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Sensitivitat

Die Analyse der Sensitivitdt und Spezifitit der Assays wurde mit 22 Proben (17 HPV+,
5 HPV-) fiir SYBR Green und 50 Proben (30 HPV+, 20 HPV-) fiir TagMan durchgefiihrt.

Tabelle 10. Koordinaten der ROC-Kurven (s. Abb. 7) von HPV E6- und E7-cfDNA (Kopien/ml)
aus pratherapeutisch gewonnenen Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziiertem und HPV-
negativem OPSCC, die mittels A) TagMan und B) SYBR Green real-time-qPCR gemessen
wurden.

A Koordinaten der ROC-Kurve: TagMan B Koordinaten der ROC-Kurve: SYBR Green
Variable(n) fir Y-Achse  X-Achse Variable(n) far Y-Achse  X-Achse
Testergebnis Sensitivitat  1- Spezifitat  Youden-Index Testergebnis Sensitivitat 1- Spezifitat  Youden-Index
E6 ¢fHPV-DNA, Kopien/ml -1,00 1,000 1,000 000 E6 cHPV-DNA, Kopien/ml -1,0000 1,000 1,000 000
ABTIE 8,50 867 200 667 Jadsls 3,240 941 000 941
25,50 867 150 J17 11,2450 882 ,000 882
35,39 867 100 167 17,0700 824 ,000 824
36,89 833 100 733 19,9600 765 ,000 765
66,94 833 ,050 783 22,0400 706 ,000 706
153,67 800 ,050 750 22,6150 647 ,000 647
220,92 767 ,050 J17 28,8300 588 ,000 588
E7 cfHPV-DNA, Kopien/ml -1,00 1,000 1,000 000  E7cHPV-DNA, Kopien/ml -1,0000 1,000 1,000 ,000
Plasma 4553 833 150 683 Plasma 58150 941 ,000 941
103,03 833 100 733 17,2250 882 ,000 882
129,00 ,800 100 ,700 28,1650 824 ,000 824
169,00 800 050 750 36,1350 765 ,000 765
272,31 800 000 800 61,3100 706 ,000 106
365,04 767 000 767 87,2150 647 ,000 647
390,19 733 000 733 103,1200 588 ,000 588

In den roten Boxen wird das Maximum des Youden-Index mit den dazugehoérigen Konzentrationen
dargestellt. Die Konzentration stellt den Schwellenwert zur Differenzierung zwischen HPV-assoziierten
und HPV-negativen Proben dar. Die vollstindige Tabelle ldsst sich im Anhang finden.
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Abbildung 7: Darstellung der ROC-Kurven-Analyse von HPV E6- und E7-cfDNA (Kopien/ml) aus
pratherapeutisch gewonnenen Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziiertem und HPV-negativem
OPSCC, die mittels A) TagMan und B) SYBR Green real-time-qPCR gemessen wurden. Die Werte der Flache
unter der Kurve (AUC), die durch die ROC-Kurven fiir E6 und E7 ermittelt wurden, sind hierbei in der Grafik
dargestellt. CI: Konfidenzintervall
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Gemil dem ermittelten Youden-Index fiir das TagMan-Assay (s. Tab. 10, A) wurde der
Schwellenwert als Cut-off fiir HPV-positive Proben bei E6 = 67 Kopien/ml und bei E7=
272 Kopien/ml festgelegt. Fiir das SYBR Green-Assay (s. Tab. 10, B) wurde der Cut-off
fiir E6 = 3,24 Kopien/ml und fiir E7 = 5,81 Kopien/ml festgelegt. Diese auf der ROC-
Analyse basierenden Schwellenwerte wurden fiir die weitere Untersuchung der

Patientenproben angewendet.

Sowohl fiir das TagMan-Assay als auch das SYBR Green-Assay sind die AUC-Werte
groBer 0,9 (s. Abb. 7) und zeigen somit an, dass beide Assays eine hohe diagnostische
Leistungsfahigkeit zur Differenzierung zwischen HPV-negativen und HPV-positiven

Proben aufweisen.

3.3 Zeitliche Probenverteilung wahrend der Therapiephase und
der Nachsorgephase

Die Plasmaproben wurden von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC vor der
Behandlung und wihrend der Nachuntersuchung gewonnen. Von Patienten mit HPV-
negativen OPSCC wurden lediglich priatherapeutische Proben untersucht. Betrachtet man
die Ergebnisse der pritherapeutischen Proben von dieser Patientengruppe, zeigt sich, dass
mittels der SYBR Green qPCR 0/5 Patienten ein positives Ergebnis aufweisen. Bei der
TagMan PCR sind es 1/20 Patienten mit positivem cfHPV-Nachweis. Abbildungen § und
9 geben einen Uberblick iiber die Zeitpunkte der Probenentnahme und die Ergebnisse des
Nachweises von HPV je qPCR-Assay von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC. Die
hierbei dargestellten Fallnummern (Y-Achse) in den Abbildungen 8 bis 10 entsprechen
jeweils denselben Patienten. In Abbildung 10 werden nur die Proben dargestellt, welche
sowohl mit SYBR Green qPCR als auch TagMan qPCR gemessen wurden. Die mediane
Zeit zwischen der pritherapeutischen Probe und der ersten entnommenen
Nachsorgeprobe betrdgt 4,6 Monate (Bereich 1,1 bis 10,3 Monate nach Ende der
Behandlung). Im Durchschnitt wurden 3,4 (min.: 1, max.: 7) Nachsorgeproben im Median

von 7,15 (Bereich 0,23 bis 28,7) Monaten nach Ende der Behandlung entnommen.

Abbildung 8 zeigt, dass die préitherapeutischen Proben von 16/17 Patienten mit HPV-
assoziiertem OPSCC ein positives qPCR-Ergebnis im SYBR Green-Assay aufwiesen.
Nach Ende der initialen zytoreduktiven Therapie zeigte sich bei allen Nachsorgeproben
von 9/17 Patienten ein negatives Ergebnis entsprechend dem zuvor festgelegten

Grenzwert. Bei 3/17 Patienten zeigten dagegen alle posttherapeutischen Proben ein
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HPV-assoziierte OPSCC

positives PCR-Ergebnis. Bei den restlichen 5/17 Patienten prisentierte sich ein Mischbild
mit sowohl negativen als auch positiven Nachsorgeproben. Auf einzelne hierbei gezeigte

Verldufe mit Darstellung der cfHPV-DNA-Konzentration wird in spdteren Kapiteln

eingegangen.
17 1 A Aa & & A A A
16 1 A A
1541 A A A A A A A
14 4 A AA A A A
13 1 A '
12 - A A A A A A
11 - AN
1041 A A A A A
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Abbildung 8: qPCR-Nachweis von HPV-cfDNA mittels SYBR Green-Assay bei Patienten mit HPV-
assoziiertem OPSCC und Darstellung der Probenentnahmezeitpunkte. Schwarz gefiillte Symbole
entsprechen einem positiven Nachweis von HPV-cfDNA. Ungefiillte Symbole spiegeln ein negatives
Ergebnis wider. Y-Achse: HPV-assoziierte OPSCC, n=17. X-Achse: Zeitlicher Verlauf in Monaten mit 0
als Ende der initialen zytoreduktiven Therapie.

In Abbildung 9 werden die Zeitpunkte der Probenentnahme und die Ergebnisse der gPCR
im TagMan-Assay darstellt.
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Abbildung 9: gqPCR-Nachweis von HPV-cfDNA mittels TagMan-Assay bei Patienten mit HPV-
assoziiertem OPSCC und Darstellung der Probenentnahmezeitpunkte. Schwarz gefiillte Symbole
entsprechen einem positiven Nachweis von HPV-cfDNA. Ungefiillte Symbole spiegeln ein negatives
Ergebnis wider. Y-Achse: HPV-assoziierte OPSCC, n=30. X-Achse: Zeitlicher Verlauf in Monaten mit 0
als Ende der initialen zytoreduktiven Therapie.

Zusammengefasst wiesen unter Verwendung des TaqMan-Assays 26/30 der
pratherapeutischen Proben von HPV-assoziierten OPSCC Patienten ein positives
Ergebnis auf. Nach Ende der initialen Therapie war bei 22/30 Patienten die erste
posttherapeutische Probe negativ und bei 13/30 Patienten verblieben alle untersuchten
Nachsorgeproben mit einem negativen Ergebnis. Bei 3/30 Patienten zeigten sich alle
Proben im Verlauf nach Therapie positiv und bei 14/30 Patienten prisentierte sich ein
Mischbild mit sowohl negativen als auch positiven Nachsorgeproben. Die Patienten mit
Mischbild in den Nachsorgeproben wiesen im Vergleich zu den pritherapeutischen
Proben jedoch deutlich verminderte Konzentrationswerte auf (s. in Kapitel 3.4.2). Die
Patienten 20 und 26 présentierten sich mit sowohl préd- als auch posttherapeutisch
negativen Proben. Beide Patienten erhielten eine kurative Therapie und zeigten keine

Fernmetastasierung.
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HPV-assoziierte OPSCC

In Abbildung 10 werden die Zeitpunkte der Probenentnahme und die Ergebnisse der

Patienten gezeigt, welche mit beiden qPCR-Assays getestet wurden.
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Abbildung 10: qPCR-Nachweis von cfHPV-DNA mittels SYBR Green- und TagMan-Assay bei Patienten
mit HPV-assoziiertem OPSCC und Darstellung der Probenentnahmezeitpunkte. Weil3 gefiillte Symbole
spiegeln ein negatives Ergebnis wider. Linien-gefiillte Symbole zeigen Proben mit diskrepanten
Ergebnissen (pos./neg.) zwischen den zwei verwendeten Assays (TagMan/SYBR Green). Y-Achse: HPV-
assoziierte OPSCC, n=16. X-Achse: Zeitlicher Verlauf in Monaten mit 0 als Ende der initialen
zytoreduktiven Therapie.

Hierbei prisentierten 15/16 der pritherapeutischen Proben bei beiden Methoden ein
positives Ergebnis. Einzig eine préitherapeutische Probe war im TagMan-Assay positiv
und im SYBR Green-Assay negativ. 9/16 der ersten Proben nach initialem Therapieende
waren bei beiden Methoden negativ und es verblieben bei 4/16 Patienten alle
Nachsorgeproben negativ. Nur Patient 8§ wies mittels beider Methoden ein positives
Ergebnis fiir alle Proben auf. Es folgt in diesem Bezug eine genaue Betrachtung dieses
Patienten und des Konzentrationsverlaufs der cftHPV-DNA in Kapitel 3.2.2, Abbildung
29. Die restlichen Patienten (9/16) zeigten ein diskrepantes Ergebnis bei den
Nachsorgeproben. Nidhere Untersuchungen mit Vergleich beider Methoden finden sich in

Kapitel 3.6.
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3.4 Detektion von cfHPV-DNA mittels TagMan qPCR-Assay und

Assoziation mit den Tumorcharakteristika

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse und Auswertungen der gemessenen Daten unter
Verwendung von TagMan gqPCR prisentiert. Es werden hierbei die in Kapitel 3.3
gezeigten Nachweise von cfHPV-DNA in préitherapeutisch gewonnenen Proben genauer
beleuchtet. Zur Darstellung des Unterschiedes zwischen HPV-assoziierten (n=30) und
HPV-negativen OPSCC (n=20) werden die Konzentrationen von HPV-DNA zwischen
den beiden Gruppen verglichen. (Kapitel 3.4.1)

Als néchstes wird in der Gruppe der HPV-assoziierten OPSCC versucht, einen
Zusammenhang zwischen der cfHPV-Konzentration der pritherapeutischen
Plasmaproben und bestimmten Tumorcharakteristika herzustellen. In der Literatur konnte
hierbei bereits eine Assoziation zwischen der Tumorlast und der Konzentration von
cfHPV-DNA dargestellt werden. Hierauf wird im Verlauf in der Diskussion weiter

eingegangen.

Anschlieend werden die prd- und posttherapeutischen Proben von HPV-assoziierten
OPSCC Patienten ohne residuale Erkrankung nach der initialen Behandlung
gegeniibergestellt.

3.4.1 Vergleich des cfHPV-Nachweises mittels TagMan qPCR-Assay
zwischen HPV-negativen und HPV-assoziierten OPSCC

In der Patientengruppe mit HPV-negativem OPSCC wies lediglich 1/20 Patient einen E6-
und E7-cfHPV-DNA-Wert {iber den zuvor ermittelten Schwellenwerten (Abschnitt 3.2)
auf und wurde somit mit positivem Nachweis gewertet. Dagegen wurde bei 85,7 %
(26/30) der HPV-assoziierten OPSCC vor der Behandlung cfHPV-DNA nachgewiesen.
In Abbildung 11 wird der Unterschied der cfHPV-Konzentration zwischen HPV-
negativem und HPV-assoziiertem OPSCC dargestellt. Hierbei zeigte sich der Unterschied
der beiden Gruppen bzgl. der Konzentration als statistisch signifikant (E6: p<0,001; E7:
p<0,001).

