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Referat:

Trotz des allgemeinen sinkenden Konsums von Tabak bleibt die Inzidenz von Kopf-Hals-Karzi-
nomen (KHK) in Deutschland und anderen Landern weitgehend konstant. Dies geht auf eine
signifikante Zunahme HPV-assoziierter Karzinome zuriick, was inzwischen als Risikofaktor bei
Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx (OPSCC) anerkannt ist. Unsere, sowie weitere
Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass HPV-assoziierte OPSCC eine eigenstandige Tumor-
entitat sind und sich grundlegend von Noxen-assoziierten KHK unterscheiden. Virale Onkopro-
teine wie E6 und E7 sind neben der charakteristischen Uberexpression des zellularen p16™k4a
an einer Reihe molekularer Veranderungen beteiligt, die in HPV-negativen OPSCC durch
genetische Veranderungen ausgeltst werden. Hierzu gehdren insbesondere immun-escape
Mechanismen, wie die Reduktion der HLA Klasse | Expression oder die Induktion hemmender
Liganden (z.B. PD-L1) von Immun-Checkpoint Signalwegen. Dennoch sind HPV-assoziierte
OPSCC durch eine Prasenz von Immunzellen (wie NK-Zellen) charakterisiert. Viele dieser
HPV-bedingten Veranderungen kdnnen diagnostisch und therapeutisch bedeutsam sein. So
kann virale DNA im Blut von Tumorpatienten (liquid biopsy) nachgewiesen und mit dem Verlauf
der Erkrankung korreliert werden. Angesichts der Bedeutung von HPV in der Kopf-Hals-
Onkologie und des spezifischen Mechanismus der Karzinogenese, mit vergleichsweise
homogenen Veranderungen und meist milderen klinischen Verlaufen, erscheinen HPV-assozi-
ierte OPSCC besonders geeignet fur neue immunologische Therapiekonzepte.
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1. EinfUhrung und wissenschaftliche Einordnung der eigenen Ergebnisse

1.1. Kopf-Hals-Onkologie & Inzidenz HPV-assoziierter Karzinome des Oropharynx

Die haufigsten Krankheitsbilder in der Kopf-Hals-Onkologie sind bdsartige Neoplasien im
Bereich der Mundhohle, des Oropharynx, Larynx, der Nase und Nasennebenhéhlen, sowie
des aufleren Halses. In der aktuellen Auswertung des Zentrums fir Krebsregisterdaten des
Robert Koch-Instituts fur das Jahr 2018 wurden bundesweit 497.890 Krebsneuerkrankungen
registriert. Hiervon entfallen 4% (n=18.740) auf den Kopf-Hals-Bereich (ICD10: C00-C14,
Mundhdhle und Rachen (n=14.310); C30-C31, Nasenhohle, Mittelohr, Nasennebenhgdhle
(n=1.100)) und C32, Larynx (n=3.310)). Oropharynxkarzinome bilden die gréRte Gruppe
innerhalb der Karzinome der Mundhéhle und des Rachens und machen insgesamt 30-40%
aller Kopf-Hals-Karzinome (KHK) aus. Von diesen wiederum stehen weltweit etwa 30% in
kausalem Zusammenhang mit dem humanen Papillomvirus (HPV), wobei es jedoch grol3e
geografische Unterschiede gibtf.

Der Tabakkonsum, einer der wichtigsten Risikofaktoren fur KHK, geht in den meisten
westlichen Landern stetig zuriick, was fir Deutschland durch Finanzdaten zur Tabaksteuer
nachweisbar istll (siehe Anhang 1). Entsprechend kdnnte man annehmen, dass dies mit
einem Inzidenzrickgang von KHK einhergehen sollte. Tatsachlich ist insgesamt jedoch nur
eine geringe Anderung der Fallzahlen erkennbar. Unsere eigene Auswertung des GieRRener
Tumordokumentationssystems (GTDS) zeigt einen leichten Rickgang der Gesamtzahl an
KHK, die tber einen Zeitraum von 25 Jahren an unserer Klinik, dem Zentrum fiir Hals-, Nasen-
und Ohrenheilkunde am Universitatsklinikum Gie3en (HNO-KIlinik Giel3en), diagnostizierten
und behandelt wurden. Bezogen auf die vier oben genannten grof3ten Sublokalisationen sank
die durchschnittliche Anzahl kontinuierlich von rund 165 Fallen im Jahr 1993 auf 145 Félle im
Jahr 2018. Dieser Rickgang betrifft die Sublokalisationen Mundhdhle und Rachen (mit
Ausnahme von Oropharynxkarzinome), sowie den Larynx. Dagegen zeigen die Karzinome des
Oropharynx einen deutlichen Anstieg, der den Riickgang der Fallzahlen der KHK im GroRRen
und Ganzen kompensiert (unverdffentlicht, siehe Anhang 2). In einer 2019 publizierten
eigenen Arbeit konnte anhand Krebsregisterdaten, sowohl fur die Vereinigten Staaten von
Amerika (USA), als auch fir Deutschland belegt werden, dass die Inzidenz des Oropharynx-
karzinom signifikant ansteigt und diese bereits 2013 die Zahl der Zervixkarzinome in den USA
Uberschritten hat. Fur Deutschland wurde dieser Punkt anhand unserer Daten fur etwa
2030/31 prognostiziertl. Anhand experimenteller Daten von Tumorproben der HNO-KIinik
GieRen konnte weiterhin gezeigt werden, dass dieser Anstieg Plattenepithelkarzinomen
(squamous cell carcinoma, SCC) des Oropharynx (OPSCC), sowie der Tonsille betrifft und
durch eine Zunahme an Fallen hervorgerufen wird, die mit HPV assoziiert sind“.

1.2. Humane Papillomviren

HPV gehort zu den aktuell sieben bekannten Viren, die als onkogen beim Menschen anerkannt
sind. Insgesamt sind schatzungsweise 12% aller Krebserkrankungen ursachlich auf onkogene
Viren zuriickzufihren, viele hiervon mit mukokutanen Erscheinungsformentsl. Fir die Ent-
deckung des kausalen Zusammenhangs einer HPV-Infektion mit der Entstehung von
Zervixkarzinomen erhielt der deutsche Virologe Harald zur Hausen 2008 den Nobelpreis fir
~Physiologie oder Medizin® (Nobelpriset i fysiologi eller medicin). HPV gehéren zu einer
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Gruppe latenter Viren der Klasse der Papovaviricetes (2020 umgruppiert aus der friheren
Familie Papovaviren). Diese Klasse umfasst zwei verwandte Familien mit zirkularer doppel-
stréangiger DNA: der Polyomaviridae und Papillomaviridae. Viren beider Familien infizieren
verschiedene Wirbeltiere (darunter Saugetiere, Nagetiere und Végel). HPV-Infektionen sind in
der Bevdlkerung weit verbreitet. Sie betreffen Epithelien von Haut und Schleimhauten und
fuhren zur Warzenbildung. Ausschlief3lich teilungsfahige Basalzellen werden von HPV infiziert.
Daher ist die Zuganglichkeit der Zielzellen eine Voraussetzung fur die Infektion mit HPV, z.B.
nach Mikrotraumen oder an besonders diinnen Epithelien, wie sie an der Transformationszone
der Zervix oder in den Tonsillenkrypten zu finden sind. Im Replikationszyklus von HPV erfolgt
nach der Infektion zunachst die Expression der regulatorischen viralen Proteine E1-E7 (early,
E). Danach erfolgt mit der Wanderung der infizierten Zellen im Rahmen des Erneuerungspro-
zesses der Haut, die Expression der viralen Capsid-Proteine L1 und L2 (late, L), gefolgt von
der anschlieBenden Virusassemblierung und Freisetzung in den obersten Bereichen des
Epithels. Bei Immunkompetenten sind HPV-Infektionen haufig asymptomatisch und ver-
schwinden innerhalb von 1-2 Jahre spontan. Jedoch koénnen sich persistierende Infektionen
entwickeln, die (meist nach Jahren) zur malignen Entartung der infizierten Zellen fiihren. Dies
betrifft anogenitale Bereiche wie Vulva, Vagina, Penis und Anus aber auch den Laryx und
insbesondere den Oropharynx®l. Inzwischen ist bekannt, dass unter den aktuell mehr als 200
bekannten HPV-Typen einige als hoch-Risiko (high risk, HR) bezeichnete Typen Karzinome
der Zervix sowie weitere humane Tumore auslésen kdnnen. Die Gruppe dieser als karzinogen
eingestuften HR-Typen umfasst nach der International Agency for Research on Cancer (IARC)
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aktuell zwolf Typen (Typ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58 und 59)1. Acht weitere Typen werden aufgrund begrenzter Beweise als
wabhrscheinlich (Typ 68) bzw. mdglicherweise karzinogen (Typen 26, 53, 66, 67 68, 70, 73 und
82) eingestuft, ebenso wie finf weitere Typen (30, 34, 69, 85 und 97) aufgrund ihrer sehr
engen Verwandtschaft zu karzinogenen Typen. Die als nicht karzinogen eingestuften Typen
wie HPV 6 und 11 werden als niedrig-Risiko (low risk, LR) HPV bezeichnete. Da in dieser
Arbeit ausschliel3lich onkologischen Erkrankungen im Kopf-Hals-Bereich betrachtet werden,
ist im Folgenden zur Vereinfachung lediglich HPV verwendet, wenn im Zusammenhang mit
der Onkogenese HR-HPV Typen gemeint sind.

1.3. Risikofaktoren und prognostische Modelle bei Kopf-Hals-Karzinomen

Histologisch handelt es sich bei mehr als 90% der KHK um Plattenepithelkarzinome (head and
neck squamous cell carcinoma, HNSCC)El. Zu den ubrigen, selteneren Histologien gehdren
die aus drisenartigem Gewebe hervorgehende Adenokarzinome (vorwiegend der Nase und
Nasennebenhdhlen), sowie Sarkome (Weichteiltumoren mesenchymalen Ursprungs). Charak-
teristisch fir Plattenepithelien ist, dass die der Basalmembran direkt anliegenden Zellen zur
Regeneration des Gewebes teilungsfahig bleiben und Tochterzellen horizontal und vertikal zur
Basalmembran abgeben kénnen. Mit jeder weiteren Teilung entfernen sich hierbei vertikal
abgegebene Zellen von der Basalmembran und wandern im Gewebeverbund zur Oberflache
des Epithels. Wahrenddessen verlieren diese Zellen ihre Teilungsfahigkeit und differenzieren
sich zum verhornenden oder unverhornten Plattenepithel. Bis zu einem gewissen Grad
behalten Karzinomzellen die Differenzierungsstufe ihrer Ausgangszelle bei. Dieser Differen-
zierungsgrad korreliert mit der Aggressivitat der Krebserkrankung in sofern, dass wenig- oder
undifferenzierte Neoplasien in der Regel aggressivere onkologische Eigenschaften aufweisen
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als Lasion gut differenzierter Zellen. Entsprechend korreliert der Differenzierungsgrad eines
Karzinoms mit der Prognose der Patienten.