In der Gruppe der HPV-assoziierten OPSCC wurden zwei Patienten eingeschlossen,
welche bei der ersten Probenentnahme bereits eine bekannte residuale Erkrankung
aufwiesen. Diese beiden Patienten erlitten ein Rezidiv nach initialem
Therapieansprechen, sodass vor der ersten zytoreduktiven Therapie keine Proben

asserviert werden konnten. Als ,,pritherapeutischer” Zeitpunkt der Probenentnahme
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wurden daher fiir diese Arbeit die Proben zum Zeitpunkt des Rezidivs vor Beginn einer

erneuten Therapie definiert.
Die TagMan-Analyse des Plasmas von HPV-assoziierten OPSCC- Patienten vor der

Therapie zeigt, dass sowohl E6 als auch E7 cftHPV-DNA in den Blutproben zuverléssig
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Abbildung 11: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), bestimmt durch
TagMan qPCR in pritherapeutischen Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziiertem (n=30) und HPV-
negativem (n=20) OPSCC. Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile.
Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausrei3er werden als Kreise
und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test. Daten auch in (Reder, Taferner et al., 2020) prasentiert.

nachgewiesen werden konnten. Zudem weisen die Patienten mit HPV-assoziiertem
OPSCC wie erwartet im Vergleich zu den HPV-negativen OPSCC-Patienten eine
wesentlich hohere Konzentration der cftHPV-DNA auf.

Es folgt der Konzentrationsvergleich von cfHPV-DNA pritherapeutischen Proben von
Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC unterteilt nach Tumorcharakteristika. Diese

entsprechen dem TNM-Status und der Stadieneinteilung nach UICC (8th edition).
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Zuerst werden zwei Gruppen stratifiziert nach GréBe des Primértumors (T1-2 versus T3-

4) verglichen (s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Vergleich der Konzentration von ¢cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), bestimmt durch
TagMan qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn, stratifiziert
nach TumorgroBe (T1-2 versus T3-4). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75.
Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreifler werden
als Kreise und Sternchen dargestellt p: Mann-Whitney-U-Test. Daten auch in (Reder, Taferner et al., 2020)
prasentiert

Hinsichtlich der Tumorgréf3e waren die medianen Kopienzahlen von E6- und E7-cfHPV-
DNA pro ml Plasma bei Patienten mit gro3eren Tumoren (T3-4) signifikant hoher als bei

kleineren Tumoren (T0-1), (E6: p=0,035; E7: p=0,031).

In Abbildung 13 wird der Vergleich der Konzentrationen, unterteilt nach dem
Lymphknotenbefall (NO-1 versus N>2) dargestellt. Es zeigte sich zwischen diesen beiden
Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied bzgl. der Konzentration der cfHPV-
DNA. Somit lieB sich keine Korrelation zwischen der Lymphknotenmetastasierung und

der cfDNA-Konzentration darstellen.
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Abbildung 13: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), bestimmt mittels
TagMan qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn, stratifiziert
nach dem Lymphknotenstatus (NO-1 versus N>2). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der
25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs.

Wertausreifler werden als Kreise und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.Daten auch in
(Reder, Taferner et al., 2020) prisentiert.

Als néchstes wurden die Konzentrationen bzgl. des Vorliegens von Fernmetastasen bzw.

deren Abwesenheit verglichen (MO vs. M1) (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Vergleich der Konzentration von ¢cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot) bestimmt mittels
TagMan qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn, stratifiziert
nach Fernmetastasen (MO versus M1). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75.
Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreiler werden

als Kreise und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test. Daten auch in (Reder, Taferner et al., 2020)
préasentiert.

Es zeigte sich zwischen den beiden Gruppen, dass die medianen Werte von E6 und E7
cfHPV-DNA bei den Patienten mit metastasiertem Tumorstadium hdher liegen als bei
fehlender Fernmetastasierung. Der Unterschied der Konzentration zeigt sich hierbei

jedoch nicht als statistisch signifikant.

In Abbildung 15 werden die zu vergleichenden Gruppen nach dem Tumorstadium
entsprechend der UICC (8th edition) stratifiziert. Es zeigte sich zwischen den beiden
Gruppen (UICC I-II versus UICC III-IV) ebenfalls kein statistisch signifikanter
Unterschied bzgl. der Konzentration der cfHPV-DNA.

UICC Stadium -1l vs. llI-1V:

*150.838 EEs, p=0,860
3 ME7, p=0,774

100.000

7

80.000 *

60.000

40.000

Konzentration cfDNA Kopien/ml Plasma

20.000

I S

uUiCC I uliccC v
n=20 n=10

Abbildung 15: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot) bestimmt mittels
TagMan qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn, stratifiziert
nach UICC-Tumorstadien (I-1I versus. III-IV). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25.
und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreifler

werden als Kreise und Sternchen dargestellt p: Mann-Whitney-U-Test.

Alles in allem unterschied sich die E6- als auch die E7-cfDNA-Kopienzahl pro Milliliter
Plasma lediglich signifikant in Bezug auf die Tumorgrdf3e. Plasmaproben von Patienten
mit groBem HPV-assoziierten Primértumor (T3-4) wiesen hohere E6- und E7-cfDNA-

Spiegel auf als Proben von Patienten mit kleineren Tumoren (T1-2). Dagegen zeigte sich
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zwischen den Patientengruppen stratifiziert nach dem Lymphknotenstatus, der
Fernmetastasierung oder den UICC-Tumorstadien kein statistisch signifikanter
Unterschied in der Konzentration von E6- und E7-cfDNA. Somit ldsst sich im Gegensatz
zum T-Status in dieser Patientenkohorte bzgl. der anderen Charakteristika kein
Zusammenhang zwischen der Tumorlast und der cfHPV-DNA-Konzentration
nachweisen. Die Ergebnisse und deren Bedeutung werden in spateren Kapiteln diskutiert

und mit der Literatur verglichen.
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342 TagMan-gPCR fiir den Vergleich zwischen prd- und
posttherapeutischen Proben von Patienten mit HPV-assoziierten

Oropharynxkarzinomen

Im néchsten Schritt wurden die cfDNA-Konzentrationen von E6 und E7 in den
Nachsorgeproben von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC untersucht und mit
entsprechenden pritherapeutischen Werten verglichen (s. Abb. 16). Es wurden hierbei
vorerst die Patienten untersucht, welche bei den Routineuntersuchungen der Nachsorge

keine klinischen oder bildgebenden Anzeichen einer residualen Erkrankung aufwiesen.

Die Nachsorgeproben wurden hierbei in drei Zeitabschnitte aufgeteilt und dargestellt: <
6 Monate, 6-12 Monate und ldnger als 12 Monate nach Therapieende. Aufgrund der
inhomogenen Verteilung der Probenabnahmen in der Nachsorge sind jedoch nicht alle

Patienten in jedem Zeitabschnitt vertreten (siehe Verteilung Abb. 9).
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Abbildung 16: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA EG6 (blau) und E7 (rot) vor und nach der
Therapie in den Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC ohne klinisch nachweisbare
residuale Tumorerkrankung. Die Nachsorgeproben sind in drei Zeitrdumen zusammengefasst. Daten
dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das
1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreifler werden als Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-

Test. Anteile der Daten wurden auch in (Reder, Taferner et al., 2020) prasentiert.
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Es zeigt sich im Vergleich zu den pritherapeutischen Proben eine wesentlich niedrigere
Konzentration von E6- und E7-cfDNA in allen posttherapeutischen Zeitabschnitten. Der
Unterschied zum Ausgangswert erwies sich hierbei fiir alle drei Zeitabschnitte als

statistisch signifikant (E6: p<0,001; E7: p<0,001).

Der Unterschied in der Konzentration von E6- und E7-cfDNA zwischen
préatherapeutischen und posttherapeutischen Proben ldsst sich auch zusammenfassend in

Abbildung 17 zeigen.
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Abbildung 17: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot) vor und nach der
Therapie in den Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC ohne residuale
Tumorerkrankung. Die Werte der ,,Nachsorgeproben“ beziehen sich auf die in Abb. 10 genannten
Durchschnittswerte aus drei verschiedenen Zeitrdumen von weniger als sechs Monaten bis zu mehr als
einem Jahr nach der Therapie. Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile.
Der Whisker erstreckt sich liber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreifler werden als Kreise
und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.

Hierbei zeigte sich, dass die durchschnittliche E6-cfDNA-Konzentration vor
Therapiebeginn 9198 Kopien pro ml Plasma (Bereich 0-79850) betrug. Im Vergleich
hierzu prisentierte sich posttherapeutisch eine niedrigere Konzentration der cfHPV-DNA
als Mittelwert mit 359 (Bereich 0-5037). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
erwies sich hierbei als statistisch signifikant (p<0,001). Ebenso sank die mittlere
Konzentration von E7-cfDNA in den Proben von 12138 (0-150838) Kopien pro ml
Plasma vor der Therapie auf 435 (0-5944) nach der Therapie. Dieser Unterschied erreicht

ebenso ein Niveau der statistischen Signifikanz (p<0,001).
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3.5 SYBR Green-qPCR-basierte Analyse von cfHPV-DNA in

HPV-assoziierten Oropharynxkarzinomen

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Bestimmung von E6- und E7-cfDNA bei
Patienten mit HPV-assoziiertem und HPV-negativem OPSCC unter Verwendung des
SYBR Green qPCR-Assays gezeigt. Hierbei wurden die Proben entsprechend den
Untersuchungszielen wie bei der TagMan qPCR in Kapitel 3.4 untersucht. Zur
Unterscheidung zwischen HPV-negativen und HPV-positiven Proben anhand der
Messwerte des SYBR Green Assays wurden die in Abschnitt 3.2 genannten

Schwellenwerte angewendet (E6 = 3,24 Kopien/ml und E7 = 5,81 Kopien/ml Plasma).

In Abbildung 18 werden die Konzentrationen von cfHPV-DNA zwischen HPV-
assoziierten (n=17) und HPV-negativen (n=5) OPSCC-Patienten verglichen.
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Abbildung 18: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), die mittels SYBR
Green qPCR-Assay in den Plasmaproben von Patienten mit HPV-positivem und HPV-negativem OPSCC
vor Therapiebeginn nachgewiesen wurden. Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und
75. Perzentile mit logarithmischer Darstellung der Y-Achse (Basis 10) angegeben. Der Whisker erstreckt
sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreiler werden als Kreise dargestellt. p: Mann-

Whitney-U-Test.

Die E6- und E7-cfDNA-Werte gemessen mit SYBR Green lagen bei HPV-assoziierten
OPSCC- Patienten bei durchschnittlich 460 (0-5790) und 1204 (0-14057) Kopien pro ml
Blutplasma. In allen Proben der fiinf HPV-negativen OPSCC Patienten konnte keine E6-
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und E7-cfHPV-DNA nachgewiesen werden. Der Unterschied in der Konzentration der
cfHPV-DNA zwischen Patienten mit HPV-assoziiertem und HPV-negativem OPSCC
war sowohl fiir E6 als auch fiir E7 bei Proben vor Therapiebeginn statistisch signifikant

(p <0,001).

Analog zur Untersuchung mittels des TagMan-Assays folgt fiir die Proben der HPV-
assoziierten OPSCC-Patienten der Konzentrationsvergleich von cfHPV-DNA unterteilt
nach Tumorcharakteristika entsprechend dem TNM-Status und dem UICC-Stadium (84

edition).

Sowohl die Konzentration der E6- als auch der E7-cfHPV-DNA war bei Patienten mit
grofBeren Tumoren (T3-4) etwa 1,5-mal hoher als bei Patienten mit kleineren Tumoren
(TO-1), wie in Abbildung 19 dargestellt. Dieser Unterschied konnte jedoch mit p=0,202
fiir E6 und p=0,102 fiir E7 nicht das Niveau der statistischen Signifikanz erreichen.
Anzumerken ist jedoch, dass nur vier Patienten in der Kohorte (n=17) einen groB3en

Primértumor (T3-4) aufwiesen.

T1-2 vs. T3-4:

BE?7, p=0,102
14.000 T

12.000
10.000

8.000 *

6.000

4.000

Konzentration ¢cfDNA Kopien/ml Plasma

2.000

EEes, p=0,202

T1-T2 T3-T4
n=13 n=4

Abbildung 19: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot) bestimmt durch
SYBR Green qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn,
stratifiziert nach TumorgroBe (T1-2 versus T3-4). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der
25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iliber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs.

Wertausreiler werden als Kreise und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 20 zeigt den Vergleich der cfHPV-DNA-Konzentration in Bezug zum

Lymphknotenstatus.
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Abbildung 20: Vergleich der Konzentration von ¢cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), bestimmt mittels
SYBR Green qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn,
stratifiziert nach Lymphknotenstatus (NO-1 versus N>2). Daten dargestellt als Median =+
Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des

Interquartilsbereichs. Wertausreifler werden als Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.

Hierbei lieB sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
stratifiziert nach keinem bzw. geringem (NO-1) versus vermehrtem Lymphknotenbefall
(N>2) darstellen. Es zeigte sich hierbei ebenso eine starke Diskrepanz in der Verteilung

der Patienten zwischen den beiden Gruppen (NO-1: n=3 vs. n=14: N>2).