Fur die Entstehung von HNSCC sind sogenannte Gewohnheits- oder Lebensstilfaktoren
(habitual and lifestyle related factors) wie dem Konsum von Tabak und Alkohol als
Risikofaktoren allgemein anerkannt. Beide variieren jedoch stark zwischen den Landern und
geografischen Regionen sowie im Laufe der Zeit. In der Bevolkerung der USA sank der Anteil
der Raucher beispielsweise zwischen 2005 und 2015 von 20,9% auf 15,1%M. Dagegen
rauchten nach einer vom Robert Koch Institut von 2008 bis 2011 durchgeflihrten Befragung in
Deutschland immer noch 29,7% der 18- bis 79-jahrigen Erwachsenen (26,9% der Frauen und
32,6% der Manner)id, Weiterhin bestehen hier unter den Bundesl&ndern erheblich Unter-
schiede: in Hessen ist mit 18,1% der niedrigste Anteil an Rauchern beschrieben. Im
bevolkerungsreichsten Bundesland Nordrhein-Westfalen liegt der Anteil mit 30,3% etwas Uber
dem Bundesdurchschnitt, wahrend der Anteil in Brandenburg mit 42,6% am hdchsten istitl, Im
europaweiten Durchschnitt liegt der Anteil der Raucher bei 23% (26% der Manner und 21%
der Frauen), wobei ein ausgepragtes Nord-Sud-Geféalle mit deutlich hherem Tabakkonsum in
Siudeuropa verglichen mit Skandinavien besteht(*2, Abhangig vom Kulturkreis kdnnen weitere
Lebensstilfaktoren bedeutsam sein. Beispielsweise ist das Kauen von Betel (betel quid: einer
Zubereitung aus den Arekanlssen der Betelpalme (Areca catechu), anderen Bestandteilen
wie geléschtem Kalk und zum Teil auch Tabak) insbesondere in einigen Regionen Asiens
verbreitet und dort mit der Entstehung von Karzinomen der Mundhéhle (oral cavity), des
Pharynx und Osophagus assoziierttsl, Weitere Risikofaktoren sind natiirliche und anthropo-
gene Umwelteinflissen (z.B. UV- und andere naturliche / kiinstliche Strahlung, karzinogene
(Faser-)Staube), genetische Préadisposition (z.B. BRCA1/2 Mutationen bei Familidrem Brust-
und Ovarialkrebs), Immunsuppression und ein hohes Lebensalter. Das Alter spielt eine
besondere, wenn nicht die bedeutendste Rolle fir die Entstehung einer Krebserkrankung im
HNO-Bereich - vor allem durch den kumulativen Effekt aller weiteren Risiken. Hiervon ist
jedoch der Einfluss des Alters auf die Prognose der Patienten zu unterscheiden. Dabei ist
weniger das numerische Alter an sich von Bedeutung als vielmehr die damit einhergehenden
Begleiterkrankungen, die sowohl die Wahl der Therapie als auch deren Erfolgsaussichten
erheblich beeinflussen.

In zwei eigenen Arbeiten wurde der Einfluss Patienten- und Tumor-spezifischer Risikofaktoren
auf das Gesamtiberleben in konsekutiven Kohorten von Patienten mit OPSCC untersucht, die
im Zeitraum zwischen 2000 und 201004 bzw. zwischen 2000 und 20171 an der HNO-KIinik
in Giel3en kurativ behandelt wurden. Zunéchst konnte mit Hilfe einer rekursiven Partitionierung
ein Risiko-Modell erstellt werden, in dem sich eine HPV-Assoziation der OPSCC (unabhéngig
vom Therapieregime) als wichtigster Prognosefaktor zeigte. Diesem nachgeordnet, wurde die
GroRRe des Primartumors (T-Status) in der Gruppe der HPV-assoziierten OPSCC und der
allgemeine Status der Leistungsfahigkeit (Eastern Cooperative Oncology Group Scale of
Performance Status, ECOG) bei Patienten mit HPV-negativen OPSCC als zweitwichtigste
prognostische Faktoren identifiziert*4. Lediglich bei Patienten mit HPV-negativen OPSCC, und
hier dem Lymphknotenbefall (N-Status) nachgeordnet, konnte ein signifikanter Einfluss des
Alters unserer Patienten auf das Gesamtiuberleben nachgewiesen werden. Die Bedeutung der
allgemeinen Leistungsfahigkeit (ECOG) konnten wir in einer Studie zum HPV-Status und
Risikofaktoren beim CUP (cancer of unknown primary)-Syndrom im Kopf-Hals-Bereich
bestatigenl'tl. Hierbei wurden Patienten mit Plattenepithelkarzinom-Metastasen in zervikalen
(Hals-)Lymphknoten (CUP"NSCC) untersucht, bei denen trotz umfangreicher Diagnostik kein
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entsprechender Primarius nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der Ableitungswege der
Lymphbahnen geht man bei CUPHNSCC jedoch davon aus, dass diese durch ein HNSCC
entstanden sind, welches entweder aufgrund der Grol3e unauffindbar oder im zeitlichen
Verlauf untergegangen ist. In einem Risikomodell fiir CUP"NSCC konnten die Patienten primar
anhand des ECOG Status stratifiziert werden. Der HPV-Status (hier durch die Expression von
pl6'™NK4a reprasentiert (siehe Abschnitt 1.4.)) war lediglich der zweitwichtigste Faktor. Aufgrund
der geringeren Haufigkeit von CUP"NSCC war dieser Kohorte jedoch deutlich kleiner als die der
beiden Arbeiten zu OPSCC, und Patienten mit p16™4-positivem CUPHNSCC und hohem ECOG
Status waren zudem seltenli®l, was bertcksichtigt werden sollte.

Entgegen der allgemeinen Annahme waren die Patienten mit einem HPV-assoziierten OPSCC
in unseren Kohorten nicht junger, sondern signifikant alter als Patienten mit HPV-negativen
OPSCC. Die multivariaten Analysen dieser Studie deuten auRerdem darauf hin, dass das Alter
der Patienten einen geringeren Einfluss auf ihre Prognose hat als beispielsweise der HPV- und
der T-Status des OPSCC sowie der allgemeine Leistungsstatus der Patienten*sl, Stratifiziert
nach dem HPV-Status zeigt sich in unserer Kohorte von 2000 bis 2010 ein signifikant besseres
5-Jahres-Gesamtlberleben der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC (81,1% vs. 39,7% bei
HPV-negativen Fallen). Weiterhin konnten wir zeigen, dass bei fortgeschrittenen Tumorstadien
primé&r chirurgisch behandelte Patienten ein besseres Gesamtiberleben hatten, sowohl in der
Gruppe der HPV-assoziierten, als auch in den HPV-negativen OPSCCI7, Die Art der Behand-
lung wird haufig in Arbeiten zu Risikofaktoren oder prognostischen Modellen mit betrachtet.
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass die Behandlungsart und Intensitat hochgradig von
der Auspréagung der Erkrankung(en) und den korperlichen Einschréankungen des Patienten
abhangig ist, sie also grundsatzlich nicht als unabhangiger Faktor betrachtet werden kann.

Die Therapiestrategie fur KHK ist grundsatzlich multimodal. Im angloamerikanischen Raum ist
die priméar radiotherapeutische Herangehensweise vorherrschend. In Deutschland und
anderen europdischen Landern dominiert dagegen ein primar chirurgischer Ansatz, wobei der
Uberwiegende Teil der Patienten auch eine adjuvante Radio- oder Radiochemotherapie erhalt.
Seit 2017 hat mit der Zulassung des ersten Checkpoint-Inhibitors (Nivolumab) fir rezidivierte
bzw. metastasierte HNSCC ebenfalls die Immuntherapie in die HNO-Onkologie in Deutschland
Einzug gefunden. Praktische Probleme bei allen Behandlungsoptionen ergeben sich aus der
anatomische meist schlechten Zuganglichkeit vieler Lokalisationen, sowie aufgrund der Uber-
schneidung der Luft- und Speisewege im Kopf-Hals-Bereich. Obwohl die Vergleichbarkeit
retrospektiver Studien mit vorwiegend chirurgischen oder radiotherapeutischen Behandlungen
nicht einfach gegeben ist, bestatigten weitere Risikomodellierungen, dass der HPV-Status
unabhangig von der Behandlung der dominanteste Faktor fir eine besonders gulinstige
Prognose bei OPSCC istl’8-22, Hieraus hat sich die Erkenntnis entwickelt, dass HPV-assoziierte
OPSCC eine eigenstandige Subgruppe bilden, fir die spezifische und ggf. deintensivierte
Behandlungsstrategien diskutiert werden mussen (siehe Abschnitte 1.4. u. 2.3.).

1.4. Diagnostische Marker bei Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx

Bei HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC handelt es sich wie zuvor beschrieben um
zwei eigenstandige Tumorentitdten. Dies wurde gleichermafRen durch molekularbiologische
und epidemiologische Daten bestatigt, so dass der HPV-Status 2017 in der 8. Version der
AJCC/UICC-Klassifikation des TNM-Systems integriert wurde3. Mit dieser Uberarbeitung
wurde der immunhistochemische Nachweis der Uberexpression des CDK-Inhibitor 2A (cyclin

4
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dependent kinase inhibitor 2A, p16'™K4) als Surrogatmarker fur den HPV-Status und als erster
molekulare Biomarker tUberhaupt fir die Klassifizierung von KHK eingefiihrt. Das p16'NK4
Protein wird fir gewdhnlich in HPV-negativen Karzinomen selten oder gar nicht nachgewiesen.
Infolge der HPV-Infektion kommt es jedoch zu einer charakteristischen und in der Regel
starken Anreicherung von p16™K4 ohne dass dieses Tumorsuppressorprotein negative
Einflisse auf das Tumorwachstum zu haben scheint. Obwohl die physiologische Auswirkung
auf Tumorzellen noch unklar ist, kann diese Uberexpression von p16'N*“2 als einfacher Marker
zur ldentifikation HPV-assoziierter OPSCC genutzt werden. Allerdings zeigen eigene und
andere Untersuchungen, dass HPV-DNA in 10-20% der OPSCC-Proben trotz einer Uberex-
pression von p16™k4a nicht nachgewiesen werden kann. Diese Patienten zeigen ein signifikant
schlechteres Gesamtiiberleben gegeniiber den Fallen, bei denen zusatzlich zu p16™¢4 auch
HPV-DNA nachgewiesen wurdel*sl, In einer Untersuchung der Risikoprofile konnten wir zeigen,
dass zweidrittel dieser Patienten ein Risikoprofil aufweisen, vergleichbar dem der Patienten
mit HPV-negativen OPSCC. Angesichts der wesentlich besseren Prognose und der daraus
resultierenden aktuellen Diskussionen zu einer maglichen Deeskalation der Therapieintensitat
fur Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC, zeigen unsere Ergebnisse jedoch, dass p16'Nk4a
als alleiniger Marker nicht fur eine sichere Identifizierung geeigneter Patienten ausreichend ist.
Daher sollte der Nachweis der onkogenen Aktivitat von HPV tiber p16™K4a durch den Nachweis
des Virus selbst ergénzt werden. Hierzu stehen indirekte und direkte Methoden zur Verfiigung,
jeweils mit individuellen Limitationen in der praktischen Anwendbarkeit, sowie der Aussage-
kraft der Ergebnisse. Zu den direkten Methoden zahlt der elektronenmikroskopische Nachweis
der charakteristischen, durch das virale Hullprotein L1 gebildeten Capsid-Strukturen. Ebenso
kann virale DNA oder mRNA durch Hybridisierung markierter Sonden (fluoreszenz-)mikros-
kopisch nachgewiesen werden. Der experimentelle Aufwand beider Methoden ist jedoch fir
diagnostische Zwecke ungeeignet. Dagegen ist der indirekte Nachweis durch PCR-Amplifi-
zierung viraler DNA oder mRNA und deren anschlieRender Nachweis (z.B. durch Hybridisier-
ung oder Sequenzierung) bereits in vielen Laboren etabliert. Der Nachweis HPV-spezifischer
MRNA bietet eine zuséatzliche Information tber die virale Transkriptionsaktivitat. Aufgrund ihrer
Instabilitdt stellen mRNA-Tests jedoch zusatzliche Anforderungen an die Entnahme, den
Transport und die Lagerung der Proben, was das Risiko falsch-negativer Tests erhéht. Wird
dagegen nur HPV-DNA untersucht, kann nicht unterschieden werden, ob die DNA von
infizierten Tumorzellen, einer transienten Infektion oder sogar von HPV-DNA stammt, die im
Sinne einer Kontamination frei in dem Bereich vorhanden ist, in dem die Probe genommen
wurde. Gegen eine oberflachliche Kontamination durch eine orale HPV-Prasenz spricht
allerdings, dass wir in einer eigenen Studie zu CUP"NSCC (mit steril entnommenen Proben) in
2,9 % der Falle HPV-DNA ohne Nachweis einer p16™%42-Expression gefunden haben(¢l, was
nicht bedeutend weniger ist als 5,2 % in der direkt vergleichbaren OPSCC-Kohortel*sl, Um die
Kausalitat von HPV im Rahmen der onkologischen Diagnose zu prifen, erscheint daher
zusammenfassend ein kombinierter Nachweis der onkogenen Aktivitat anhand der Uberex-
pression von p16™<4a in Kombination mit dem (indirekten) Nachweis der Anwesenheit viraler
DNA (oder mRNA) als die am besten geeignete Strategie.