Im Weiteren werden die Konzentrationen von cfHPV-DNA bzgl. dem Status der

Fernmetastasierung verglichen (s. Abb. 21).
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Abbildung 21: Vergleich der Konzentration von ¢cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), bestimmt mittels
SYBR Green qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn,
stratifiziert nach Fernmetastasen (MO versus M1). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der
25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs.
Wertausreifler werden als Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.

In der Gruppe der Patienten mit Fernmetastasen (M1) zeigte sich eine hohere mediane
Konzentration von cfHPV-DNA als in der Gruppe ohne Fernmetastasierung (MO):
E6 140 vs. 29 Kopien/ml Plasma und E7 491 vs. 103 Kopien/ml Plasma. Der Unterschied

erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.

In Abbildung 22 werden die Gruppen nach dem Tumorstadium entsprechend der UICC
(8th edition) stratifiziert dargestellt.
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UICC I-1l vs. UICC HHI-IV
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Abbildung 22: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot), bestimmt mittels
SYBR Green qPCR im Plasma von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC vor Therapiebeginn,
stratifiziert nach UICC-Tumorstadien (I-II versus III-IV). Daten dargestellt als Median =+
Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des
Interquartilsbereichs. Wertausreifler werden als Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.

Es zeigte sich zwischen den beiden Gruppen (UICC I-II versus UICC III-IV) kein
statistisch signifikanter Unterschied bzgl. der Konzentration der cfHPV-DNA.

Zusammenfassend zeigte sich, dass auch unter Verwendung des SYBR Green-Assays bei
Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC eine wesentlich hohere Konzentration von E6
und E7-cfDNA gegeniiber HPV-neg. OPSCC gemessen wird. Der Unterschied erweist
sich hierbei als statistisch signifikant. Betrachtet man die Subgruppen innerhalb der HPV-
assoziierten OPSCC, so zeigt sich in den Gruppen mit héherer Tumorlast (entsprechend
Tumorgrofle, Tumorstadien, Lymphknotenstatus und Metastasierung) eine geringfiigig
hohere Konzentration der cfHPV-DNA. Dieser Konzentrationsunterschied ist jedoch
nicht statistisch signifikant. Mogliche Ursachen hierfiir werden in der Diskussion niher

beleuchtet.
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Konzentration cfDNA (Kopien/ml Plasma)

3.5.1. SYBR Green-qPCR fiir den Vergleich zwischen prd- und
posttherapeutischen Proben von Patienten mit HPV-assoziierten

Oropharynxkarzinomen

Analog zu der TagMan qPCR im Kapitel 3.4.2 werden in diesem Kapitel unter
Verwendung des SYBR Green-Assays die Nachsorgeproben von Patienten mit HPV-
assoziierten OPSCC untersucht und mit den entsprechenden Werten der
pratherapeutischen Proben verglichen (s. Abb. 23). Diese Patienten wiesen bei den
Routineuntersuchungen der Nachsorge keine klinischen oder bildgebenden Anzeichen
einer residualen Erkrankung auf. Die Nachsorgeproben wurden hierbei wie zuvor in drei
Zeitabschnitte aufgeteilt und dargestellt: < 6 Monate, 6-12 Monate und lénger als 12
Monate nach Therapieende. Wie bereits zuvor sind hier in den Zeitabschnitten, aufgrund
der inhomogenen Verteilung der Probenabnahmen in der Nachsorge, nicht alle Patienten

in jeder Gruppe vertreten (siche Verteilung Abb. 8).
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Abbildung 23: Vergleich der Konzentration von cfHPV-DNA EG6 (blau) und E7 (rot) vor und nach der
Therapie in den Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC ohne residuale
Tumorerkrankung. Die Nachsorgeproben sind in drei Zeitabschnitte zusammengefasst. Daten dargestellt
als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich tiber das 1,5-fache

des Interquartilsbereichs. Wertausreiler werden als Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.
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Es zeigte sich im Vergleich zu den préitherapeutischen Proben eine wesentlich niedrigere
Konzentration von E6- und E7-cfDNA zu allen posttherapeutischen Zeitabschnitten. Der
Unterschied erwies sich hierbei fiir alle drei Zeitabschnitte im Vergleich zu den

pratherapeutischen Proben als statistisch signifikant (E6: p<0,001; E7: p<0,001).

Der Unterschied in der Konzentration von E6- und E7-cfDNA zwischen
préatherapeutischen und posttherapeutischen Proben ldsst sich auch zusammenfassend in

Abbildung 24 zeigen.
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Abbildung 24: Vergleich der Konzentration von ¢cfHPV-DNA E6 (blau) und E7 (rot) vor und nach der
Therapie in den Plasmaproben von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC ohne residuale
Tumorerkrankung. Die Werte der ,,Nachsorgeproben® beziehen sich auf die in Abb. 17 genannten
Durchschnittswerte aus drei verschiedenen Zeitrdumen von weniger als sechs Monaten bis zu mehr als
einem Jahr nach der Therapie. Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile.
Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreiler werden als Kreise

und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.
Die Kopienzahlen von E6 und E7 waren nach der Standardtherapie insgesamt wesentlich
geringer als pritherapeutisch. Die durchschnittliche Konzentration der E6-cfDNA vor der
Therapie betrug 893 Kopien pro ml Plasma (Bereich 6-3149) verglichen mit einem
Mittelwert von 5,8 (Bereich 0-49) nach der Therapie. Ebenso sank die mittlere
Konzentration von E7-cfDNA in den Proben von 879 (12-8043) Kopien pro ml Plasma
vor der Therapie auf' 9,9 (0-174) nach der Therapie. Der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen erwies sich bei E6 und E7 als statistisch signifikant (E6: p<0,001; E7: p<0,001).
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3.6 Vergleich von TagMan- und SYBR Green-qPCR

Detektionsmethoden

In diesem Kapitel werden die Konzentrationen von cfHPV-DNA von Patienten mit HPV-
assoziierten OPSCC zwischen den beiden verwendeten qPCR-Methoden verglichen.
Hierbei wurden dieselben Proben von HPV-negativen und HPV-assoziierten OPSCC-

Patienten (n=21) verglichen, welche mit beiden Methoden gemessen wurden.

Betrachtet man hierbei die Patienten mit HPV-negativem OPSCC (n=5), dann zeigt nur
eine Probe einen positiven Nachweis oberhalb des Cut-offs von cfHPV-DNA unter
Verwendung des TagMan-Assays fiir das Target E6. Alle anderen Proben ergaben bei
beiden Methoden bei HPV-negativem OPSCC ein negatives Ergebnis unter Verwendung

des errechneten optimalen Schwellenwertes.

In Abbildung 25 betrachten wir den Konzentrationsunterschied von E6- und E7-cfDNA

pro ml Plasma zwischen den beiden Methoden bei Patienten mit HPV-assoziiertem

OPSCC.
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Abbildung 25: Vergleich der Konzentrationen von cfHPV-DNA in denselben prétherapeutischen
Plasmaproben von HPV-assoziierten OPSCC-Patienten, nachgewiesen durch SYBR Green qPCR und
TagMan qPCR. A: Messung von E6-cfDNA (blau). B: Messung von E7-cfDNA (rot). Daten dargestellt als
Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile. Der Whisker erstreckt sich iiber das 1,5-fache des
Interquartilsbereichs. Perzentile mit logarithmischer Darstellung der Y-Achse (Basis 10) angegeben.

Wertausreifler werden als Kreise und Sternchen dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.

Es zeigte sich, dass die Kopienzahlen der cfDNA sowohl von E6 als auch von E7 mit
dem TagMan-Assay hoher waren als mit der SYBR Green-Detektion. Bei E6 ist die
Konzentration im Mittelwert 7,6-fach und bei E7 3,1-fach hoher bei Verwendung der

TagMan qPCR. Hierbei erreichte der Unterschied zwischen den Methoden sowohl fiir
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E6-cfDNA (p<0,001) als auch fiir E7-cfDNA (p=0,007) das Niveau einer statistischen
Signifikanz.

Ein dhnliches Ergebnis lésst sich flir das interne Referenzgen Beta-Globulin (s. Abb. 26)
zeigen. Beta-Globulin wurde als Positiv-Kontrolle zum Nachweis einer erfolgreichen

PCR bestimmt.
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Abbildung 26: Vergleich der Konzentrationen von cfDNA von Beta-Globulin in den Blutplasmaproben
von OPSCC-Patienten vor der Therapie, bestimmt durch SYBR Green qPCR (links) und durch TagMan
gPCR (rechts). Daten dargestellt als Median + Interquartilsbereich der 25. und 75. Perzentile. Der Whisker
erstreckt sich iiber das 1,5-fache des Interquartilsbereichs. Wertausreier werden als Kreise und Sternchen
dargestellt. p: Mann-Whitney-U-Test.

Im Vergleich zeigt sich bei Verwendung der TagMan-qPCR eine 4,3-fach hohere cfDNA-
Konzentration als bei der Verwendung des SYBR Green-Assays. Der Unterschied erwies

sich hierbei als statistisch signifikant (p=0,002).

Fiir den gezeigten Konzentrationsunterschied zwischen den beiden qPCR-Methoden gibt

es mehrere mogliche Erkldarungen, welche in der Diskussion weiter erortert werden.

Zur Berechnung eines Zusammenhanges zwischen den cfDNA-Konzentrationen
gemessen mittels beider gPCR-Assays wurde eine Regressionsanalyse durchgefiihrt und

in den Abbildungen 27 und 28 dargestellt.
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Abbildung 27: Lineare Regressionsanalyse der pratherapeutischen Konzentrationen von cfHPV-DNA bei
OPSCC-Patienten, gemessen mittels qPCR-Analyse unter Verwendung von SYBR Green gegeniiber
TaqMan. A: Konzentration von E6-cfHPV mit Darstellung von HPV-assoziierten Proben (blau) und HPV-
negativen Proben (grau). B: Konzentration von E7-cfHPV mit Darstellung von HPV-assoziierten Proben
(rot) und HPV-negativen Proben (grau). X- und Y-Achse mit logarithmischer Darstellung (log 10). R:
Korrelationskoeffizient. R*: Bestimmungskoeffizient. p: F-Test.

Beim Vergleich der pritherapeutischen cfHPV-DNA-Werte zwischen den beiden
Methoden zeigte sich fiir E6 (s. Abb. 27, A) ein Korrelationskoeffizient R von 0,952 und
ein Bestimmungskoeffizient R* mit 90,6 %. Die Korrelation der Daten erwies sich als
statistisch ~ signifikant (p<0,001). Fir E7 (Abb. 27, B) entsprach der
Korrelationskoeffizient R=0,971 und der Bestimmungskoeffizient R = 94,3%. Es ergab
sich auch bei E7 eine Korrelation, welche ein statistisch signifikantes Niveau erreichte (p

<0,001).
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Die linearen Regressionsdaten zeigen, dass die gemessenen Konzentrationen von cftHPV-
DNA  zwischen den beiden verwendeten Methoden  korrelieren.  Der
Korrelationskoeffizient R>0,8 und der Bestimmungskoeffizient R* >90% fiir E6 und E7
zeigten einen starken linearen Zusammenhang zwischen den beiden qPCR-Methoden.
Das bedeutet, dass bei einer Messung einer Plasmaprobe mit z.B. hoher cfHPV-
Konzentration mittels SYBR Green ebenso eine hohe Konzentration mittels TagMan zu

erwarten ist.

Bei Beta-Globulin hingegen konnte zwischen den Methoden nur eine schwache
Korrelation der Konzentrationen festgestellt werden. Der Korrelationskoeffizient R und
der Wert des BestimmtheitsmaBes R? lagen bei 0,211 bzw. 4,4 % und waren statistisch
nicht signifikant (s. Abb. 28).
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Abbildung 28: Lineare Regressionsanalyse der préitherapeutischen Konzentrationen von Beta-Globulin bei
OPSCC-Patienten, gemessen mittels qPCR-Analyse unter Verwendung von SYBR Green gegeniiber
TagMan. X- und Y-Achse mit logarithmischer Darstellung (log 10). R: Korrelationskoeffizient. R*:
Bestimmungskoeffizient. p: F-Test.

Beziiglich der Ursache der Diskrepanz zwischen der hier dargestellten hohen Korrelation
der Konzentration von E6 und E7-cfDNA und dem dennoch vorliegenden signifikanten
Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Messmethoden wird nachfolgend

diskutiert.
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3.6.1 Vergleich von Sensitivitdt und Spezifitit von TagMan- und SYBR
Green-qPCR

Die HPV-Assoziation der OPSCC dieser Arbeit wurde routinemifig in der klinisch-
pathologischen Diagnostik durch immunhistochemische Firbung von p16 (p16™%4**)und
HPV-DNA-Nachweis aus histologischen Proben bestimmt (siehe Kapitel 2.2.1). Nur
OPSCC, welche mit beiden Methoden als HPV-positiv erkannt wurden, wurden in dieser
Arbeit als HPV-assoziiert definiert. Ebenso wurden lediglich Proben solcher OPSCC in
dieser Arbeit als HPV-negativ definiert und verwendet, welche in beiden Tests als negativ
beschrieben wurden. Mit Hilfe dieses Diagnostikstandards wurde die Spezifitit und

Sensitivitdt der beiden in dieser Arbeit untersuchten qPCR-Assays berechnet (s. Tab. 11).