Ein weiterer Aspekt in diesem Zusammenhang ist die Nutzbarkeit von HPV als Biomarker
wahrend der Therapie und der Nachsorge von Tumorerkrankungen. Wie alle Gewebe
unterliegen Tumore einem kontinuierlichen Auf- und Abbau von Zellen, beispielsweise wenn
Zellen unzureichend mit Sauerstoff oder Nahrstoffen versorgt werden, oder wenn sie aus
anderen Grinden absterben, etwa nach einem Angriff von Immunzellen. Mit den zellularen
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Abbauprodukten gelangt auch DNA in den Blutstrom. Diese zellfreie DNA (cell free DNA,
cfDNA) ist im Blut zugénglich fur extrazellulare Desoxyribonukleasen wie DNase |, DNase IL3
und andere. Typischerweise verbleiben jedoch relativ kurze Fragmente im Blutkreislauf mit
einer Halbwertzeit von 16min bis 2,5h stabil, die mit einer GréR3e von 160-180 Basenpaaren
etwa der Windungslange von DNA um ein Histon H1 entsprechen (oder einem Mehrfachen
davon)24, Der Grol3teil der cfDNA im Blut entstammt den physiologischen ,Umbauprozessen®
gesunder Zellen. Jedoch ist bei Tumorerkrankungen ein Anteil cfDNA auf Tumorzellen zuriick-
zufiihren, der proportional zur Gesamttumorlast ist. Tumor-spezifische DNA-Sequenzen, wie
somatischen Mutationen oder virale DNA im Falle HPV-assoziierter OPSCC, kdnnen mit
entsprechenden Methoden nachgewiesen und mit dem Verlauf von Therapie und Nachsorge
korreliert werden. Die Gefahr eines falsch-positiven Test durch HPV-DNA im Sinne einer
Kontamination kann hierbei ausgeschlossen werden, da HPV nicht Iytisch ist und im nattr-
lichen Replikationszyklus nicht in den Blutstrom gelangt. Mit der gezielten Sequenzierung
(targeted next-generation sequencing, tNGS) stehen mehrere technische Hochdurchsatz-
Losungen zur Verfigung, mit denen Tumor-spezifische Sequenzen unter einem Uberschuss
an Sequenzen gesunder Zellen nachgewiesen werden kénnen. Die Voraussetzung hierfir ist
jedoch, dass die relevanten Tumor-spezifischen Sequenzen zuvor bekannt sind. Zellen von
Tumoren, die ursachlich durch onkogene Viren wie HPV entstanden sind und die auf die
onkogene Aktivitat der viraler DNA angewiesen sind, enthalten solche Tumor-spezifische
(viralen) Sequenzen, die in gesunden Zellen nicht vorhanden sind. Diese kénnen im Gegen-
satz zu Tumor-spezifischen Mutationen auch mit vergleichsweise einfachen, PCR-basieren-
den Methoden nachgewiesen werden.

In einer eigenen Untersuchung an Blutproben von 50 Patienten mit OPSCC (n=30 mit HPV-
assoziierten und n=20 mit HPV-negativen OPSCC) konnten wir virale DNA mit zwei HPV-
spezifischen TagMan-Assay bei 85,7% der Proben mit HPV-Assoziation vor der Therapie
nachweisen. Dagegen wurde der Grenzwert fur einen positiven Test lediglich bei einer Probe
der HPV-negativen OPSCC (als falsch-positives Ergebnis) mit einem der beiden TagMan-
Assays Uberschritten. In den weiteren Untersuchen zeigte sich eine Korrelation der Messwerte
der HPV-cfDNA und der Tumorlast vor Therapie, sowie eine signifikante und dauerhafte
Abnahme der HPV-cfDNA bei den Patienten ohne Hinweis auf ein Rezidiv. In finf Patienten
mit Klinisch bekanntem Rezidiv blieb der Messwerte der HPV-cfDNA oberhalb der
Nachweisgrenze und entwickelte sich parallel mit klinischem Verlauf der Patienten?sl, Diese
Daten zeigen, dass ein einfacher Biomarker wie HPV-DNA neben der primaren Diagnose auch
im Verlauf der Tumornachsorge oder wahrend der Therapie eingesetzt werden kann,
beispielsweise zur Uberprifung des individuellen Ansprechens eines Patienten in einer
deeskalierten Therapie.

1.5. Genetische Veranderungen und Mutationsmuster beim Oropharynxkarzinom

Durch D. Hanahan und R. Weinberg wurden im Jahr 2000 biologische Kennzeichen (hallmarks
of cancer) formuliert, die wahrend der mehrstufigen Entwicklung einer Tumorerkrankung
erworben werden: Unabhangigkeit von Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegentber
Wachstum-hemmenden Signale, Inaktivierung der Apoptose, Aktivierung der Angiogenese,
unbegrenztes Wachstumspotential und Fahigkeit zur Gewebsinvasion und Metastasierungl2el,
Diese sechs urspringlichen Kennzeichen wurden 2011 um zwei weitere Kennzeichen
(deregulierter Stoffwechsel und Umgehung des Immunsystems) und zwei unterstitzende
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Merkmale (genetische Instabilitdt und Entzindungsreaktionen) erganzt?’. Abgesehen von
Virus-assoziierten Tumoren ist letztendlich auf molekularer Ebene die Akkumulation einer
Reihe von somatischen Mutationen ausschlaggebend fir den Erwerb dieser biologischen
Kennzeichen und die neoplastische Umwandlung einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle.
Diese Mutationen beeintrachtigen beispielsweise Mechanismen, die das Zellwachstum, die
Zellteilung und die DNA-Reparatur regulieren. Grundsatzlich erfolgt eine Aktivierung von
Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Einige besonders grundlegende
Mechanismen sind bei vielen Krebsarten in @hnlicher Weise verandert. Beispielsweise treten
zentralen Veranderungen in Genen wie TP53, die an der Regulierung der Zellteilung und der
DNA-Reparatur beteiligt sind, bei zahlreichen humanen Tumoren auf. Ebenso ist das
Retinoblastoma(RB1)-Gen haufig betroffen, welches mit dem Retinoblastoma-associated
protein (Rb) ein wesentliches Kontrollprotein des Zellzyklus kodiert. Manche Veranderungen
treten dagegen nur bei bestimmten Krebstypen gehauft auf, wie beispielsweise BRCA1- und
BRCA2-Mutationen, die typischerweise das Risiko fur Brust- und Ovarialkrebs erhéhen.

Charakteristisch bei HPV-assoziierten Karzinomen ist, dass zwei der wesentlichen onkogenen
Prozesse nicht durch somatische Mutationen ausgeldst werden. Dagegen interagieren die
viralen Proteine E6 und E7 sowohl mit dem von TP53 codierten p53, als auch mit dem Zellzyk-
lusregulator Rb. Hierdurch wird die Zellteilung aktiviert und entsprechende Kontrollmechanis-
men ausgeschaltet. Es zeigte sich weiterhin, dass viele der von Hanahan und Weinberg
postulierten Kennzeichen der Karzinogenes auch grundsatzlich ,positiv‘ auf den natirlichen
Replikationszyklus von HPV wirken sollten. Durch die Interaktionen der viralen Proteine mit
den zellularen Signalwegen scheinen eine Reihe der erforderlichen onkogenen Mechanismen
ausgeldst zu werden, ohne dass somatische Mutationen oder andere genetische Veranderun-
gen hierfur erforderlich waren. Entsprechend seltener sollten genetische Veranderungen bei
HPV-assoziierten im Vergleich zu HPV-negative Tumoren nachgewiesen werden. In zwei
eigenen Veroffentlichungen konnten wir mit einer an HPV-angepassten tNGS Analysen
zeigen, dass HPV-assoziierte OPSCC wie erwartet grundsatzlich weniger Mutationen in den
untersuchten Genen aufweisen als HPV-negative OPSCC. Ebenso lagen die genannten Gene
RB1 und TP53 bei HPV-assoziierten OPSCC seltener mutiert vor. Unter Betrachtung ob ein
lokales oder entferntes Wiederauftreten (local/distant recurrence, LDR) des OPSCC im Verlauf
auftrat, zeigten sich bei den HPV-assoziierten OPSCC von Patienten mit LDR mehr Muta-
tionen als bei HPV-assoziierten OPSCC ohne LDR. Interessanterweise zeigen letztere jedoch
eine Mutationshaufigkeit ahnlich HPV-negativer OPSCC von Patienten mit LDR. HPV-negative
OPSCC von Patienten ohne LDR dagegen zeigten Uberraschenderweise die hdchste Zahl von
Mutationen. Wir vermuten daher, dass die Anzahl der Mutationen nicht kausal fir das
Fortschreiten der Krankheit verantwortlich ist, sondern bestimmte Kombinationen von
Mutationen wichtig sein kénnten2s.29,

1.6. HPV-induzierte metabolische Veranderungen beim Oropharynxkarzinom

Neben grundlegenden onkogenen Prozessen, wie der Inaktivierung von p53 und Rb, treten
eine Reihe sekundéarer Verdnderungen bei HPV-assoziierten Karzinomen auf, die das
Fortschreiten der Karzinogenese begiinstig. Unter anderem betrifft dies den Energiestoff-
wechsel von Tumorzellen, was im Rahmen zweier eigener Untersuchungen gezeigt werden
konnte. Hierbei wurden HPV-assoziierte Kopf-Hals-Tumorzelllinien in vitro einer Hypoxie
ausgesetzt und molekular- und zellbiologisch untersucht. Die HPV-assoziierten Zelllinien
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zeigten unter normalen Sauerstoffkonzentrationen bereits nachweisbare Mengen des HIF-1a
(Hypoxie-induzierten Faktor 1a) Proteins, was bei HPV-negativen Zelllinien nicht der Fall war.
Ebenso stieg die Mengen von HIF-1a unter Hypoxie bei den HPV-assoziierten wesentlich
starker an als bei den HPV-negativen Zelllinien. In vitro-Wundheilungstests zeigten nur bei den
HPV-negativen Zelllinien eine Beeintrachtigung der Migration und Proliferation durch die
chemische Aktivierung des HIF-1a-Signalwegs, nicht jedoch bei HPV-positiven Zelllinien.
Diese konnten bei HPV-positiven Zelllinien dagegen durch HIF-1a-spezifische si(small
interferin)RNA in vitro beeintrachtigt werden, nicht jedoch in HPV-negativen. Die Schluss-
folgerung unserer Studie ist, dass HPV-positive Tumorzelllinien bereits unter normalen Sauer-
stoffkonzentrationen eine Aktivierung des HIF-Signalwegs und eine Anpassung an die Hoch-
regulierung von HIF-1a- zeigen, die den HPV-negativen Zelllinien fehlt*. Diese Ergebnisse
werden durch eine in vivo Untersuchung an Patienten mit OPSCC bestatigt, bei der wir Daten
von BF-FDG (*¥Fluor-Desoxyglukose) Positronen-Emissions-Tomographie / Computertomo-
graphie (PET/CT) auswerteten. Hierbei zeigten sich bei HPV-assoziierten im Vergleich zu
HPV-negativen OPSCC geringere Unterschiede der ausgewerteten Parameter zwischen
Primartumoren und Lymphknotenmetastasen individueller Patienteni3ll, Offenbar haben bei
HPV-assoziierten OPSCC &auRRere Faktoren wie die Sauerstoffversorgung im Gewebe einen
geringeren Einfluss auf die damit verbundenen Signalwege, da diese Virus-bedingt bereits
aktiviert vorliegen. Dies deutet darauf hin, dass zellulare Stoffwechselwege im Sinne der
viralen Reproduktion durch HPV-Proteine in einer Art und Weise verandert werden, die auch
den Prozess der Karzinogenese vorantreibt.

1.7. HPV-induzierte immunologische Veranderungen beim Oropharynxkarzinom

Die Umgehung bzw. Uberwindung des Immunsystems ist ein fundamentaler Aspekt der
Karzinogenese, der zunehmend klinische Bedeutung gewinnt, insbesondere in Form neuer
Behandlungsstrategien, die Immun-Checkpoints als therapeutische Zielstrukturen erfassen.
HPV-assoziierte Karzinome sind in diesem Zusammenhang besonders interessant, da eine
Reihe relevanter Mechanismen bei diesen Tumoren verandert vorliegen, die normalerweise
im Replikationszyklus des Virus wirken und in einer onkologischen Situation potenziell
therapierelevant sein konnten.

HPV infiziert ausschlie3lich Epithelzellen und alle Prozesse der viralen Reproduktion finden
oberhalb der Basalmembran statt, in einem Bereich, in dem aulRer dendritischen-(Langer-
hans-)Zellen und dendritischen epidermalen T-Zellen (DETCs) nur selten bzw. wenige
Immunzellen vorkommen. Weiterhin sind HPV-Infektionen nicht lytisch, sondern virale Partikel
werden zusammen mit den abgestorbenen Hautzellen an die Umwelt abgegeben. Das
bedeutet, dass Immunzellen nicht mit den immunogenen Hullproteinen (L1 und L2) in Kontakt
kommen, da diese nicht im Koérper des Wirts freigesetzt werden. Die regulatorischen Proteine
von HPV sind per se nur wenig immunogen. Aul3erdem interagiert das virale Proteinen E5 mit
der schweren Kette des HLA (human leukocyte antigen) Klasse | Komplex und bindet diesen
im Golgi-Apparat und im endoplasmatischen Retikulum. Hierdurch wird die funktionelle
Expression von HLA Klasse | auf der Oberflache infizierter Zellen reduziert und vermutlich ihre
Fahigkeit vermindert, immunogene Peptide zu prasentiereni3. Dies wird durch eine Studie
bestatigt in der gezeigt wurde, dass die E5-induzierte Reduktion von HLA-A2 die Erkennung
von E5-exprimierenden Zellen durch HPV-spezifische CD8+ T-Zellen reduziert®3. Das Fehlen
einer funktionellen HLA Klasse | Expression fuhrt normalerweise zur Aktivierung von
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natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) was als missing-self-Hypothese bekannt ist. Im natirlichen
Replikationszyklus von HPV spielt dies jedoch keine Rolle, da oberhalb der Basalmembran
nur selten NK-Zellen zu finden sind. Jedoch andert sich diese Situation, wenn HPV-infizierte
Zellen neoplastisch entarten und durch die Basalmembran hindurch in mesodermale
Schichten einwandern, wo NK- und andere Immunzellen haufig vorkommen. Da es dennoch
bei HPV-assoziierten Karzinomen zu einem Tumorwachstum gekommen ist, mussen folglich
zusatzliche Mechanismen aktiv sein, die eine effektive Zerstérung von Tumorzellen durch
NK-Zellen verhindern haben. Tatsachlich fanden wir in Proben HPV-assoziierter OPSCC
signifikant hohere Zahlen CD56-positiver Lymphozyten, bei denen granulares Granzym B und
CD16 immunfluoreszenzmikroskopisch als Hinweis auf zytotoxische NK-Zellen nachgewiesen
wurdel4. In einer weiteren Arbeit konnten wir zeigen, dass bei HPV-assoziierten OPSCC
haufiger ein Verlust funktioneller HLA Klasse | Expression auf der Oberflache von Tumorzellen
vorliegt, dagegen aber das Transmembranprotein PD-L1 (programmed cell death protein 1
ligand 1) signifikant haufiger exprimiert wird. Weiterhin konnten wir in dieser Arbeit zeigen,
dass die Anwesenheit von CD8+ T-Zellen mit der Expression von PD-L1 und dem Verlust einer
funktionellen HLA Klasse | Expression korreliert und dies mit einem besseren Gesamt-
Uberleben der Patienten assoziiert isti®]. Andere Arbeiten bestatigen ebenfalls eine Korrelation
der Expression von PD-L1 mit einem Verlust der HLA Klasse | Expression in Tumoren3637,
PD-L1 ist als Ligand des Rezeptors PD-1 (programmed cell death protein 1) Teil dieses
Immun-Checkpoint Signalwegs. Seine Bindung an PD-1 hat inhibierende Wirkung auf den
Signhalweg und es wurde gezeigt, dass die PD-L1 Expression hemmend auf die Aktivitat von
NK-Zellen wirkt(3e.39],

Mit der Weiterentwicklung biotechnologischer Herstellungsverfahren sind immunologische
Therapiekonzepte zunehmend in den Fokus der onkologischen Forschungen geruckt.
Insbesondere die medikamentdse Beeinflussung von PD-1/PD-L1 und anderen Immun-
Checkpoint Signalwegen hat aussichtsreiche erste Ergebnisse erbracht, und Antikorper-
basierte Therapien sind bereits im klinischen Einsatz. Trotz der komplexen immunonkologi-
schen Zusammenhénge stellen diese neuartigen Anséatze eine vielversprechende Erganzung
dar, deren Potenzial die bestehenden Therapiekonzepte in den kommenden Jahren grundle-
gend verandern konnte. Die bisherigen Arbeiten zeigen jedoch, dass neben einer vielverspre-
chenden Therapie auch aussagekréftige diagnostische Verfahren erforderlich sind, um
geeignete Patienten zu identifizieren, da viele Tumorerkrankungen und Patientenpopulationen
weitaus heterogener sind als allgemein angenommen.
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2. Diskussion

2.1. Inzidenz HPV-assoziierter Karzinome des Oropharynx

Bereits funf Jahre nachdem Harald zur Hausen 1976 HPV als Ausléser des Zervixkarzinom
postulierte*d wurde HPV erstmals mit neoplastischen Lasionen im Kopf-Hals-Bereichi#t42 und
wenig spater mit malignen Tumoren des Oropharynx in Verbindung gebrachti#3l. 2008 wurde
ein Anstieg der Inzidenzen des HPV-assoziierten Oropharynxkarzinom in den USA anhand
epidemiologischer Daten beobachtet*443l, was 2011 erstmal experimentell belegt wurdel“sl. In
der genannten Studie wurden jedoch lediglich n=271 OPSCC untersucht, die zwischen 1984
und 2004 in Hawaii, lowa und Los Angeles diagnostiziert wurden. Trotz dieser heterogenen
Daten wurde von den Autoren prognostiziert, dass innerhalb der nachsten 20 Jahre
HPV-assoziierte OPSCC die Mehrzahl aller Kopf-Hals-Tumoren in den USA ausmachen
wirden. Viele der nachfolgenden Studien zeigen ahnliche Schwéachen hinsichtlich der unter-
suchten Fallzahlen, der Konsistenz der Kohorten oder die Berechnung der Inzidenz-Trends
wurden lediglich auf Basis von Studienpopulationen extrapoliert’-49, Ein Anstieg der HPV-Pra-
valenz wurde beispielsweise auch in den Niederlanden festgestellt (1980-1989: 28%,
1990-1999: 38 % und 2000-2009: 38 %). Jedoch beruhen diese Daten nur auf zuféllig ausge-
wahlten Patienten aus den drei untersuchten ZeitrAumeni®9. In Anbetracht der zunachst nicht
ganz eindeutigen Datenlage konnten wir dennoch den Anstieg der Inzidenz in einer der
wenigen experimentellen Studien mit vergleichsweise hohen Fallzahlen (n=730) bestatigeni“.
In dieser kontinuierlichen Kohorte von Patienten, die zwischen 2000 und 2017 an der
HNO-KIinik in Gie3en behandelt wurden, hat sich die HPV-Pravalenz beim OPSCC tatsachlich
auch in unserer Region innerhalb von zehn Jahren etwa verdoppelt. Fir 2017 wurde von uns
fur den Raum Giel3en eine HPV-Pravalenz beim OPSCC von etwa 40% ermittelt - aktuellere
Zahlen unserer Auswertungen sind jedoch noch héher (unverdéffentlicht). Die Gesamtpra-
valenz HPV-assoziierter OPSCC unserer Kohorte liegt fir den Zeitraum 2000-2017 bei 27,1%,
was etwa dem fir 2012 geschatzten weltweiten Durchschnitt (30,8%) fir den Oropharynx
entsprichtl?, Hierbei herrschen jedoch erhebliche geographische Unterschiede, mit tiber 40%
des HPV-zurechenbaren Anteils (HPV attributable fraction) in vergleichsweise entwickelten
Regionen wie Europa, Nordamerika, Australien, Neuseeland, Japan und der Republik Korea,
gegenuber unter 20% in vielen anderen Landernld, Selbst innerhalb Europa werden stark
variierende Zahlen berichtet, die meist im Norden hoher als im Sidden sind. In der ersten
Dekade dieses Jahrhunderts wurden beispielsweise in Nord-Ost-Italien: 27%!51, in den
Niederlanden: 38%!%, und in Ost-Danemark: 49%/52 berichtet. Im nachfolgenden Zeitraum
(2011-2014) stieg der Anteil in Ost-Danemark auf 62%!52 und 2010-2011 lag der Anteil in
Norwegen sogar bei 77%!531. Angesichts dieser Zahlen kénnte der von uns fir den Raum
GielRen beistimmte Anteil HPV-assoziierter OPSCC (mit etwa 40% in 2017) als realistischer
Schatzwert fur Deutschland angesehen werden. Allerdings zeigen alle Studien, dass regional
bedeutende Unterschiede bestehen kdnnen, und dass fir nationale Abschatzungen grol3fla-
chigere Stichproben untersucht werden mussen.

Problematisch ist vielfach bei einem Vergleich internationaler Publikationen das Konzept zur
Definition der anatomischen Zielregion: der Oropharynx ist eine eigenstandige Lokalisation
nach ICD10 (C10). Jedoch umfassen Karzinome des Oropharynx weitere Lokalisationen wie
die Tonsillen (C09), den Zungengrund (C01), sowie Teilbereiche des Gaumens (C05.1, C05.2)
und werden auch im aktuellen TNM-System entsprechend zusammengefasst?3. Neben der
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problematischen Kodierung nach ICD10 ergeben sich praktische Probleme, z.B. im Grenz-
bereich oder bei Uberschneidungen mehrerer Lokalisationen, wodurch ein eindeutiger
Ursprung der Karzinogenese oft nicht bestimmt werden kann. Dementsprechend ist die
Lokalisation des Oropharynx in der Literatur nicht immer einheitlich definiert oder eindeutig
beschrieben, was die Vergleichbarkeit zwischen Studien erschwert.