Tabelle 11. Vergleich der Spezifitit und Sensitivitit der HPV-Assoziation bei pratherapeutischen OPSCC
durch qPCR-basierten Nachweis von E6- und/oder E7-cfHPV-DNA mit TagMan oder SYBR Green. Der
durch die Routine-Diagnoseverfahren bestimmte HPV-Status wurde als Referenz (Goldstandard)
herangezogen.

HPV-Status (HPV-DNA und
pl6'NK4A |mmunhistochemie)

SYBR-Green-PCR falsch-positiv | falsch-negativ
(pratherapeutisch) Negativ Positiv Sensitivitat Spezifitat Genauigkeit
Rate Rate
n=5 n=17
E6: positiv/negativ 0/5 16/1 94% 100% 95,5% 0% 5,9%
E7: positiv/negativ 0/5 16/1 94% 100% 95,5% 0% 5,9%
E6 und E7: positiv/negativ 0/5 16/1 94% 100% 95,5% 0% 5,9%
E6 oder E7: positiv/negativ 0/5 16/1 94% 100% 95,5% 0% 5,9%
HPV-Status (HPV-DNA und
pl6™KA |mmunhistochemie)
Tagman-PCR
. . S o .| falsch-positiv | falsch-negativ
(pratherapeutisch) Negativ Positiv Sensitivitat Spezifitat Genauigkeit P &
Rate Rate
n=20 n=30
E6: positiv/negativ 1/19 25/5 83% 95% 88% 5% 16,7%
E7: positiv/negativ 0/20 24/6 80% 100% 88% 0% 20%
E6 und E7: positiv/negativ 0/20 23/7 77% 100% 86% 0% 23,30%
E6 oder E7: positiv/negativ 1/19 26/4 87% 95% 90% 5% 13,30%

Unter Verwendung der SYBR Green qPCR zeigte sich ein erfolgreicher Nachweis von
E6- und/oder E7-cfHPV-DNA bei 16/17 Proben von Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC. In den Proben der HPV-negativen OPSCC wurde keine cfHPV-DNA von E6
oder E7 nachgewiesen. Dies fiihrt zu einer Spezifitit von 100 %, einer Sensitivitdt von
94 % und einer Genauigkeit von 95,5 % mit einer falsch-negativen Rate von 5,9 %,

wéhrend die falsch-positive Rate 0 % betrug.
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Betrachtet man das TagMan qPCR-Assay ergab sich ein falsch-positiver Nachweis von
E6-cfHPV-DNA bei einen HPV-negativem Patienten (n=1/20), was zu einer falsch-
positiven Rate von 5% fiir E6-cfDNA fiihrte. Bei keinem HPV-negativen Patienten wurde
E7-cfDNA {iber dem Grenzwert nachgewiesen. Die Spezifitit des TagMan-Nachweises
bei Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC liegt bei 95-100% und die Genauigkeit bei
88-100 %. Von den insgesamt 30 HPV-assoziierten OPSCC-Proben wurden finf fiir E6-
und sechs flir E7-cfHPV-DNA durch TagMan-basierte qPCR-Ergebnisse falsch-negativ

erkannt, was zu einer Gesamtsensitivitdt der Methode von 77-87 % fiihrt.

Im Vergleich zeigte sich somit eine dhnliche Spezifitit von 95-100% fiir beide Methoden
und eine hohere Sensitivitdt des SYBR Green-Assays gegeniiber der TagMan qPCR.

3.6.2 qPCR-Detektion von zellfreier HPV-DNA bei Patienten mit residualer

Tumorerkrankung

Bei fiinf OPSCC- Patienten (A bis E) wurde bei Routineuntersuchungen im Rahmen der
Nachsorge ein Rezidiv oder eine Tumorprogression bei initial metastasiertem
Tumorstadium festgestellt. Der gPCR-basierte Nachweis von E6-und E7-cfHPV16-DNA
wurde bei diesen Patienten prid- und posttherapeutisch durchgefiihrt und im zeitlichen

Verlauf betrachtet (s. Abb. 29-31).

In Abbildung 29 sind fiir Patient A zundchst zum Vergleich die Messwerte der cfHPV-
Konzentrationen unter Verwendung von SYBR Green qPCR und TagMan qPCR der
Ubersichtlichkeit halber nur im zeitlichen Verlauf dargestellt. Abbildung 30 zeigt
anschliefend zusammenfassend bei Patient A zusétzlich zum Konzentrationsverlauf den
zeitlichen Verlauf der Therapie und Nachsorge entlang der X-Achse sowie den Zeitpunkt
der Diagnose des Progresses in der Routineuntersuchung. Patient A ist ein Fall mit HPV-
assoziiertem OPSCC mit Lungen-, Leber- und Knochenmetastasen, die 17 Monate nach

der Erstdiagnose in der konventionellen Routinenachuntersuchung diagnostiziert wurden.
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Abbildung 29: Detektion von E6- und E7-cfHPV-DNA mittels SYBR Green- und TagMan qPCR bei
Patient A mit Tumorprogression und Fernmetastasierung. gPCR-Analyse wihrend der Nachuntersuchung
nach der zytoreduktiven Therapie. E6 in blau, E7 in rot, TagMan in durchgezogener Linie, SYBR Green in
gestrichelter Linie.
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Abbildung 30: Detektion von E6-und E7-ctHPV-DNA mittels SYBR Green- und TagMan-qPCR bei
Patient A mit Darstellung Therapieverlauf. qPCR-Analyse wéhrend der Nachuntersuchung nach der
zytoreduktiven Therapie. Pfeil: Zeitpunkt der Diagnosestellung des Rezidiv-Geschehens in der
Routineuntersuchung. E6 in blau, E7 in rot, TagMan in durchgezogener Linie, SYBR Green in gestrichelter
Linie. PE: Zeitpunkt der ersten Biopsie (histologischen Sicherung der Erkrankung); RCT:
Radiochemotherapie; RT: Radiotherapie; Daten auch in (Reder, Taferner et al., 2020) préasentiert

Es ldsst sich unabhdngig von der Nachweismethode zeigen, dass zunéchst nach der
initialen operativen Versorgung und adjuvanten Radiochemotherapie die cfHPV-
Konzentration abfillt, jedoch nie unter die Nachweisgrenze. Im Verlauf der Nachsorge
stieg die cfHPV-DNA-Konzentration stetig wieder an. Der Anstieg der Konzentration
prasentierte sich bereits vor dem klinischen Nachweis der Tumorprogression mittels

bildgebender Verfahren (s. Abb. 30, Pfeil).

In der Abbildung 31 werden weitere dhnliche Fille vorgestellt. Patient B: Ein Fall mit
vorbestehenden Lymphknoten- und Lungenmetastasen mit Entwicklung von kranialen
Metastasen im Verlauf. Patient C: Mit primdr metastasiertem Tumorstadium und
palliativer Radiochemotherapie. Patient D: Mit Rezidiv 16 Monate nach initialer
Therapie. Patient E: Ein Fall mit einer Lymphknotenmetastase 10,6 Monate und
Lungenmetastasierung 18,5 Monate nach der Primirdiagnose. Bei Patient E wurden die

Plasmaproben jedoch nur mit TagMan qPCR analysiert.
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Abbildung 31: Detektion von E6 und E7 cfHPV-DNA mittels SYBR Green und TagMan qPCR bei
OPSCC-Patienten mit Tumorprogression/-rezidiv und/oder Fernmetastasierung (A-D). Pfeile: Zeitpunkt
der Diagnosestellung des Rezidiv-Geschehens in der Routineuntersuchung; A: Patient B, ein Fall mit
vorbestehenden Lymphknoten- und Lungenmetastasen, der im Verlauf der Erkrankung kraniale Metastasen
entwickelte; B: Patient C mit primar lymphogen-metastasiertem Tumorstadium erhielt eine palliative
Radiochemotherapie mit partialer Remission nach der primdren Chemotherapie (1. Pfeil). C: Patient D
entwickelte 16 Monate nach der Behandlung des primdren OPSCC ein Rezidiv in den Halslymphknoten.
D: Patient E, ein Fall mit einer Lymphknotenmetastase 10,6 Monate und Lungenmetastasierung 18,5
Monate nach der Primédrdiagnose, Proben nur mit TagMan qPCR bearbeitet. E6 in blau, E7 in rot, TagMan
in durchgezogener Linie, SYBR Green in gestrichelter Linie. Y-Achse: Konzentration in Kopien/ml
Plasma, TagMan qPCR (links), SYBR Green-qPCR (rechts); X-Achse: Zeitverlauf in Monaten; PE:
Zeitpunkt der ersten Biopsie (histologische Sicherung der Erkrankung); RCT: Radiochemotherapie; RT:
Radiotherapie; CTx: Chemotherapie; Daten auch in (Reder, Taferner et al., 2020) préasentiert.

Sowohl mit TagMan- als auch SYBR Green-basierter qPCR konnte eine erhdhte
Kopienzahl von E6- und E7-cfHPV-DNA im Blutplasma dieser Patienten wéhrend der

Nachsorge posttherapeutisch nachgewiesen werden, welche mit den klinischen Verldaufen

groftenteils in Einklang zu bringen waren.

Bei drei von fiinf der gezeigten Fille (Patient A, B und D) fillt der Anstieg der
Konzentrationen von E6- und E7-cfDNA im Verlauf der Nachbeobachtungszeit mit der
medizinischen Diagnose eines Krankheitsrezidiv bzw. -progresses zusammen. Diese

Patienten zeigten einen Riickgang der cfHPV-DNA nach der Behandlung und
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anschlieBend einen erneuten Anstieg der Konzentration, bevor das Wiederauftreten bzw.

der Tumorprogress klinisch diagnostiziert wurde.

Patient C und E zeigten dhnlich wie die oben genannten Patienten nach initialer Therapie
einen Abfall der Konzentration von ¢cfHPV-DNA mit anschlieBendem Anstieg in der
Progress- bzw. Rezidiv-Situation. Im Gegensatz jedoch zu Patient A, B und D kam es im
weiteren Verlauf zum erneuten Abfall der Konzentration im Rahmen der zytoreduktiven
Therapie. Patient E préasentierte sogar zwei Anstiege mit anschlieBendem Abfall. Dieser
Konzentrationsverlauf ldsst vermuten, dass sich hierbei ein Ansprechen auf die

Tumortherapie mit im Verlauf erneutem Progress zeigte.

In allen vier Féllen, deren Proben mit beiden Methoden gemessen wurden, waren die
gPCR-Nachweise durch SYBR Green und TagMan vergleichbar und wiesen dhnliche
Konzentrationsmuster der cftHPV-DNA auf. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass sich
aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationshohen der Messwerte die Skalen der Y-
Achse zwischen den Patienten und den Methoden in den oben gezeigten Abbildungen

unterscheiden.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob der Nachweis von ¢cfHPV-DNA im Plasma von
Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC ein niitzliches Instrument zur Uberpriifung der
HPV-Assoziation, zur Uberwachung des Krankheitsverlaufs und zur moglichen

Erkennung eines Rezidivs bzw. Progress-Geschehens ist.
4.1 gPCR-basierter Detektionsprozess fiir Biomarker-Studien

Die Nutzung von Liquid Biopsies ist ein wachsender Bereich in der medizinischen
Forschung und gewinnt auch im klinischen Alltag eine zunehmende Bedeutung. Liquid
Biopsy kann zur Uberwachung des Therapieansprechens und der Tumorlast bzw. der
minimalen residuellen Erkrankungen (MRD, minimal residual disease) wiahrend der
Nachsorge beitragen. Zudem erhofft man sich, mit ihrer Hilfe das Verstidndnis der
Krankheitsentstehungen zu erweitern (Schwarzenbach et al., 2011, Bronkhorst et al.,
2019). Ein etablierter Bereich fiir den cfDNA-Nachweis durch Liquid Biopsies ist die
Untersuchung von Gen-Fragmenten des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-
R, epidermal growth factor receptor) auf Mutationen bei Patienten mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom. Hierbei werden Liquid Biopsies in der
Therapieentscheidung verwendet, wenn konventionelle Gewebebiopsien nicht verfiigbar
sind. Hierfiir entwickelte Test-Kits sind kommerziell erhéltlich und in der klinischen
Anwendung bereits etabliert (Douillard et al., 2014, Reck et al., 2016). Fiir
Plattenepithelkarzinome des Kopfes und Halses und der Oropharynxkarzinome gibt es
bisher nur eine geringe Anzahl an standardisierten Protokollen zur Nutzung von Liquid

Biopsies im klinischen Setting (Lauritano et al., 2019).