Der in den ersten Studien berichtete Inzidenzanstieg HPV-assoziierter OPSCC wurde zu-
nachst vielfach angezweifelt mit dem Argument, dass bei retrospektiven Untersuchungen der
Anteil falsch-negativer Tests aufgrund der Alterung des archivierten Probenmaterials zunimmt
und der Anteil HPV-assoziierter OPSCC in friiheren Jahren somit unterreprasentiert sei. Der
zuverlassige immunhistochemische Nachweis von p16™ 4 und dessen hohe Korrelationsrate
mit dem empfindlichen PCR-basierten HPV-DNA Nachweis spricht jedoch gegen diese
Annahme. AulRerdem gehort inzwischen die Untersuchung der HPV-Assoziation vielerorts zur
Routinediagnostik bei OPSCC und die so prospektiv gewonnenen Ergebnisse belegen
zweifelsfrei den Inzidenzanstieg. Die Grunde dafur sind jedoch bei weitem nicht vollstéandig
verstanden. Da HPV-Infektionen zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Erkrankungen
gehoren, kdnnten Veranderungen der Sexualpraktiken in Verbindung mit dem Inzidenzanstieg
stehen. Beim Zervixkarzinom werden 10 bis Uber 30 Jahre fir die Zeitspanne geschatzt, die
zwischen der Entstehung einer hochgradigen Dysplasie und einem draus hervorgehenden
invasiven, HPV-assoziierten Tumor vergeht. Entsprechende Zahlen fir persistierende HPV-
Infektionen im Kopf-Hals-Bereich fehlen. Jedoch deutet das mittlere Alter der Patienten von
etwa 60 Jahren auf eine vergleichbare Zeitspanne hin. Dieser lange Zeitraum zwischen der
Infektion und einer Krebserkrankung erklart die Schwierigkeiten entsprechender reprasen-
tativer Studien, mit denen die Grunde des Inzidenzanstieges aufgeklart werden kénnten, oder
welchen Einfluss die HPV-Vakzinierung haben kénnte. Zweifelsfrei schiitzen die beiden derzeit
in Deutschland zugelassenen HPV-Impfstoffe zu fast 100% vor einer Infektion mit den
erfassten HPV-Typen und letztendlich auch vor den entsprechenden HPV-assoziierten Tumor-
erkrankungen. Allerdings wird die Impfung erst seit Juni 2018 auch fir Jungen in Deutschland
empfohlen. Seit der Erstzulassung eines Impfstoffs 2006 haben mehrere Lander HPV-Impfpro-
gramme fiir Madchen und Frauen eingefiihrt. Beispielsweise gibt es in Australien seit 2007 ein
Programm in Schulen fir Madchen (im Alter von 12-13 Jahren), das 2013 auch auf Jungen im
gleichen Alter ausgeweitet wurde. Eine Metaanalyse von 60 Millionen Personen mit bis zu 8
Jahren Nachbeobachtung zeigt bereits Uberzeugende Belege flir erhebliche positive
Auswirkung von HPV-Impfprogrammen auf Infektionsraten und die Entwicklung von CIN2+
(cervikale intraepitheliale Neoplasien, Schweregrad 2+) Krebsvorstufe am Gebarmutterhals,
sowie auf die Diagnose von Anogenitalwarzen. Allerdings zeigt die Studie auch eine groRere
direkte Wirkung und Herdeneffekte bei Programmen mit Multikohorten-Impfung und hoher
Durchimpfungsratels4. Demgegeniber lag 2015 die Quote der vollstandigen Impfungen gegen
HPV bei 15-jahrigen in Deutschland mit 31.3% ,auf niedrigem Niveau“®® und es bleibt fraglich
ob dies in absehbarer Zeit zu sinkenden Inzidenzen HPV-assoziierter OPSCC in Deutschland
fuhren wird.

2.2. Risikofaktoren und prognostische Modelle

Die Grinde fur die Entstehung einer individuellen Krebserkrankung sind aufgrund der
Uberlagerung von Einfliissen und der Dauer des Prozesses fiir gewohnlich nicht eindeutig
bestimmbar. Aufgrund wissenschaftlicher Arbeiten konnten inzwischen diverse Faktoren
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identifiziert werden, die das Risiko einer Krebserkrankung erhdéhen. Je nach Entitat kénnen
einzelne Risikofaktoren oder unterschiedliche Kombinationen mehr oder weniger bedeutsam
sein. Auch kénnen fir bestimmte Krebserkrankungen protektive Faktoren beschrieben
werden, die das Krebsrisiko im Vergleich zur Bezugspopulation herabsetzen (z.B. der Konsum
von Obst, Gemise, Ballaststoffen, Kaffee und teils auch Milch und Milchproduktent®). Risiko-
faktoren fallen in der Regel unter eine der folgenden Gruppen: Umwelteinfliisse, Verhaltens-
muster (behaviorale dispositionen) oder demographische / genetische Dispositionen. Durch
den kumulativen Effekt aller Risiken spielt das ansteigende Lebensalter eine der bedeutends-
ten Rollen fur die Entstehung einer Krebserkrankung. Jedoch trifft dies nicht auf Krebserkrank-
ungen zu, die mit jungem Lebensalter assoziiert sind wie das Neuroblastom, Retinoblastom,
Rhabdomyosarkom oder Wilms-Tumor.

Fur KHK sind die wichtigsten Risikofaktoren hohes Alter, ménnliches Geschlecht, sowie
Nikotin- und Alkoholkonsum. Bei einigen Sublokalisationen spielen bestimmten Faktoren eine
besondere Rolle wie Beispielsweise die Exposition mit UV-Strahlung bei Karzinomen der Lippe
oder das Kauen von Betel beim Mundhohlen-, Pharynx- und Osophaguskarzinom. Ein Risiko-
faktor kann jedoch in der Regel nicht konkret als Ursache oder kausal mit der Krebsentstehung
in Zusammenhang gebracht werden. Ebenfalls besteht meist keine klassische Dosis-Wirkung
Beziehung. Vielmehr erhoht das Vorhandensein eines Risikofaktors lediglich das individuelle
Risiko fir eine Krebserkrankung. Ein typisches Beispiel hierfur ist das Rauchen von Tabak. Es
besteht ein klarer Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit einer Krebserkrankung
und der Dauer und Menge des Rauchens. Der Begriff des ,pack years® steht hierbei fir das
Rauchen einer Packung (a 20) Zigaretten an jedem Tag eines Jahres und beschreibt diesen
Risikofaktor quantitativ. Prinzipiell kann jedoch kein sicheres Maf3 fur den Tabakkonsum
bestimmt werden und der negative Einfluss entfallt auch nicht instantan mit dem Beenden des
Rauchens. Lediglich das individuelle Risiko nimmt als Funktion der Zeit exponentiell ab. In
einer neueren Metaanalyse wurde gezeigt, dass sich das Restrisiko fir Lungenkrebs bei
ehemaligen Rauchern erst nach 40 Jahre Abstinenz auf den Ausgangswert normalisiert!>7.
Entgegen dem wissenschaftlichen Konsens werden die Folgen des Rauchens in der
Bevolkerung jedoch immer noch haufig ignoriert oder verharmlost, etwa durch das Anfiihren
einzelner Beispiele starker Raucher mit hohem Lebensalter (wie z.B. der ,Altbundeskanzler”
Helmut Schmidt).

Wie beim Rauchen sind die Auswirkungen vieler Risikofaktoren mannigfaltig und kénnen
sowohl kurzfristig als auch langanhaltend sein. In der Regel akkumulieren die Wirkungen
einzelner Faktoren additiv Uber die Zeit. Jedoch kénnen auch synergistische Effekte bestehen,
indem sich einzelne Faktoren in ihrer Summe verstarken, wie dies beim Rauchen in
Kombination mit Alkoholkonsum der Fall ist. Eine gdngige Annahme hierbei ist, dass Alkohol
als organisches Ldsungsmittel den Eintrag von schwer wasserloslichen kanzerogenen Sub-
stanzen aus dem Tabakrauch verstark8. Neueren Daten zufolge gewinnt jedoch Acetaldehyd
zunehmend an Bedeutung. Acetaldehyd ist ein Abbauprodukt von Ethanol und wird haupt-
sachlich in der Leber gebildet, wo es zu Acetat umgewandelt wird. Acetaldehyd induziert
verschiedene Formen von DNA-Schéaden, die zur Krebsentwicklung fiihren. Beim Genuss von
Alkohol entsteht auch im oberen Verdauungstrakt in nicht unerheblichem Mafie Acetaldehyd
(im Wesentlichen durch mikrobielle Abbauprozesse) und ist im Speichel bereits kurz nach der
Alkoholaufnahme nachweisbar. Weiterhin ist Acetaldehyd in Tabakrauch vorhanden, aus dem
es sich ebenfalls im Speichel 16st. Rauchen und Alkoholkonsum zusammen filhren zu einem
bis zu siebenfachen Anstieg des Acetaldehyds im Speichel im Vergleich zum Alkoholkonsum
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allein9, Dies konnte die synergistische Wirkung beider Faktoren erklaren, die tber den lokalen
Einfluss der einzelnen Karzinogene hinausgeht.

In vielen westlichen Landern wie den USAM ist der Tabakkonsum kontinuierlich ricklaufig.
Auch in Deutschland ist nach Daten der Steuereinnahmen die Gesamtmenge verkaufter (und
besteuerter) Zigaretten seit einem Hdchststand 2002 bis heute um etwa 55% zurlickgegan-
gen®! (siehe Anhang 1). Demgegeniber stehen insgesamt weitgehen konstante Fallzahlen
von KHK und sogar ansteigende Inzidenzen beim Oropharynxkarzinom, sowohl in Deutsch-
land®, als auch in den USAMd, Inzwischen belegen diverse Studien, dass dies auf eine
Zunahme von HPV-assoziierten Fallen zuriickzufiihren ist#45052, |m Gegensatz zu anderen
Risikofaktoren kann bei diesen Fallen mit einer grof3en Sicherheit von einem kausalen Zusam-
menhang einer friheren HPV-Infektion und der Entstehung eines HPV-getriebenen OPSCC
ausgegangen werden. Ein wichtiges Argument hierflr ist, dass sich die Risikoprofile der
Patienten deutlich unterschiedlich: Insbesondere ist bei Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC Tabak und Alkoholkonsum signifikant geringer ausgeprégt als bei Patienten mit
HPV-negativen Tumoren und in der Regel haben diese Patienten auch weniger
Komorbiditateni14.1518-2260-62] | etzteres wird in entsprechenden Publikationen haufig damit
erklart, dass Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC auch ein niedrigeres Lebensalter zum
Zeitpunkt der Diagnose haben als Patienten mit HPV-negative OPSCC. Unsere Eigenen
Daten bestatigen dies jedoch nicht und auch in der Literatur finden sich zunehmend Hinweise,
dass das Patientenalter im Bezug zum HPV-Status auch von geographischen Faktoren
abhangig sein kbnnte. So zeigte sich in einer 2019 verdoffentlichten epidemiologischen Studie,
dass die unimodale Altersverteilung der Patienten mit HPV-positivem OPSCC in den USA
ihren Hohepunkt im Alter von 60-64 Jahren hat!®3. Dies ist vergleichbar mit dem Durchschnitts-
alter von 62,4 Jahren dieser Patienten in unserer Studiel*®! und nicht jinger als das der Patien-
ten mit HPV-negativem OPSCC. Weiterhin verlauft die Karzinogenese bei HPV-assoziierten
OPSCC mit einer friher einsetzenden und/oder starker ausgepréagten lymphogenen
Metastasierung. Der initiale Grund fur die Suche nach einem KHK ist hier haufig eine
Schwellung von zervikalen Lymphknoten und seltener als bei HPV-negativen Tumoren ein
konkreter Verdacht im Mund-/Rachenraum. Dennoch ist das Therapieansprechen und die
Prognose der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC wesentlich besser. Unter anderem
weisen genetische Untersuchungen darauf hin, dass zellulare Signalwege (insbesondere der
p53- und Rb-Signalweg), die fur die Wirksamkeit der Radio- und Chemotherapie wichtig sind,
bei HPV-assoziierten OPSCC im Gegensatz zu Mutations-bedingten Karzinomen nicht
irreversibel inaktiviert sind. Dies deutet auf zwei unterschiedliche Mechanismen der Karzinoge-
nese hin und in vitro Experimente legen nahe, dass die onkogene Aktivitat der viralen Proteine
E6 und E7 fUr diese Tumore essenziell istl64-68],