Ein wichtiges Problem bei der Analyse von Liquid Biopsies ist die Auswahl geeigneter
genetischer Marker als Target. Im Bereich der Leukidmien hat sich gezeigt, dass
somatische Mutationen als solche Marker dienen konnen (Aziz et al., 2017). Solide
Tumore sind allerdings heterogener in ihrem genetischen Profil. Sie bestehen aus
unterschiedlichen Zellpopulationen, in welchen unterschiedliche Mutationen beobachtet
werden konnen. Aufgrund dieser Heterogenitdt und der im Laufe der Entwicklung des
Tumors ablaufenden Selektionsprozesse (z.B. durch Resistenzentwicklungen gegeniiber
zytoreduktiven Therapeutika oder Abwehrmechanismen gegeniiber dem Immunsystem)

eignen sich die meisten genetischen Marker des Tumors nur bedingt zur Diagnosestellung
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oder Gesundheitsiiberwachung in groflen Patientenkohorten. Marker, welche zum
Zeitpunkt der Diagnose gemessen werden, konnen im Rahmen der Therapie und im Laufe
der Tumorentwicklung verloren gehen (Schrank et al., 2021, Sim et al., 2023). Im
Vergleich zu somatischen Mutationen ist der Nachweis von DNA/RNA eines onkogenen
Virus ein stabilerer Marker, da das Tumorwachstum in der Regel von der Aktivitdt der
kodierten viralen Onkoproteine abhingig ist. Liquid Biopsy konnte daher besonders fiir
Patienten mit virusbedingten Malignomen geeignet sein. Bei Patienten mit
Nasopharynxkarzinomen ist der Nachweis des Epstein-Barr-Virus als cfDNA im Plasma
bereits ein etablierter Biomarker zur Therapie- und Nachsorgeiiberwachung (Lin et al.,

2004, Aziz et al., 2017, Chan et al., 2017).

In dieser Arbeit haben wir mit TagMan qPCR gezeigt, dass E6- und E7-cfDNA von
HPV16 bei etwa 85,7 % der HPV-assoziierten OPSCC vor der Behandlung (p <0,001)
nachgewiesen werden konnten. Die SYBR Green qPCR-Methode konnte E6- und E7-
cfHPV-DNA bei 94 % der HPV-assoziierten OPSCC vor der Behandlung nachweisen (p
<0,01).

Dies ist vergleichbar mit anderen in der Literatur veroffentlichten Daten. Zum Beispiel
in Chera et al. 2019 wurde pratherapeutisch mittels droplet-digital PCR die Konzentration
von cfHPV-DNA von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC bestimmt. Hierbei wurde
eine Sensitivitdt von 89% erreicht und eine Spezifitit von 97%. In Veyer et al. 2020
konnte jedoch, ebenso mit der droplet-digital PCR-Technik, nur eine Sensitivitdt von 71%
erreicht werden. Die gezeigte Bandbreite an unterschiedlichen Ergebnissen zwischen den
Studien sind neben den unterschiedlichen qPCR-Methoden auf vielfdltige Faktoren
zurlickzufithren. Zum Beispiel spielen das Design der Primer sowie die Proben-Menge
im Mastermix bzw. das Gesamtvolumen der extrahierten Blutprobe eine Rolle. Ebenso
haben die Qualitit der Proben und deren Lagerungsbedingungen Einfluss auf den
Nachweis der cfDNA. Zell-freie DNA weist eine rasche Degradierung bei Abnahme in
,hormalen* Probenrdhrchen auf. Deshalb wurden in dieser Arbeit die Blutproben in
speziell hierfiir entwickelten Probenbehéltern gesammelt (Cell-Free DNA BCT, Streck
La Vista, NE, USA). Dadurch soll das Problem der cfDNA-Degradation minimiert
werden. Beziiglich der Lagerungsbedingungen scheint eine Lagerung der Plasmaproben
bei -80 °C, wie auch in dieser Arbeit angewendet, fiir die Integritit der cfDNA gegeniiber
hoheren Temperaturen wie z.B. -20 °C vorteilhaft zu sein (El et al., 2013). Ebenso ist es

moglich, dass die Zusammensetzung der Patientenkohorte und deren unterschiedliche
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Tumorstadien Einfluss auf die Sensitivitit und Spezifitdt haben. Insgesamt ldsst sich
jedoch zeigen, dass die qPCR-Assays unserer Arbeit vergleichbare Ergebnisse liefern

konnten, wie sie in der Literatur zu finden sind.

4.1.1 Assoziation zwischen der cfDNA-Konzentration und der beobachteten

Tumorlast

Aus pathophysiologischer Sicht erwartet man einen Zusammenhang zwischen der
Tumorlast, sprich der Anzahl an Tumorzellen bzw. der insgesamt vorhandenen
Tumormasse im Korper, und der Konzentration tumorspezifischer cfDNA im Plasma. Je
groBer der Priméirtumor und je hoher die Anzahl und Grof3e seiner Metastasen, desto mehr
DNA-Material sollte grundsitzlich mittels Apoptose und Nekrose in den Blutkreislauf
gelangen (Valpione et al., 2018). Ein schnelles Tumorwachstum erscheint auf den ersten
Blick aufgrund der hoheren Rate an Apoptose und Nekrose mit hoheren Konzentrationen
zell-freier Tumor-DANN (ctDNA) im Blut assoziiert zu sein. Es wurde jedoch in
mehreren Studien eine Unabhéngigkeit zwischen der ctDNA und dem Ki67-Index, einem
im klinischen Alltag weit verbreitete Marker zur Messung der Proliferationsrate von

Tumorzellen, gezeigt (Yingchi et al., 2017, Deutsch et al., 2024).

Die mit TagMan nachgewiesene Konzentration von E6- und E7-cfHPV16-DNA war bei
den acht Patienten mit grof3eren Tumoren (T3-4) im Durchschnitt signifikant hoher als
bei den 22 Patienten mit kleineren Tumoren (TO-1) (E6: p= 0,035; E7: p= 0,031). Dies
korreliert mit den Ergebnissen anderer Arbeiten wie z.B. von Tanaka et al. 2022. Hierbei
wurde ebenso eine positive Korrelation zwischen der Tumorgrof3e und der Konzentration
der zirkulierenden HPV16-DNA (ctHPV6-DNA) in den Blutproben von Patienten mit
HPV16-positivem OPSCC nachgewiesen. Diese Ergebnisse deuten einerseits darauf hin,
dass die virale DNA-Last zur Differenzierung zwischen den Tumorgréflen verwendet
werden kann. Anderseits jedoch deutet es auch auf die Moglichkeit hin, dass bei geringer
Tumorlast die zellfreie DNA-Last unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten Test-

Assays liegen kann.

Betrachtet man die Ergebnisse des SYBR Green-Assay lésst sich im Hinblick auf den T-
Status lediglich ein Trend (jedoch ohne statistische Signifikanz) hinsichtlich des
Konzentrationsunterschieds kleiner vs. groer Tumor (T1-2 vs. T3-4) feststellen. Eine
mogliche Ursache fiir das Nicht-Erreichen einer statistischen Signifikanz kann der

geringe Stichprobenumfang mit ungleicher Verteilung der Patienten zwischen den

61



Gruppen (T1-2: n =13 vs. T3-4: n=4) sein. Eine mdgliche Erklarung fiir die ungleiche
Verteilung im T-Status ist, dass 72,9 % der HPV-positiven OPSCC bei Erstdiagnose als
T1-T2 klassifiziert werden (Carlander et al. 2024).

In dieser Arbeit konnte weder mit TagMan- noch mit SYBR Green qPCR ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen der Konzentration von E6- oder E7-cfHPV16-
DNA und dem Lymphknotenstatus, der Metastasierung oder der UICC-definierten

Tumorstadien festgestellt werden.

Im Falle der Patienten mit Fernmetastasierung zeigte sich ein Trend fiir eine hohere
Konzentration der cfHPV-DNA vor allem im Verlauf des Tumorprogresses bzw. eines
Anstiegs der Tumorlast im Rahmen des weiteren Krankheitsverlaufs. Der Unterschied
der prdtherapeutischen Proben jedoch im Vergleich von Patienten mit und ohne
Fernmetastasierung erwies sich in dieser Arbeit als nicht statistisch signifikant. Die
fehlende statistische Signifikanz ist moglicherweise auf die geringe Anzahl und dadurch
bedingte ungleichmiBige Verteilung der Proben zuriickzufiihren. Nur 5 der insgesamt 30
Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC wiesen eine Fernmetastasierung auf. Innerhalb
der Kohorte, welche initial nur mit dem SYBR Green-Assay getestet wurde, hatten nur 3
von 17 Patienten den Lymphknotenstatus NO-1 (NO-1: n= 3 vs. N>2: 14). Verglichen mit
der Kohorte gemessen mit TagMan qPCR, bei der 12 von 30 der HPV-assoziierten
OPSCC einen Lymphknotenstatus von NO-1 aufwiesen, besteht eine ungleiche
Verteilung. Solche Ungleichheit in der Charakteristikaverteilung in der beobachteten
Kohorte mit der insgesamt geringen Patientenzahl beeintrachtigen die statistische

Korrelationsanalyse der ctHPV-DNA-Werte mit den oben genannten Tumormerkmalen.

In den Arbeiten von Tanaka et al. 2022 sowie Chera et al. 2019 konnte gezeigt werden,
dass in einer groBBeren Patientenkohorte (Tanaka et al., n=74; Chera et al., n=103) die
Tumormasse, reprdsentiert durch die Unterteilung im TNM-System, mit der
Konzentration der cfHPV-DNA in HPV-assoziierten OPSCC korreliert. Hierbei wurde
als Methode zum Nachweis der cfDNA eine droplet-digital PCR verwendet, welche als
neuere qPCR-Methode eine hohe Sensitivitdt aufweist und keine Notwendigkeit fiir einen
Konzentrationsstandard wie z.B. das TagMan qPCR-Assay bendtigt. Die Methode
zeichnet sich jedoch durch eine geringere apparative Verfiigbarkeit im klinischen Setting
und deutlich héheren Kosten gegeniiber TagMan und SYBR Green bei vergleichbarer
Sensitivitit und Spezifitét aus (siche Kapitel 3.6.1).

62



Auch in weiteren Studien wurde eine Korrelation zwischen der cfHPV-DNA aus dem
Blutserum vor der Behandlung und dem Lymphknotenstatus festgestellt. Allerdings
konnte nicht immer eine Korrelation zwischen der Grof3e des Primartumors (T-Status)

und der viralen cfDNA gezeigt werden (Kentnowski et al., 2023).

Es gibt auch andere Veroffentlichungen, bei denen kein Zusammenhang zwischen der
Viruslast und dem Tumorstadium festgestellt werden konnte (Mirghani et al., 2011,
Dahlstrom et al., 2015, Shimura et al., 2017). Betrachtet man die genannten Studien, zeigt
sich, dass sich der Zusammenhang zwischen der Konzentration von cfHPV-DNA und
realer Tumorlast bei HPV-assoziierten OPSCC nicht immer eindeutig darstellt und sicher
reproduzierbar ist. Dies trifft wohl vor allem in Untersuchungen mit vergleichsweise
kleinen Patientenkohorten zu. Studien mit grofBerer Patientenanzahl wie z.B. die o.g.
Studien von Tanaka et al. 2022 und Chera et al. 2019 haben Ergebnisse gezeigt, welche
den Schluss zulassen, dass eine grofBere Tumormasse bzw. Tumorlast wie erwartet mit

einer hoheren Konzentration von cfHPV-DNA assoziiert ist.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der bisherig aus der Literatur verfligbaren Daten
konnten darauf hinweisen, dass das von AJCC und UICC prisentierte Tumorstadium die
vorliegende Tumorlast nicht vollstdndig abbildet und in gewissen Konstellationen falsch
reprisentiert. Ein Beispiel hierfiir ist ein Patient mit einem T4-Primértumor ohne
Nachweis von Lymphknotenmetastasen. Wenn eine erhdhte cfDNA aufgrund der hohen
Tumorlast festgestellt wird, spiegelt sich dies jedoch nicht im N-Status wider. Wird die
Konzentration der ¢cfDNA nun mit dem N-Status korreliert, ergibt sich das fehlerhafte
Bild, dass Patienten ohne Lymphknotenmetastasierungen hohere cfDNA-
Konzentrationen aufweisen konnen. Eine solche Diskrepanz wiirde v.a. Untersuchungen
mit kleinen Fallzahlen betreffen, bei denen ungew6hnlich konfigurierte Einzelfdlle mehr
ins Gewicht fallen. Die Klassifikationen zur Tumorstadium-Einteilung sind offensichtlich

nicht linear aufgebaut und spiegeln somit nicht die ,,wahre* zelluldre Tumorlast dar.

Die Differenzierung der einzelnen TNM-Stadien ist jedoch nicht darauf ausgelegt, die
Tumorlast moglichst genau darzustellen, sondern bietet eine standardisierte Methode, um
die Ausdehnung und Verbreitung des Tumors zu bewerten, welche entscheidend fiir die
Prognoseabschitzung und Therapieplanung ist. So ist der Unterschied zwischen N1-und
N2-Status bei OPSCC sehr heterogen mit Aufteilung in drei Untergruppen (N2a-c)
definiert. Der N2-Status kann sich unterschiedlich darstellen. Zum Beispiel ist ein

ipsilateraler, vereinzelter Lymphknoten >3cm als N2 zu werten. Ebenso entsprechen
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jedoch auch mehrere einzelne Lymphknoten <3cm ipsilateral einem N2-Status.
Betrachtet man eine theoretische Tumorlast durch eine Lymphknotenmetastase von 3cm
GroBBe (N1) und vergleicht diese mit zwei Lymphknotenmetastasen der Gréfle je 1cm
(N2) so ist die Vermutung, dass der einzelne Lymphknoten eine deutlich hohere
Tumorlast préasentiert. Betrachtet man die Lymphknoten als Kugeln, entspriche der
Unterschied der Volumina bei den genannten Durchmessern 1:7 fiir den einzelnen gro3en
Lymphknoten (3cm Durchmesser = ca. 14,137cm?) vs. zwei kleine Lymphknoten (je 1cm

Durchmesser = ca. 2x1,046cm?) (van Gysen et al., 2019).