Entscheidend fur einen kausalen Zusammenhang einer friiheren HPV-Infektion und der
Entstehung eines HPV-getriebenen OPSCC ist jedoch der natirliche Replikationszyklus von
HPV, der kein lytisches Stadium aufweist. Da reproduktive HPV-Infektionen den Stratifizier-
ungsprozess der oberen Schichten von Haut- oder Schleimhauten benétigen, werden keine
viralen Partikel in untere Schichten oder in das Blut abgegeben. Das bedeutet, dass die
Aufnahme von HPV-DNA in eine Krebszelle nicht "nachtraglich”, unterhalb der Basallamina
infolge einer Infektion an einer anderen Korperstelle erfolgen kann. Vielmehr ist die Aufnahme
viraler DNA in eine gesunde Basalzelle einer der ersten Schritte in der Karzinogenese dieser
Epithelzelle.
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Trotz unterschiedlicher Entstehungsprozesse ist bei allen Krebsarten die Summe aller Risiko-
faktoren ausschlaggebend fiir die Wahrscheinlichkeit, ob ein Ereignis oder eine Entwicklung
in der Karzinogenese eintritt oder nicht. Aufgrund der Komplexitat der Onkologie kann ein
individuelles Risiko letztlich nur mit Hilfe von epidemiologischen Daten abgeschéatzt werden.
Die systematische Erhebung und Speicherung relevanter Daten im Rahmen von Krebsregis-
tern ist jedoch nicht in allen Landern gleichgut organisiert. Das 1942 gegriindete d&nische
Krebsregister gilt als erstes nationales Register und ist bis heute kontinuierlich aktiv. Dagegen
trat in Deutschland erst 2013 das Bundeskrebsregisterdatengesetz (BKRG) in Kraft, nach dem
durch die Bundeslander klinische Krebsregister flachendeckend einzurichten sind. Zuvor
wurden Daten lediglich in einzelnen Bundeslandern systematisch erfasst. Wenn auch inzwi-
schen die Vollzahligkeit der Erkrankungsmeldungen in den Landeskrebsregistern als sehr
hoch angesehen werden kann, so fehlt bisher in Deutschland oftmals die Datengrundlage um
longitudinale Entwicklungen untersuchen zu kénnen. Gleichsam kénnen neue Erkenntnisse
wie bislang unbekannte Risikofaktoren oder neue Biomarker nur nach und nach in die Register
aufgenommen werden, so dass der potenzielle Nutzen von Registerdaten fur eine individuelle
Risikoabschatzung bisher nicht umfassend ausgeschopft werden kann. Der gréf3ere Nutzen
der Daten liegt derzeit in der Erstellung von prognostischen Modellen, in denen die Patienten
anhand von Faktoren wie dem Alter, Geschlecht, personliche und familidre Krankheits-
geschichte, Lebensstil und andere in Risikogruppen eingeteilt werden. Risikogruppen kénnen
rein informativ verwendet werden, z.B. um die Heilungschancen des Patienten oder die
Wahrscheinlichkeit des Wiederauftretens der Krankheit zu beschreiben. Allerdings kann auch
eine Risikogruppe von Patienten mit den potenziellen Behandlungsmaoglichkeiten in
Verbindung gebracht werden.

Nomogramme gehdéren zu den frilhesten Methoden, um komplexe Zusammenhange zwischen
mehreren Faktoren zu erfassen und z.B. die Prognose multifaktoriell abzuschatzen.
Informationen zu den Grundlagen der Methode sind in Anhang 3 n&her beschrieben. Im
Rahmen der Doktorarbeit von Herrn Christian Kraus haben wir das Nomogramm als Software-
Anwendung zur Vorhersage des 5- und 10-Jahres-Gesamtiiberlebens bei Parotiskarzinomen
verwendet. Neben den Variablen fir das TNM-Stadium und dem Alter wurde hierbei die
histologische Klassifizierung der Tumore eingeschlossen. Es zeigte sich interessanterweise
anhand der Skalen dieses Parameters, dass die Histologie des Adenoid-zystisches Karzinoms
den geringsten und die des Plattenepithelkarzinoms den héchsten Beitrag zum Risiko von
Patienten ausmacht. Die Histologien Azinuszell-, Adeno und Mukoepidermoidkarzinom leisten
dagegen lediglich einen miteinander vergleichbaren mittleren Beitrag zum Gesamtmodel. Die
Punktzahl, die in diesem Nomogramm Uber die Histologie erreicht werden kann, entspricht
hierbei der Punktzahl, die fur das T-Stadium erreicht werden kann. Somit kdnnen neben dem
individuellen Risiko mit einem Nomogramm indirekt auch Aussagen Uber die Bedeutung
einzelner Faktoren im Vergleich zu Anderen gemacht werden.

Zum konkreten Vergleich der Bedeutung verschiedener Faktoren haben sich jedoch eigene
statistische Methoden etabliert. Unter diesen ist die 1972 vorgestellte multivariate Cox
Regression®l (Cox proportional hazards model) am gebrauchlichsten zur Modellierung von
zeitbasierten Informationen, wie der Uberlebenszeit oder dem Eintreten eines Krankheits-
bezogenen Ereignissen. Unter der Annahme, dass die Faktoren bzw. Kovariaten im Modell
multiplikativ mit dem Risiko verbunden sind, kann der Einfluss der unabhangigen Variablen als
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Ereignissen in Bezug auf alle Falle geschatzt werden.
Dieser Einfluss wird als Hazardrate (englisch hazard ratio, kurz: HR) angegeben und
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beschreibt das Risiko des Eintretens des untersuchten Ereignisses im Vergleich zu einem als
gleich angenommenen Basiswert. Hieraus lasst sich die Wahrscheinlichkeit ermitteln, mit der
das Ereignis (z.B. Tod des Patienten oder Wiederauftreten der Erkrankung) zu einem
bestimmten Zeitpunkt eintritt. In unseren Arbeiten konnten wir mit Hilfe der multivariaten Cox
Regression zeigen, dass unter allen Faktoren, die univariat einen bedeutsamen Einfluss
zeigten, lediglich der HPV-Status, das T-Stadium, Komorbiditdten, sowie das Alter bei
Diagnose als unabhangige Einflussfaktoren auf das Uberleben von Patienten mit OPSCC
angesehen werden kénnen. Mit einer 3,2-fachen Verringerung des Sterberisikos im Vergleich
zu HPV-negativem OPSCC wurde ein positiver HPV-Status als der starkste Einflussfaktor auf
das Uberleben der Patienten bestatigt’®. Im Gegensatz zur Erwartung und den Ergebnissen
anderer Studieni® seigte sich hierbei fur die Faktoren Tabak- und Alkoholkonsum, dass diese
nicht als unabhangige Einflussfaktoren auf das Uberleben von Patienten angesehen werden
konnen - héchstwahrscheinlich weil beide Faktoren invers mit dem HPV-Status verbunden
sind. In einer weiteren Studie konnten wir ebenso bestétigen, dass Tabak- und Alkoholkonsum
fur die Uberlebensvorhersage bei den von uns untersuchten Patienten weniger bedeutsam
waren4, Allerdings ist die Haufigkeit der Raucher in unserer Studienpopulation und besonders
bei HPV-negativen OPSCC, wie auch allgemein in Deutschland, héher als in anderen
Studient8l, Dies konnte einen Uberlagerungseffekt der Faktoren in der Cox Regression hervor-
gerufen haben und die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren. Jedoch haben auch andere
Studien gezeigt, dass HPV-Positivitat bei OPSCC unabhangig vom Rauchen ein wichtiger
prognostischer Faktor istl’, In einer HPV-stratifizierten Untersuchung konnten wir in der
Kohorte mit HPV-assoziierten OPSCC lediglich jingeres Alter als unabhangigen Einflussfaktor
in der multivariate Cox Regression identifizieren. Dagegen waren in der Kohorte der
HPV-negativen Falle weiterhin Alter, Komorbiditét, N-Stadium und Therapieform als unabhan-
gige Einflussfaktoren bestimmbarit?l, Interessanterweise spielt das Alter der Patienten bei
Diagnosestellung in unseren Untersuchungen zur Prognose bei OPSCCI413] (und auch bei
CupHNsccuel) eine geringere Rolle als angenommen. Dies ist (iberraschend, da in der Regel
mit zunehmendem Alter die Anzahl und der Schweregrad der Begleiterkrankungen zunehmen
und der allgemeine Leistungsstatus abnimmt. Dies sollte sich sowohl auf die Wahl der
Behandlung als auch auf den Therapieerfolg auswirkenll, Es scheint, dass der allgemeine
Leistungsstatus wichtiger ist als das physische Alter des Patienten. Daher wurde bereits
vorgeschlagen, dass nicht nur das chronologische, sondern auch das biologische Alter und
der allgemeine Leistungsstatus (und wahrscheinlich weitere Faktoren) bei der Wahl der
optimalen Therapie in der onkologischen Versorgung beriicksichtigt werden sollten 7274,

Insgesamt unterstreichen die Ergebnisse, dass unterschiedliche Kombinationen von Risiko-
faktoren bei HPV-bedingten und HPV-negativen OPSCC eine Rolle spielen und dass letztlich
beide als eigenstandige Krankheitsformen angesehen werden miissen. Im gewissem Rahmen
gilt dies ebenfalls fiir CUP"NSCC was sich daran zeigt, dass auch hier p16™<“2 als Marker in die
8. Auflage des AJCC Cancer Staging Manual? aufgenommen wurde und da man davon
ausgeht, dass unauffindbare HNSCC fiir CUPHNSCC yrsachlich sind.

Die digitalen Entwicklungen der letzten Jahrzehnte haben die Erstellung von Statistiken und
Risikomodellen erheblich erleichtert, so dass es heute viele unterschiedliche Methoden gibt,
mit denen das Risiko verschiedener Personengruppen beschrieben werden kann. Mit Hilfe der
rekursiven Partitionierung (recursive partitioning analysis, RPA) konnten wir die bisherigen
Ergebnisse bestdtigen und zeigen, dass der HPV-Status den grof3ten Einfluss hat, um
Patienten mit OPSCC in Bezug auf ihr Uberleben zu Kklassifizieren. In absteigender
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Reihenfolge folgt auf diesen Faktor das T-Stadium, auf gleicher Ebene mit der Komorbiditat
und nachgeordnet das N-Stadium, sowie das Alter der Patienten. Wahrend mit Hilfe der
multivariaten Cox Regression der Einfluss eines Faktors auf das zeitabhéangige Eintreten eines
Ereignisses (time-to-event analysis) in Relation zu weiteren beteiligten Faktoren untersucht
werden kann, findet die RPA meist Anwendung in der Klassifizierung von Kohorten. Nahere
Informationen zu den Grundlagen der RPA, sowie der nachfolgend beschriebenen Haupt-
komponentenanalyse sind in Anhang 3 beschrieben.