Dies zeigt die Schwiche der bisherigen klassischen Tumorklassifikation, welche fiir die
Therapieentscheidung wesentliche Auswirkungen haben kann. Mdglicherweise kann die
Konzentration von cfHPV-DNA vor Therapiebeginn bei Patienten mit HPV-pos. OPSCC
als weiteres Kriterium der Stadieneinteilung und zur Widerspiegelung der Tumorlast
verwendet werden. Hierfiir miissen die derzeitigen Untersuchungsprotokolle weiter
optimiert und vereinheitlicht sowie Einteilungen an gréferen Patientenpopulationen

verifiziert werden.

Im GroBlen und Ganzen ist in der Zusammenschau der bisherigen Studienlage jedoch
davon auszugehen, dass die Konzentration von cfHPV-DNA mit der realen Tumorlast bei
HPV-assoziierten OPSCC korreliert (nicht jedoch zwangsldufig mit der klassischen
Stadien-Einteilung) und sich dies bei ausreichender Kohortengroe auch statistisch

signifikant zeigen lésst.
4.1.2 cfDNA-Konzentration als Monitor in der Tumor-Nachsorge

In dieser Arbeit wurde versucht zu zeigen, dass der Nachweis von E6- und E7-cfHPV-
DNA zur Uberwachung des therapeutischen Ansprechens und zur friihzeitigen
Erkennung eines Rezidivs und/oder Tumorprogresses bei OPSCC-Patienten im Rahmen

der Nachsorge genutzt werden kann.

Unter Verwendung von SYBR Green- und TagMan-basierter PCR zeigte sich bei
posttherapeutischen Plasmaproben von Patienten ohne Rezidivgeschehen oder
Tumorprogress ein signifikanter Riickgang der cfHPV-DNA im Vergleich zu
pritherapeutischen Proben. Im Rahmen dieser Patientengruppe stellte sich auch in der
weiteren Nachsorge bis zu 15 Monate nach Therapie kein klinisch nachgewiesenes
Rezidivgeschehen dar und die cfHPV-DNA verblieb durchgehend in einem niedrigen bis

nichtmessbaren Bereich.
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Betrachtet man die Patienten mit klinisch nachgewiesenem Rezidiv oder Tumorprogress,
konnte bei allen fiinf eingeschlossenen Patienten initial nach Therapie ein Abfall der
cfHPV-DNA beobachtet werden. AnschlieBend zeigte sich jedoch im Gegensatz zu
Patienten ohne Rezidiv bzw. Progress ein erneuter Anstieg der cfHPV-DNA-
Konzentration im Plasma. Hierbei priasentierte sich bei drei der fiinf Patienten der Anstieg
bevor das Rezidiv bzw. der Tumorprogress durch eine konventionelle
Routineuntersuchung diagnostiziert wurde (s. Abb. 30, 31). Bei diesen drei Patienten war
der Primértumor zwischen 2015 und 2017 erneut aufgetreten, d. h. innerhalb des
Nachbeobachtungszeitraums von bis zu 15 Monaten. In diesem Zeitraum stellt sich die
Rezidivrate bekanntermallen bei OPSCCs besonders hoch dar (13-25% in den ersten zwei
Jahren) (Faraji et al., 2017). Bei den tibrigen zwei Patienten wurde die Diagnose bereits
vor dem gemessenen Anstieg der cfHPV-DNA-Konzentration im Plasma gestellt. Dies
kann auf die unterschiedlichen Zeitpunkte der Probenentnahme und der Untersuchungen
zurlickzufithren sein. Die Entnahmezeitpunkte fanden im Rahmen der regulédren
Nachsorgetermine der HNO-Ambulanz des Universititsklinikums Gieflen statt und
waren teilweise unabhingig von den Nachsorge-Bildgebungen, welche teilweise extern

stattfanden.

In Hinblick auf residuales Vorliegen von cfHPV-DNA nach erfolgter Therapie lassen sich
in der Literatur einige wenige Beispiele finden. Zum Beispiel zeigte eine Arbeit, dass
HPV-assoziierte OPSCC wihrend der Nachbeobachtung von bis zu 28 Tagen nach der
Chemotherapie in Blutproben mafiig hohe (>200 Kopien/ml) Kopienzahlen von cfHPV-
DNA prisentierten (Chera et al., 2019). Es wird allgemein angenommen, dass die
Beseitigung der cfHPV-DNA nach der Therapie graduell im Laufe der Zeit erfolgt, was
zu einer niedrigen Kopienzahl der viralen cf-DNA in der Blutbahn von HPV-assoziierten
OPSCC-Patienten fiihrt (Cao et al., 2012, Chera et al., 2019, Wuerdemann et al., 2020).
In dieser Arbeit prisentiert sich die cfHPV-DNA allerdings wéhrend der
Nachbeobachtung nach der Therapie als sehr niedrig und in den meisten Féllen als nicht
messbar. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass die ersten Proben im Rahmen der
Nachsorge mit im Median 4,6 Monate nach Therapiebeginn deutlich spéter als in der

genannten Studie gesammelt wurden.

In einer weiteren Studie wurden dhnliche Ergebnisse wie in dieser Arbeit gezeigt. Hierbei

konnte bei drei Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC nach Entwicklung eines
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Rezidivs ein erhohter Spiegel der cfHPV-DNA (bis zu 542 Kopien/ml) im Blut

nachgewiesen werden (Cao et al., 2012).

Im klinischen Alltag sind Instrumente zur frithzeitigen Detektion von zunehmender oder
wiederkehrender Tumorlast im Rahmen der vielfdltigen Therapiemoglichkeiten bei
Rezidivsituationen wichtig. Die bisherigen Ergebnisse zur Messung von cf-HPV-DNA
deuten darauf hin, dass diese Methode in Zukunft als niitzliches Werkzeug zur klinischen
Entscheidungsfindung beitragen kann. Hierzu werden jedoch weitere Studien mit groB3er
Patientenkohorte bendtigt, um die bisherigen Ergebnisse zu validieren und Testkits fiir

den klinischen Alltag zu entwickeln.

4.2 Vergleich von TagMan- und SYBR Green-basierten qPCR-
Detektionsmethoden fiir cfHPV16-DNA

Das qPCR-Verfahren ist in klinischen Laboren zur Diagnose von Virusinfektionen wegen
seiner hohen Empfindlichkeit, Spezifitit, Reproduzierbarkeit und aufgrund der fehlenden
post-PCR-Schritte eine hiufig eingesetzte Methode (Josko, 2010). Das Verfahren und die
Primerdesigns haben sich in den letzten Jahren verbessert, wihrend gleichzeitig die
Kosten fiir Verbrauchsmaterialien und Geréte gesunken sind, sodass die molekulare
Diagnostik in vielen klinischen Laboren neben der Immunhistochemie zur Routine
geworden ist. Inzwischen gilt sie vielfach als der "Goldstandard" im klinischen Alltag
und in der Forschung fiir den Nachweis von humaner und viraler DNA/RNA (Josko,
2010). In der Covid-19-Pandemie zeigte sich das qPCR-Verfahren als effektive und
schnelle Methode zum qualitativen und quantitativen Nachweis von SARS-COV-2-Viren
(Dorlass et al., 2020; Sarkar et al., 2022; Marinowic et al., 2021).

Im Rahmen dieser Arbeit begannen wir zundchst mit SYBR Green qPCR aufgrund der
Verfiligbarkeit und der in unserem Forschungslabor bereits etablierten Assays zur Analyse
der cfHPV-DNA. Im Verlauf wurden jedoch die Schwéchen der Methode, welche in den
folgenden Absétzen néher erldutert werden, zunehmend sichtbar und wir begannen mit
der Verwendung von TagMan qPCR. Hierbei entwickelten wir im Rahmen dieser Arbeit
ein passendes Assay fiir unsere Fragestellung, sprich die Nutzung von cfHPV-DNA als
Biomarker fiir das Monitoring des Krankheitsverlaufes wihrend des Zeitraumes der
Tumornachsorge. Im abschlieBenden Vergleich zeigte sich jedoch, dass sich sowohl
SYBR Green- als auch TagMan-Assays fiir unsere Anwendung eignen und die Methoden

zufriedenstellende Ergebnisse liefern. Die Unterschiede der Ergebnisse zwischen den
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Methoden wurden in Kapitel 3.6 vorgestellt und es soll hier nachfolgend auf die
moglichen Ursachen der Diskrepanzen sowie die Vor- und Nachteile der Methoden

eingegangen werden.

Im Allgemeinen wies die SYBR Green-Messung von E6- und E7-cfDNA in dieser Arbeit
bei Patientenproben vor der Behandlung eine grofere Standardabweichung in der
Konzentration auf als bei den vergleichbaren Messungen mit dem TagMan-Assay. Dies
konnte auf die Empfindlichkeit der Methode sowie die unterschiedlichen Kohortengrof3e
(SYBR Green n=22, TagMan n=50) zuriickzufiihren sein. Mit nur einem falsch negativen
Fall von insgesamt 22 Fillen war SYBR Green in der Lage, alle fiinf HPV-negativen
(n=5/5) und 16 der HPV-positiven OPSCC-Fille (n=16/17) korrekt zu identifizieren.
Mittels TagMan qPCR konnte ebenso effizient die HPV-negative OPSCC identifiziert
werden und es zeigte sich lediglich bei einem Patienten eine falsch-positive Messung von
E6-cfDNA, wobei allerdings E7 hier gleichzeitig nicht detektiert wurde (n=19/20). Von
30 HPV-assoziierten OPSCC-Proben waren sieben als falsch-negativ fiir E6 oder E7 und
vier falsch negativ fiir E6 und E7-cfDNA erkannt worden. In dieser Arbeit zeigte sich
somit die Sensitivitit und Spezifitit von TagMan mit 77-87 % bzw. 95-100 % gering
schlechter als die von SYBR Green (Sensitivitit: 94 % und Spezifitéit: 100 %). Allerdings
ist die Kohorte der mittels TagMan getesteten Patienten doppelt so gro3 wie die mit
SYBR Green getestete Kohorte und es kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass in
letzterer besonders wenige uneindeutige Proben vorhanden waren und die Ergebnisse hier
zufdllig ,,besonders gut™ ausfielen. Trotz der theoretisch hoheren Spezifitit durch die
Nutzung von TagMan-Sonden wurden in mehreren Studien &hnliche Ergebnisse bei
Vergleichen zwischen SYBR Green und TagMan erzielt (Mohamadhasan et al., 2014;
Peng et al., 2017; Arikawa et al., 2008).

Die gemessene Konzentration der cfHPV-DNA E6/E7 war unter Verwendung von
TagMan statistisch signifikant hoher als mit SYBR Green (E6: 7,6-fach, p<0,001 und E7:
3,1-fach, p=0,007). Hierbei zeigte jedoch die lineare Regressionsanalyse grundsétzlich
eine sehr hohe Ubereinstimmung der Messung beider Methoden (s. Abb. 27). Das heif}t,
es konnten dhnliche Konzentrationen gemessen werden, jedoch in verschiedenen
GroBenordnungen zwischen den Methoden. Der Konzentrationsunterschied basiert daher
nicht auf unterschiedlichen Konzentrationen der Proben, sondern ist auf die Unterschiede
der Test-Methoden zuriickzufiihren. Eine mogliche Ursache fiir die hoheren Messwerte

in der TagMan-qPCR ist zum Beispiel die Zusammensetzung des PCR-Reaktionsmixes:
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Aufgrund der Mdglichkeit zur Multiplex-PCR im TagMan-Assay war es moglich, alle
drei Targets (E6/E7/Beta-Globulin) in einem Reaktionsansatz zu amplifizieren und zu
quantifizieren. Hiermit mussten unter Verwendung von Tripletts pro Probe nur drei
Reaktionskammern verwendet werden. Unter Anwendung des SYBR Green-Assays sind
hingegen fiir drei Targets bei fehlendem Multiplexing insgesamt neun
Reaktionskammern pro Probe notwendig. Dies bedeutet, dass eine deutliche hohere
Menge der Probe pro Messung mittels SYBR Green verbraucht wird. Aus 500ul Plasma
wurden 30-40ul Probeneluat gewonnen und fiir einen Testdurchlauf verwendet. Die
Menge des Probeneluats wurde bei SYBR Green auf neun Reaktionskammern verteilt
(jeweils 2,5 pl fiir E6- oder E7-cftHPV-DNA und 1,5 pl fiir Beta-Globulin). Bei TagMan
hingegen war es moglich, groBere Mengen des Probeneluats pro Reaktion zu verwenden
(jeweils 4 ul pro Replikatanalyse). Ein hoheres Volumen der Probe im Reaktionsmix

erhoht die Chance der Detektion von intakter cfDNA.