Die Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) ist eine weitere
multivariate Methode, um die wichtigsten Aspekte von mehrdimensionalen Datensétzen zu
erfassen. Mit Hilfe der PCA konnten wir an unserer OPSCC Kohorte aus 2010 bis 2017
bestatigen, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Korrelation des Nachweis von HPV15-DNA
und der Expression von p16™K42 pbesteht, und dass diese negativ mit dem Rauchen und dem
Konsum von Alkohol korreliert sindi*%l. Die genannten Faktoren fanden sich annéhernd perfekt
entlang der ersten Hauptkomponente der PCA angeordnet. Dies kann insofern interpretiert
werden, dass Faktoren, die allgemein den HPV-Status von OPSCC beschreiben, fir den
grof3ten Teil der Varianz im Datensatz verantwortlich sind und entsprechend diese ersten
Hauptkomponente ausmachen. Senkrecht hierzu fanden sich die Variablen des T- und N-
Stadiums und des allgemeinen Leistungszustands (ECOG) entlang der zweiten Hauptkompo-
nente orientiert*sl, Dies bedeutet einerseits, dass diese Faktoren weniger Bedeutend fir die
Varianz der Daten sind als der HPV-Status, und andererseits, dass eine Korrelation mit dem
HPV-Status unwahrscheinlich ist. Insgesamt passt diese hier beobachtete Anordnung der
Faktoren sehr gut zu den bisher veroffentlichten Risikomodellen fir OPSCCl41821] in der
Hinsicht, dass der HPV-Status bei OPSCC der wichtigste Einflussfaktor ist, gefolgt von ECOG
und dem T- und N-Stadium. In den Risikomodellen stehen Rauchen und Alkoholkonsum oft
nicht an den wichtigsten Positionen der Modelle, méglicherweise, weil ihre Assoziation mit
dem HPV-Status ihren eigenen Einfluss Uberdeckt, was auch durch die Ergebnisse unserer
PCA bestatigt wird.

Grundsatzlich kann man sagen, dass es nicht ,die eine“ statistische Methode oder Heran-
gehensweise fiir eine bestimmte biologische/medizinische Fragestellung gibt. Vielmehr eignen
sich bestimmte Methoden mehr oder weniger gut, um komplexe Zusammenhange zu
umschreiben. Dennoch bestatigen alle bisher veroffentlichten Arbeiten, darunter auch unsere
eigenen Daten, dass es sich beim OPSCC um (mindestens) zwei Entitaten handelt, die
Anhand des HPV-Status der Tumore unterschieden werden konnen. Die Patienten zeichnen
sich durch andersgeartete Risikoprofile aus und die Prognose der Erkrankungen unterscheidet
sich signifikant. Auch wenn hier noch weiterer Forschungsbedarf besteht, ist davon auszu-
gehen, dass neben der aktuellen Tumorklassifikation nach TNM/UICC weitere molekulare
bzw. tumorspezifische Merkmale und individuelle Risikofaktoren in die Klassifikation der
Patienten einflieBen mussen. Dies erfordert die Weiterentwicklung von diagnostischen
Methoden, mit denen sich Untergruppen sowohl im Rahmen klinischer Studien als auch fir
kiinftige angepasste Therapieansatze moglichst eindeutig definieren lassen.

2.3. Diagnostische Marker bei Plattenepithelkarzinom des Oropharynx

Die Keratinisierung ist das wichtigste der klassisch histologisch/morphologischen Merkmale
zur Differenzierung von Plattenepithelkarzinomen. Es bezeichnet den Prozess der Umwand-
lung bzw. Reifung lebender Epithelzellen, ausgehend von tiefliegenden Stammzellen des
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Stratum basale (Basalzellschicht) hin zu toten Korneozyten, welche die obere Hornschicht der
Haut aber auch Haare und N&gel ausmachen. Hierbei wird das Cytoplasma umgebildet, die
Zellkerne aufgelost und in zunehmenden Mal3e die namensgebenden, faserartige Keratin-
proteine gebildet. Der Differenzierungsprozess in Plattenepithelien ist durch die Expression
einer Reihe von Keratinproteinen gekennzeichnet. Diese werden auch als Cytokeratine (CK)
bezeichnet und gehodren zu den Intermediarfilamentproteinen (IF), der grof3ten Familie der
Zytoskelettproteine. Die Expression einzelner IF hdngt vom biologischen Kontext ab und ist
spezifisch flr bestimmte Zelltypen, die Art des Gewebes und dessen Entwicklungs- und
Differenzierungsstadien (zusammengefasst in [’3). Ein Gewebe-typisches Expressionsmuster
von CK wird in gewissem Rahmen wéahrend der malignen Transformation von den resultieren-
den Tumorzellen beibehalten und kann somit als Marker fir Plattenepithelkarzinome
verwendet werden. Jedoch sind Verdnderungen im Expressionsmuster dieser Strukturproteine
auch kennzeichnend flr die Tumorprogression. So steht die Expression der hochmolekularen
CK-8 und CK-18 mit dem Grad der Dysplasie von Tumorvorlauferlasionen und einer unginsti-
gen Prognose fur Patienten mit HNSCC in Verbindung”¢77. Wéhrend in Epithelien Zell-Zell-
Kontakte und die Integritat des Zytoskellets in Bezug auf Polaritat und die Gewebearchitektur
hauptséachlich durch die CK bestimmt wird, fehlen entsprechende Anforderungen weitgehend
in mesenchymalen Zellen. Hier erfolgt die Stabilisierung des Zytoplasmas und eine mechani-
sche Verbindung mit der extrazellularen Matrix Uber ein zytoplasmatisches Netzwerk aus
Vimentin, das von der Zellmembran bis zur Kernmembran reicht. Vimentin wird von Epithel-
zellen normalerweise nicht gebildet. Wahrend des Prozess der Metastasierung erfolgt jedoch
ein Zugewinn mesenchymaler Eigenschaften in urspringlich epithelialen Tumorzellen, was
durch die Expression von Vimentin gekennzeichnet ist. Parallel gehen epitheliale Marker
verloren, weshalb dieser Prozess als epitheliale-mesenchymale Transition (epithelial-to-
mesenchymal transition, EMT) bezeichnet wird. Physiologisch ist das EMT Programm in der
embryonalen Entwicklung und wéhrend der Wundheilung wichtig, jedoch fordert seine
Aktivierung in Krebszellen die Invasivitat, sowie die Ausbildung bestimmter Eigenschaften von
Krebsstammzellen (cancer stem cells, CSCs; zusammengefasst in [78]),

Der histopathologische Differenzierungsgrad charakterisiert das Ausmal3, in dem die neoplas-
tisch transformierten Zellen Merkmale der natirlichen Differenzierung des Gewebes
aufweisen. Entsprechend der WHO-KIassifikation fur KHK wird dieser Grad in ansteigenden
Kategorien von G1 bis G4 angegeben. G1 entspricht hierbei dem niedrigsten Malignitatsgrad,
bei dem Tumorzellen eine gute Differenzierung aufweisen, also hier den Plattenepithelzellen
noch weitgehend ahneln. Der héchste Malignitatsgrad weist die geringste Differenzierung auf
und entspricht somit morphologisch den Stammzellen der Basalzellschicht. Invers zur
abnehmenden Differenzierung verlauft also ein zunehmender Malignitatsgrad, was mit einer
Verschlechterung der Prognose assoziiert ist. Interessanterweise trifft dies jedoch nicht auf
eine Gruppe von OPSCC zu, die durch eine ,atypische, nicht-keratinisierende (basaloide)
Differenzierung“ gekennzeichnet istl’*-81. Inzwischen ist bekannt, dass ein Grof3teil dieser
Karzinome kausal mit HPV assoziiert ist und die zugrundeliegenden Mechanismen der
Karzinogenese, i.d.R. in Kombination mit einem gunstigeren Risikoprofil, fir die bemer-
kenswert bessere Prognose dieser Patienten verantwortlich ist. In der Praxis zeigen sich
jedoch haufig flieRende Ubergange und/oder Kombinationen der vier histologischen Grade
innerhalb eines Praparates, sodass allein anhand der Differenzierung, und besonders bei
Lokalisationen im Grenzbereich oder aufRerhalb des Oropharynx, keine individuelle Zuordnung
in Bezug zum HPV-Status gemacht werden kann. Insgesamt korreliert jedoch im Oropharynx
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der HPV-Status weitgehend mit einer schlechten histologischen Differenzierung und mit einer
guten Prognose der Patienten. Dies steht im Gegensatz zu anderen KHK und erklart die
vergleichsweise schlechte prognostische Aussagekraft der histopathologischen Differenzier-
ungsgrade bei HNSCCl82-84],

Tumorsuppressorprotein wie Cyclin-abhangige Kinase-Inhibitoren, p53, sowie Onkoproteine
der Cyclin-Familie, der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR und die Ras-Proteine
spielen ebenfalls eine Rolle bei KHK. Viele dieser Proteine sind allerdings von grundlegender
Bedeutung fiir die Onkogenese, so dass aberrante Expressionsmuster ebenfalls bei andern
Tumorentitaten auftreten. Als spezifische diagnostische Marker fur KHK kdnnen diese Marker
daher nur eingeschrankt Anwendung finden. Jedoch ist ihre Beteiligung in der Karzinogenese
fur potentielle therapeutische Interventionen relevant. Beispielsweise ist EGFR bei 80-90% der
HNSCC Uberexprimiert und mit schlechtem Gesamtiberleben und progressionsfreiem
Uberleben assoziiert8588l, Inzwischen sind monoklonale Antikorper die an EGFR binden, wie
,Cetuximab®, eine von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassene Strategie
zur Hemmung von EGFR-abhangigen Signalwegen bei HNSCC.

Wie bei anderen Krebserkrankungen ist auch bei KHK das Konzept der Tumorstammzellen
(CSC) von Bedeutung. Hierbei wird von normalen adulten Stamm- oder Vorlauferzellen ausge-
gangen, die nach einer onkogenen Transformation zu CSC werden. Durch Zellteilungen gehen
aus diesen CSCs weitere Krebszellen hervor, die jedoch nicht tGber die vollstdndigen Eigen-
schaften wie die Selbsterneuerung und Pluripotenz der CSCs verfligen. Eine Reihe von
Biomarkern sind fiir CSCs beschrieben, wobei CD448783 (ein Oberflachenrezeptor flr
Hyaluronsaure und Matrix-Metalloproteasen), CD133[#9 (ein transmembranes Glykoprotein mit
potenzieller Rolle in Zelldifferenzierung, -proliferation und Apoptose) und ALDH1820.91 (ein
intrazellulares Enzym beteiligt im Retinolstoffwechsel) die fir KHK am umfassendsten validier-
ten CSC-Marker sind. In zwei unserer eigenen Arbeiten konnten wir einen negativen
prognostischen Einfluss ALDH1-positiver CSCs bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem,
metastasiertem HNSCCP®9 und einer Anreicherung dieser Zellen in Lymphknotenmetastasen
bei OPSCC unabhangig von HPV®l nachweisen. Allgemein sind CSC vergleichsweise selten,
es bestehen allerdings groRe Unterschiede zwischen verschiedenen Tumortypen. Hierbei
variiert der Gehalt an CSC zwischen 0,02% und 25%, wobei typischerweise hohere
Haufigkeiten in Leukamien und Lymphomen (sowie in Mausmodellen) als bei soliden Tumoren
berichtet werden (zusammengefasst in 9293]), Aufgrund dieser heterogenen und teilweise auch
sehr geringen Haufigkeit sind CSC-Marker bislang von untergeordneter diagnostischer Be-
deutung im Sinne klassischer immunhistologischer Untersuchungen. Im Gegensatz dazu,
insbesondre durch die Fortschritte der Sequenzierungstechniken, werden somatische
Mutationen bei CSC interessant fiir eine prognostische Beurteilung. Hieraus kénnten sich
ebenso potenzielle Zielstrukturen fir spezifische Therapieanséatze ergeben, sowie fir neue
Konzepte in der Nachsorge von Tumorpatienten (siehe auch Seite 23, liquid biopsy).