Der Unterschied zwischen der Zusammensetzung des Mastermixes mit Erhohung des
Probenanteils kann jedoch auch einen negativen Effekt auf die Amplifikation haben.
Vermehrtes Probenmaterial erhoht zusitzlich die Konzentrationen von Inhibitoren wie
z.B. Hamoglobin oder Proteasen und verdndert den pH-Wert des Mastermixes. Diese
Storfaktoren konnen die Reaktion wiahrend der PCR und die Messung des freiwerdenden

Lichtsignals beeinflussen (Schrader et al., 2012).

Eine weitere mogliche Ursache der Messwertunterschiede ist die Verwendung
verschiedener Primer-Sequenzen, welche durch deren mdoglicherweise unterschiedliche
Spezifitdit und Interaktionsmdglichkeiten im Mastermix (z.B. Dimerbildung) das
Ergebnis beeinflussen kdnnen. Die Verwendung anderer Primer-Sequenzen, als bei dem
SYBR Green-Assay fiihrte auch zu einer unterschiedlichen Linge der Amplicons bei den
beiden Methoden: In dieser Arbeit wurden fiir das TagMan-Assay Amplicons mit
kiirzerer Basenlidnge verwendet als bei dem SYBR Green-Assay (E6: 81bp vs. 134bp;
E7: 67bp vs. 115bp, bp = base pair). Grund hierfiir ist der Unterschied der
Signalerzeugung zwischen den Methoden. SYBR Green ist ein Farbstoff, welcher in
Doppelstrang-DNA interkaliert und danach bei Lichtanregung ein Fluoreszenzsignal
ausstrahlt. Je ldnger das Amplicon, desto stirker ist das Signal und somit die
Nachweisbarkeit des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes. Bei der TagMan-PCR
jedoch wird das zu messende Fluoreszenzsignal durch Freisetzung des am 5'-Ende

vorhandenen Fluorophors der Sonde produziert. Dieses wird freigegeben, nachdem die
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Sonde an die Ziel-DNA-Sequenz anbindet und anschliefend der Abbau mittels der Taq-
Polymerase wihrend der PCR erfolgt. Findet keine Anbindung oder Reaktion mit der
Polymerase statt, wird das Fluoreszenzsignal von einem am 3'-Ende der Sonde hingenden

Quencher unterdriickt. Somit ist das Signal unabhéngig von der Amplicon-Lénge.

Wichtig ist die Spezifitit der Sonde in Bezug auf die gesuchte DNA-Sequenz (Waldron
et al., 2017). Wir konnten daher fiir das TagMan-Assay kiirzere Amplicons wihlen,
welche einen Vorteil bei der Detektion von zellfreier DNA besitzen. Zellfreie DNA
entsteht in der Regel durch Zellnekrose oder Apoptose und es werden hierbei DNA-
Stiicke unterschiedlicher Lange in die Blutbahn gebracht. In der Literatur wird die Lange
der zellfreien DNA im Plasma durchschnittlich zwischen 40 und 200 bp mit einem
Haufigkeitsgipfel bei 166 bp beschrieben (Kustanovich et al., 2019). Die Ursache dieser
spezifischen Liange wird auf die Linge der DNA zuriickgefiihrt, welche sich um ein
Histon windet (DNA in einen Nucleosom 147 bp plus 20 bp linker DNA) (Stejskal et al.,
2023). Unter Verwendung kiirzerer Amplicons ist die Wahrscheinlichkeit zur Detektion
cfDNA unterschiedlicher Langen hoher als bei Amplicons nahe der Maximallidnge von
zellfreier DNA. Dies konnte in der Literatur ebenso gezeigt werden (Mouliere et al.,

2011).

Die Entscheidung fiir die Verwendung kiirzerer Amplicons wurde im Rahmen der
Entwicklung des TagMan-Assays aufgrund dieser Beobachtungen und der oben
erwdhnten technischen Unterschiede zum SYBR Green-Assay bewusst gewdhlt. Daher
ist es wahrscheinlicher, dass in dieser Arbeit unter Verwendung des TagMan-Assays die
"wahre Konzentration" von cfHPV-DNA im Plasma gemessen wurde und dagegen mit
den ldangeren Amplicons des SYBR Green-Assay grundsitzlich niedrigere
Konzentrationen gemessen wurden (E6: 7,6-fache und E7: 3,1-fache Konzentration bei

TagMan vs. SYBR Green).

Bei Beta-Globulin lie§ sich mit Hilfe von TagMan eine statistisch signifikant héhere
Konzentration gegeniiber SYBR Green messen, jedoch lieB sich in der linearen
Regressionsanalyse keine signifikante Korrelation zwischen den gemessenen
Konzentrationen beider Methoden finden. Dies ist vermutlich auf Ausreifler in den
Datenpunkten mit starker Spannweite der Konzentrationen aufgrund der geringen

KohortengroBe zuriickzufiihren.

69



Der DNA-Nachweis mit SYBR Green basiert in erster Linie auf der Intensitdt des
Fluoreszenzsignals, das bei der Bindung des SYBR Green-Farbstoffs an eine
Doppelstrang-DNA und nach Anregung mittels Belichtung entsteht. Die Methode ist
relativ einfach in der Anwendung und kostengiinstiger als die TagMan qPCR-Methode.
Die Spezifitit mit SYBR Green qPCR kann jedoch durch die Bildung von Primer-
Dimeren, mangelnde Spezifitit der Primer und die Bildung von Sekundirstrukturen im

PCR-Produkt beeintrichtigt werden (Ponchel et al., 2003, Zhang et al., 2022).

In dieser Arbeit war der Nachweis von E6 und E7 mit SYBR Green qPCR in Hinsicht auf
Sensitivitit und Spezifitit vergleichbar mit dem TagMan-basierten Nachweis. Ahnliche
Ergebnisse konnten bei dem Vergleich beider Methoden im Rahmen von Untersuchungen
wihrend des Nachweises von SARS-COV-2 gefunden werden. Hierbei wurde berichtet,
dass das TagMan-Assay geringfligig bessere Ergebnisse liefert, jedoch das SYBR Green-
Assay ebenso eine valide und kostengiinstigere Alternative zum Erregernachweis bei
Covid-19-Patienten darstellt (Pereira-Gomez et al., 2021). Ahnliche Erkenntnisse wurden
in einer anderen Studie erbracht, in welcher SYBR Green beim Nachweis von E7 cfDNA
bei Gebdrmutterhalskrebs als eine attraktive Alternative zur TagMan qPCR dargestellt
wird (Scheurer et al., 2007).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl mit Hilfe von TagMan-qPCR als auch
SYBR Green-qPCR cfDNA aus Plasma zuverldssig nachgewiesen werden kann. SYBR
Green bietet den Vorteil einer breiten Verfiigbarkeit in Laboren und gegeniiber anderen
quantitativen PCR-Methoden wie z.B. TagMan oder droplet-digital PCR ist die Methode
vergleichsweise kostengiinstig. Die TagMan-qPCR hingegen bietet den groflen Vorteil
der Moglichkeit zur Multiplex-PCR, bei der mehrere Targets pro Reaktionskammer
gleichzeitig amplifiziert und quantifiziert werden kdnnen. Dies ermoglicht die Analyse
groferer Probenmengen pro PCR-Durchlauf und hilft, Probenmaterial effizienter nutzen
zu konnen. Der Aspekt der effizienten Verwendung des Probenmaterials und mdglichen
Probeneinsparung war aufgrund des retrospektiven Aufbaus und begrenzter
Probenmenge pro Patienten in dieser Arbeit von entscheidender Bedeutung. Dies war
einer der Hauptgriinde, weshalb im Rahmen dieser Arbeit ein Wechsel der Methode
stattfand und ein Grofteil der Patientenproben lediglich mittels der TagMan-Methode

analysiert wurde.

In vielen neueren Studien, welche sich mit cfHPV-DNA bei HPV-assoziierten OPSCC
befassten, wurde die Methode der droplet-digitalen PCR verwendet (Tanaka et al., 2022;
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Veyer et al, 2020; Cheraet al., 2019). Droplet-digitale PCR ist eine modernere
quantitative PCR-Methode und birgt den Vorteil gegeniiber SYBR Green und TagMan,
dass hierbei keine Standard-Proben mit festgelegter Konzentration bendtigt werden. Die
Methode ist jedoch wesentlich kostspieliger und im klinischen Alltag noch wenig

verfiigbar.

Ebenso gab es Untersuchungen zur Detektion von cfHPV-16-DNA unter Verwendung
von Next-Generation-Sequenzierung (NGS) bei lokal fortgeschrittenem HPV-
assoziierten Kopf- und Halskrebs. Die NGS von HPV 16 konnte zuverlédssig cftHPV-DNA
im Plasma nachweisen. Allerdings ist diese Methode, abgesehen von spezifischen
Anwendungen und optimierten Arbeitsabldufen, sehr zeitaufwindig und kostenintensiv

(Lee et al., 2017).

Die Ergebnisse bzgl. Sensitivitdt und Spezifitit in den oben erwéhnten Studien zeigten
sich hierbei vergleichbar mit unseren Analysen. Fiir die Nutzung im klinischen Alltag
konnte sich daher die kostenglinstigere Methode aufgrund der Wirtschaftlichkeit und der
Verfiigbarkeit auch auflerhalb spezialisierter Zentren etablieren bzw. iiber einen ldngeren
Zeitraum behaupten. Zum Beispiel hatte sich die SYBR Green qPCR wihrend der
Corona-Pandemie weltweit als effiziente und kostengiinstige Methode zur Diagnostik
von SARS-COV2-positiven Patienten bewéhrt, insbesondere in ressourcenlimitierten
Liandern und mobilen Testzentren, wo schnelle und erschwingliche Diagnosetests

erforderlich waren (Dorlass et al., 2020; Sarkar et al., 2022; Marinowic et al., 2021).

4.3 Stirken und Schwiachen dieser Arbeit und Limitationen der

cfDNA-Bestimmung

Zu den Einschrinkungen dieser Arbeit gehort der geringe Stichprobenumfang der
Kohorte. Die Anzahl der Patienten ist auf die geringe Inzidenz von HPV-assoziierten
OPSCC sowie die monozentrische Probensammlung im Universitétsklintkum Gie3en
zurlickzufithren. Aus diesem Grund mussten Proben iiber mehrere Jahre gesammelt
werden, um eine ausreichende Patientenkohorte zu generieren. Dies fiihrte zu einem
retrospektiven Studienaufbau. Des Weiteren war die Anzahl der Proben stark abhingig
von der Kooperation im klinischen Alltag. Die Nachsorgetermine der Patienten waren
keinem festen Schema mit genauen Zeitabstinden zugeordnet und Proben konnten
teilweise nicht konsequent bei jedem Termin gesammelt werden. Eine liickenlose

Sammlung zu festen Zeitpunkten wihrend des Nachsorgezeitraums erfordert eine hohe
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Compliance von Seiten der Patienten und Kooperation des klinisch arbeitenden Teams.
Dies ist im Alltag nicht immer gegeben und stark abhingig von den individuellen
Verlaufen der Patienten. Eine Moglichkeit zur Verbesserung ist eine Weiterentwicklung
standardisierter Protokolle zur Identifizierung der Patienten, welche sich fiir eine
Probenasservierung eignen und bindende Festlegung, wann diese zu erfolgen hat. Zudem
muss das klinische Personal zur Mitarbeit an Forschungsprojekten besonders
sensibilisiert werden. Dies erfordert jedoch finanzielle und personelle Ressourcen,
welche im klinischen Umfeld und im aktuellen Gesundheitswesen durch begrenzte

Budgetierung bekanntermafen limitiert sind.

Eine weitere Schwiche dieser Arbeit ist, dass nur der HPV-Subtyp 16 und nur die Virus-
DNA fiir E6 und E7 bestimmt wurden. HPV-16 weist mit ca. 87-96 % zwar den grofiten
Anteil unter den HPV-assoziierten OPSCC auf (Mallender, R., 2024), es gibt jedoch
weitere onkogene HPV-Typen, welche mit OPSCC assoziiert sind (Faraji et al., 2017,
Ferlay et al., 2019). Es werden somit mit unserem qPCR-Assay nicht alle HPV-
assoziierten OPSCC, welche in der Bevilkerung auftreten, erfasst. Allerdings war durch
die klinische Diagnostik bekannt, dass HPV16 der einzige vertretene Subtyp in unserer

Kohorte war.

Trotz der oben genannten Einschrinkungen sind die Ergebnisse dieser Arbeit konsistent
mit Daten aus der vorhandenen Literatur (Hanna et al., 2018; Chera et al., 2019). In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen berichten auch andere qPCR-basierte
Nachweisstudien, dass die Konzentration an viraler cfDNA in Blutplasma oder Serum die
HPV-Assoziation bei OPSCC vor der Behandlung erfolgreich identifizieren kann (Cao et
al., 2012; Dahlstrom et al., 2015; Damerla et al., 2019). Dies unterstreicht die Eignung
von cfHPV-DNA-Tests in Liquid Biopsies unabhingig von den fiir die Analyse

verwendeten experimentellen Techniken.

Zu den Stirken dieser Arbeit gehdren zum Beispiel die longitudinale Probenerhebung
nach stattgefundener Therapie. In der vorhandenen Literatur und dhnlichen Studien
werden zumeist nur die pritherapeutischen Proben oder z.B. nur eine posttherapeutische
Probe untersucht. In dieser Arbeit hingegen wurden Nachsorgeproben iiber einen
langeren Zeitraum mit einem Median von 7,15 und Maximum von 28,73 Monaten nach
erfolgter Therapie mit im Durchschnitt 3,4 (min.: 1, max.: 7) posttherapeutischen Proben

gesammelt.
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Eine weitere Stdrke ist, dass >75% der Patienten primér chirurgisch behandelt wurden,
was in fritheren Studien nicht der Fall war (Hanna et al., 2018; Chera et al., 2019). Dies

fiihrt zu einer besseren Homogenitét und somit Vergleichbarkeit innerhalb der Kohorte.

Ein weiterer positiver Punkt in dieser Arbeit ist, dass in einigen Féllen gezeigt wurde,
dass sich ein Nachweis von cfHPV-DNA als mogliche Methode zur Detektion von

Tumorprogressen bzw. -rezidiven eignen kann.

Der Nachweis von zellfreier DNA weist aktuell nur eine begrenzte Moglichkeit zur
Darstellung der Tumorarchitektur, der Entwicklung des Tumors oder der
Mikroumgebung des Tumors auf (Lim et al., 2023). Es besteht eine hohe Varianz bzgl.
der Hohe der individuellen Konzentration der cfHPV-DNA-Werte zwischen den
Patienten, welche auf die unterschiedliche Tumorlast und andere Faktoren
zuriickzufiihren sein kann (Cao et al., 2012; Dahlstrom et al., 2015; Lee et al., 2017; Rettig
et al.,, 2022). Hierbei ist zu beachten, dass bei Verwendung von cfDNA der
Konzentrationsverlauf eine hohere Relevanz aufweist als absolute Konzentrationswerte.
Dies trifft auf beinahe alle Biomarker zu, welche als Tumormarker im klinischen Alltag

verwendet werden (Nordheim et al., 2006).

Zusitzlich zur viralen cfDNA konnten klinische, histopathologische oder serologische
Marker fiir eine bessere Uberwachung der Subtypen von OPSCC-Patienten erforderlich
sein, um die Diagnose zu verbessern, insbesondere wéhrend der Nachsorge nach der
Therapie (Lim et al., 2023). Ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von cfHPV-
DNA und den Lebensgewohnheiten der Patienten, wie z. B. Alkoholkonsum oder

Rauchen, konnte in dieser Arbeit nicht hergestellt werden.

Eine weitere Grenze fiir die Nutzung von Liquid Biopsy ist die Stabilitdt der HPV-DNA.
Einige Studien haben {iber einen DNA-Abbau sowie eine schlechte Wiedergewinnung
von Nukleinsduren wihrend der Lagerung {iber einen langeren Zeitraum berichtet (Castle
et al., 2003; Powell et al., 2006). Es hat sich gezeigt, dass HPV-DNA in Medien auf
Formalinbasis bis zu 2,5 Jahre gelagert werden kann, aber die Wiederherstellung der
DNA aus Formalin ist kompliziert (Agreda et al., 2013). Wiederholte Zyklen des
Einfrierens/Auftauens von DNA verschlechtern ebenso die Qualitdt und Stabilitdt der
Proben, was sich negativ auf die Empfindlichkeit des Nachweises auswirkt (Shao et al.,
2012). In dieser Arbeit wurden einmal aufgetaute Plasmaproben nicht erneut eingefroren,

sondern die DNA wurde nach dem Auftauen isoliert und in Elutionspufferlosung gelost.
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In Einzelféllen wurde jedoch das Eluat nicht direkt weiterverarbeitet, sondern bei -20 °C
bis zur Durchfiihrung der qPCR eingefroren. Hierbei ist ein moglicher Einfluss auf die
cfDNA nicht auszuschlieBen. Fiir einen besseren Nachweis von cfHPV-DNA sind daher
die Handhabung, Lagerung und Qualitdt der Proben wichtig, weshalb in diesem Bereich

ebenfalls standardisierte Abldaufe und Vorgaben etabliert werden miissen.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen zellfreier DNA von HPV (cfHPV-DNA) in
Plasmaproben = von Patienten mit HPV-assoziierten und HPV-negativen
Oropharynxkarzinomen untersucht. Zur Bestimmung dieser Konzentrationen wurden
zwei verschiedene qPCR-Assays, SYBR Green und TagMan, optimiert und deren

Ergebnisse miteinander verglichen.

Primires Ziel der Arbeit war es, die cfHPV-DNA vor sowie nach der Tumortherapie zu
messen und den Verlauf der DNA-Konzentration im Rahmen der Nachsorge zu
verfolgen. Damit sollte iiberpriift werden, ob die Detektion von cfHPV-DNA als

moglicher Biomarker im Rahmen der Nachsorge in Zukunft von Nutzen sein kann.

Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten qPCR-Assays verglichen mit dem
Goldstandard (Immunhistochemie und HPV-DNA-Analyse aus dem Tumormaterial)
ebenfalls erfolgreich zur diagnostischen Unterscheidung zwischen HPV-negativem und
HPV-assoziiertem OPSCC verwendet werden konnen. Im Hinblick auf den
Konzentrationsverlauf nach erfolgter Tumortherapie zeigt sich, dass die cftHPV-DNA-
Konzentrationen signifikant niedriger ausfielen als vor der Therapie. Im Falle von
fehlenden bildgebenden Hinweisen auf eine weiterhin bestehende Tumorerkrankung
verblieb die Konzentration von cfHPV-DNA iiber den beobachteten Zeitraum hinweg
niedrig bis nicht nachweisbar. Patienten hingegen, welche eine metastasierte Erkrankung
oder ein Tumorrezidiv aufwiesen, prasentierten im Verlauf des Beobachtungszeitraums
steigende cfHPV-DNA-Konzentrationen. In einzelnen Féllen zeigte sich dieser Anstieg,
bevor sich der Tumorprogress im Rahmen der konventionellen Nachsorgeuntersuchung

darbot.

Das sekunddre Untersuchungsziel war es, den Zusammenhang zwischen der
Konzentration von ¢cfHPV-DNA und den Tumorcharakteristika, sprich TNM-Status und
UICC-Stadium, zu beleuchten. Hierbei konnte mithilfe des TagMan-Assays eine
Korrelation gezeigt werden zwischen der cfHPV-DNA-Konzentration und der
TumorgroBe, stratifiziert gemél dem T-Status. Plasmaproben von Patienten mit Tumoren
in der GroBenkategorie T3-4 wiesen im Vergleich zur Gruppe mit T1-2 eine statistisch
signifikante hohere Konzentration von cfHPV-DNA auf. Im Falle des SYBR Green-

Assays erwies sich hierbei ein Trend in gleicher Richtung, jedoch ohne statistische
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Signifikanz. Beziiglich der weiteren Tumorcharakteristika wie N-Status, M-Status und

UICC-Stadium konnte kein signifikanter Unterschied dargestellt werden.

Als weiteres Untersuchungsziel der Arbeit wurden die beiden verwendeten qPCR-Assays
hinsichtlich ihrer Sensitivitdt, Spezifitit und der gemessenen Konzentrationshdhe
verglichen. Hierbei wurden préitherapeutische Plasmaproben von einem Anteil der
Patientenkohorte  mittels beider Methoden getestet und die Ergebnisse
nebeneinandergestellt. Beide Methoden wiesen eine dhnlich hohe Sensitivitdt und
Spezifitit bei der Detektion von cfHPV-DNA auf. Die mittels der TagMan-PCR
gemessenen Konzentrationen von cfHPV-DNA {iiberstiegen hierbei um ein Vielfaches die
mit dem SYBR Green-Assay gemessenen. Mittels einer Regressionsanalyse konnte
jedoch gezeigt werden, dass eine hohe Korrelation der gemessenen Werte zwischen den

beiden Methoden besteht (E6: R? 90,6%, p<0,001; E7: R? =94,3%, p<0,001).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass im Rahmen dieser explorativen Studie wertvolle
Daten gesammelt werden konnten, welche zeigen, dass cfHPV-DNA in Liquid Biopsies
ein vielversprechender Biomarker bei HPV-bedingtem OPSCC zur Uberwachung des
Krankheitsverlaufs und des Therapieansprechens ist. Es konnte an beispielhaften Fillen
préasentiert werden, dass der Nachweis von zellfreier HPV-DNA als Indikator fiir das

Vorliegen einer residualen Erkrankung oder eines Rezidivgeschehen dienen kann.

Zu den FEinschrinkungen dieser Arbeit gehort unter anderem der geringe
Stichprobenumfang der Kohorte und die ungleiche Verteilung der Tumorcharakteristika
innerhalb dieser Kohorte. Dies ist auf die monozentrische Probensammlung im
Universitétsklinikum Gieen und die niedrige Inzidenz HPV-assoziierter OPSCC zum
Zeitpunkt der Probensammlung zuriickzufithren. Zudem prisentierte sich die
Probenabnahme im klinischen Alltag wéhrend der Nachsorgeuntersuchungen oftmals als
nicht liickenfrei und in Abhéngigkeit der Termine der Patienten variierten die

Abnahmezeitpunkte.

Zur Verifizierung der Ergebnisse dieser Arbeit und fiir die Etablierung von cfHPV-DNA
als validen Biomarker im klinischen Alltag sind daher weitere prospektive
Untersuchungen mit groeren Patientenkohorten und definierten Probenabnahmeplianen

erforderlich.
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Summary

In this study, the concentrations of cell-free HPV DNA (cfHPV-DNA) in plasma samples
from patients with HPV-associated and HPV-negative oropharyngeal carcinomas were
investigated. For measurement of these concentrations two different qPCR assays, SYBR

Green and TagMan, were optimized and the results compared.

The primary objective of the study was to measure cfHPV-DNA levels before and after
tumor therapy and to monitor the DNA concentration over time during follow-up. The
aim was to assess whether the detection of cfHPV-DNA could be useful as a potential

biomarker in future follow-up care.

It was demonstrated that the qPCR assays used, when compared with the gold standard
(immunohistochemistry and HPV DNA analysis from tumor tissue), were also successful
in differentiating between HPV-negative and HPV-associated OPSCC. Regarding
concentration trends following tumor therapy, cfHPV-DNA levels were significantly
lower than before treatment. In cases were imaging such as CT-scans showed no evidence
of residual tumor disease, cfHPV-DNA concentrations remained low or undetectable over
the observation period. In contrast, patients with metastatic disease or tumor recurrence
exhibited rising cfHPV-DNA levels during follow-up. In some cases, the increase of
cfHPV-DNA levels was observed before tumor progression became apparent through

conventional follow-up examinations.

The secondary aim of the study was to investigate the relation between cfHPV-DNA
concentration and tumor characteristics, specifically TNM classification and UICC
staging. A correlation between cfHPV-DNA concentration and tumor size, stratified by
T status, was shown using the TagMan assay. Plasma samples from patients with T3-4
tumors displayed statistically significantly higher cfHPV-DNA concentrations compared
to those with T1-2 tumors. The SYBR Green assay presented a similar trend, although
without statistical significance. Regarding other tumor characteristics such as N status, M
status, and UICC stage, no significant differences in cftHPV-DNA concentration were

observed.

Another objective of the study was to compare the two qPCR assays in terms of
sensitivity, specificity and measured concentration levels. Pre-therapeutic plasma
samples from a subset of the patient cohort were tested using both methods and the results

were compared. Both methods demonstrated similarly high sensitivity and specificity in
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the detection of cfHPV-DNA. However, the concentrations measured by TagMan PCR
were significantly higher than those measured with the SYBR Green assay. Regression

analysis nonetheless revealed a high correlation between the values obtained by the two

methods (E6: R2 = 90.6%, p < 0.001; E7: R> = 94.3%, p < 0.001).

In summary, this exploratory study was able to gather valuable data indicating that
cfHPV-DNA in liquid biopsies is a promising biomarker for monitoring disease
progression and treatment response in HPV-associated OPSCC. Exemplary cases
demonstrated that the detection of cell-free HPV DNA can serve as an indicator for the

presence of residual disease or recurrence.

Limitations of this study include the small sample size of the cohort and the unequal
distribution of tumor characteristics within it. This is due to the monocentric sample
collection at the University Hospital of Giessen and the low incidence of HPV-associated
OPSCC. Additionally, in routine clinical follow-up, blood sampling was often incomplete

and time points of collection varied depending on patient appointments.

To validate the results presented in this study and to establish cfHPV-DNA as a reliable
biomarker in clinical practice further prospective studies with larger patient cohorts and

defined sampling protocols are required.
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Anhang
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