Seit den Pionierarbeiten von Harald zur Hausen (1974) gilt HPV als kausal fiir die Onkogenese
und inzwischen als etablierter Risikofaktor bei mehreren Tumorentitaten. Infolgedessen wurde
HPV von der IARC 2007 offiziell als onkogen fur diese Entitdten eingestufti®4. Wie bereits
beschrieben, unterscheidet sich die kausal mit HPV-assoziierte und die Noxen-assoziierte
Karzinogenese grundlegend: die Interaktionen der viralen Proteine E6 und E7, sowohl mit p53
als auch mit Rb, lésen die wesentlichen onkogenen Prozesse aus, wogegen dies bei
Noxen-assoziierten Karzinomen durch eine Reihe somatischer Mutationen bedingt ist. Hieraus
ergeben sich markante Unterschiede in den Mutationsprofilen, was im nachfolgenden
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Abschnitt genauer behandelt wird. In diesem Zusammenhang steht auch das als ,Wachter des
Genoms® bezeichnete p53. Es gilt als wichtigstes humanes Tumorsuppressorprotein und
somatische Mutationen im kodierenden TP53 sind die am h&ufigsten beschriebenen geneti-
schen Veranderungen in unterschiedlichen Tumortypen!®s9l, darunter auch HNSCC. Aufgrund
zweier Promotoren von TP53, alternativem mRNA-spleil3en und internen Ribosomen-Eintritts-
stellen (IRES) existieren multiple Isoformen von p53 mit unterschiedlichen Funktionen, deren
Aktivitaten durch posttranslationale Verénderungen wie Phosphorylierung, Acetylierung,
Ubiquitinierung, Methylierung, Neddylierung, Glykosylierung und Sumoylierung reguliert
werdenl¥’l, Diese enorme Variabilitdt ermdglicht die zentrale Beteiligung von p53 an diversen
Signalwegen - die wichtigsten hiervon sind Zellzyklus-Arrest, Seneszenz, DNA-Reparatur und
Apoptose. Aber auch Signalwege in Verbindung mit oxidativem Stress, Autophagie und dem
Metabolismus werden unter Beteiligung von p53 reguliert. Naheliegende ist daher auch eine
zentrale Bedeutung von p53 an der Onkogenese. In der Tat liegen in mehr als 50% aller
Tumore somatische Mutationen in TP53 vor und die Gbrigen weisen i.d.R. Inaktivierungen von
p53-nachgeordneten Sighalwegen aufl®®l, Mutationen kdnnen die Funktion von p53 in unter-
schiedlicher Weise beeinflussen. Neben loss-of-function (LOF) Mutation treten sowohl
dominant-negative (DN) als auch gain-of-function (GOF) Mutationen auf, wogegen
p53-verkirzende Mutationen (truncations) selten sind. Immunhistologisch lasst sich in vielen
Tumoren eine Uberexpression von p53 nachweisen, was 1979 zunachst zu einer Einstufung
als Onkogen bei der ersten Beschreibung von TP53 fiihrte®10, Die beobachtete Uberexpres-
sion beruht jedoch auf der Akkumulation von Mutations-bedingt inaktiviertem p53 und ist
zurickzufuhren auf zellulare Kompensationsmechanismen, die eine gesteigerte Expression
von TP53 bewirken. Weitere Mutationen kommen z.B. in Proteinen wie MDM2 vor, was sich
stabilisierend auf mutiertes p53 auswirktl101102 Daher kann in vielen Tumorzellen eine stark
erhdhte Menge an p53 nachgewiesen werden, was bei gesunden Zellen nicht der Fall ist, und
somit zur Differenzierung entarteter Zellen bzw. Zellverbanden genutzt werden kann.

Ahnlich zum histopathologischen Differenzierungsgrad fallen HPV-getriebene Karzinome auch
in Bezug auf p53 im Vergleich zu Noxen-assoziierten Karzinomen auf, da hier p53
vergleichsweise selten oder gar nicht Uberexprimiert wird. Inzwischen haben genetische
Untersuchen bestatigt, dass TP53 entsprechend selten mutiert vorliegt (siehe Abschnitt 2.4.).
Grund hierfur ist eine Interaktion des viralen Onkoprotein E6 mit der zellularen Ubiquitin-
Protein Ligase E3A, wodurch letztendlich p53 ubiquitiniert und fir den Abbau im 26S-
Proteasom markiert wird. E3A wird daher auch als ,Human papillomavirus E6-associated
protein® oder ,oncogenic protein-associated protein E6-AP“ bezeichnet. Mit der Degradation
von p53 entféllt dessen Tumor-suppressive Wirkung, insbesondere aufgrund der fehlenden
Aktivierung des durch DNA-Schaden ausgelosten Zellzyklus-Arrest, der Seneszenz, sowie
DNA-Reparatur und Apoptose. Daneben bestehen diverse weitere Interaktion zwischen E6
und zellularen Proteinen, unter anderen mit NFX1, einem Inhibitor der humanen Telomerase
(hTERT)03.104 Die Aktivierung von hTERT, bzw. deren ausbleibende Inhibition, ist ein
Kennzeichen der onkogenen Transformation und Voraussetzung fir die unbegrenzte
Zellteilung. Insgesamt fihrt die Aktivitat von E6 zur Verminderung oder Aufhebung von
Zellzyklus-Kontrollmechanismen, nicht jedoch zu dessen Voranschreiten und Induktion der
Zellteilung. Fur diesen weiteren Kernpunkt der onkogenen Transformation sorgt das virale E7
Onkoprotein, welches die Dissoziation von E2F Transkriptionsfaktoren (E2F1 bis E2F5) aus
einem Komplex mit Rb induziert. Vereinfacht wird durch diese Freisetzung von E2F der
Zellzyklus eingeleitet indem der Zellzyklus-Kontrollpunkt zwischen der Go- und der S-Phase
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Uberwunden wird. Friheren Annahmen zufolge fiihrt die Aktivierung von E2F2 zur Expression
des CDKN2A Gens, welches das Tumorsuppressorprotein p16™K42 kodiert. In vielen Tumoren
liegen inaktivierende Mutationen in CDKN2A vor, da die Expression von p16™K4 hemmend
auf die Prolifration wirkt. Dies ist jedoch in HPV-positiven Tumorzellen nicht der Fall, trotz dass
hier groRe Mengen des unveranderten (Wildtyp) von p16'™K4a gebildet werden. p16™NK4@ inter-
agiert mit den Cyclin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK®6, wodurch die Cyklin D abh&ngige
Phosphorylierung von Rb gehemmt wird. Entsprechend hypophosphoryliertes Rb bindet E2F,
wodurch wiederum der Zellzyklus gehemmt wird. Da jedoch in HPV-infizierten Tumorzellen
durch E7 die Freisetzung von E2F aus diesem Komplex erfolgt, lauft die Tumor-suppri-
mierende Aktivitat von p16'™K4a sozusagen ins Leere, obwohl die Aktivitat der viralen Onkogene
selbst eine starke Expression des CDKN2A Gens auslost. Es wurde jedoch ebenfalls gezeigt,
dass E7 eine direkte Aktivierung der zellularen Seneszenz bewirkt. Hierdurch wird die fur das
Histon H3K27 spezifische Lysin-Demethylase 6B (KDM6B), und mit ihr die Expression ihrer
Downstream-Zielgene wie CDKN2A ausgeltst, was zur Uberexpression von p16'N<4a in HPV-
getriebenen Tumoren fiihrti205. Einige Studien deuten auch darauf hin, dass diese Uberexpres-
sion von p16™NK4 per se die Proliferation von Tumorzellen im Rahmen der HPV-getriebenen
Karzinogenes fordert(105106] ynd erste Studien zeigen, dass p16™K4a selbst unabhéangig von
HPV als Onkoprotein wirken kannit*7, was jedoch noch nicht abschlieRend diskutiert wurde.

Die haufige Inaktivierung des CDKN2A Gens in HPV-negativen und die Uberexpression von
pl16™k4a jn HPV-positiven Tumorzellen ist ein spezifisches molekulares Unterscheidungs-
merkmal dieser beiden grundsatzlich verschiedenen Mechanismen der Karzinogenese. Daher
gilt der immunhistochemische Nachweis der Uberexpression von p16'™¥42 (in der Giberwiegen-
den Zahl der Tumorzellen) als Surrogatmarker der ,klassisch® HPV-getriebenen Karzinoge-
nese. Dies filhrte schlielich zur Novellierung der Klassifikation von OPSCC, bei der erstmals
in der 8. Auflage des AJCC Cancer Staging Manual von 2017 zwischen p16™N43-negativen und
-positiven OPSCC unterschieden wird?3. Interessanterweise wird hierbei auf einen zwingen-
den Nachweis von HPV selbst (in Form von DNA oder RNA) verzichtet und weitere Subloka-
lisationen des Kopf-Hals-Bereiches (abgesehen von zervikale Karzinommetastasen ohne
bekannten Primartumor (CUPHNSCC)) wurden nicht in diese neue Klassifizierung einbezogen.
Dies spiegelt die relative gute Korrelation der Expression von p16™¢42 mit dem Vorhandensein
von HPV im Oropharynx wider, die jedoch in anderen Sublokalisationen nicht gegeben ist. In
der Tat tritt in gesundem Gewebe, aber auch in einem kleineren Prozentsatz in Tumoren eine
Uberexpression von p16™%4 auf, ohne dass HPV kausal daran beteiligt istios-115, Eigene
Arbeiten zeigen, dass dies auch bei etwa 5,5% der OPSCCt5116 ynd 13,6% der CUPHNSCCLe]
der Fall ist, ohne dass die Grinde hierfir bisher verstanden sind. Die physiologische Expres-
sion von p16™k42 quRert sich in einem ,fleckigen® oder ,diffusen” Expressionsmuster einzelner,
oder kleinerer Bereiche von Zellen, die im Gegensatz zu p16™K43-positiven Tumorzellen in der
Regel immunhistochemisch nicht besonders stark angefarbt sind. Dieses Muster wird als
Jfokal“ bezeichnet und steht im Zusammenhang mit der physiologischen Rolle von p16™K42 als
zentralem Vermittler der zellularen Seneszenz. Diese Funktion ist jedoch mit einem irreversib-
len Stillstand des Zellzyklus und einem Verlust der Teilungsfahigkeit der Zellen verbun-
denitt7.118 - die normalerweise nicht mit einer onkogenen Transformation vereinbar ist. Im
Kontext einer HPV-Assoziation konnte jedoch in einer eigenen Studie gezeigt werden, dass
die starke und den Tumor groRflachig (diffuse Expression) ausfillende Expression von p16/Nk4a
mit einer simultanen Expression von Ki67 verbunden isti*1él. Der Proliferationsmarker Ki67 wird
in seneszenten Zellen normalerweise nicht gebildet, so dass eine simultane Expression von
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Ki67 und p16™K42 transformierte Zellen spezifisch anzeigt. Entsprechende ist daher nur das
fokale Expressionsmuster von p16™<4 kennzeichnend fiir seneszente Zellen und dagegen
eine groRflachige Uberexpression mit der HPV-bedingten Karzinogenese assoziiert(t19,

Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC sprechen insgesamt besser auf eine Behandlung an
und weisen eine wesentlich bessere Prognose auf als Patienten mit HPV-negativen
OPSCCl8l, Daher ist die Bestimmung des HPV-Status von Kklinischer Relevanz, was die Klassi-
fizierung der Erkrankung, sowie die Planung ihrer Behandlung angeht. Entsprechend wird
derzeit diskutiert und in diversen klinischen Studien fir OPSCC geprdift, ob bei Fallen mit guter
Prognose die Behandlungsintensitdt deeskaliert werden kann, um die funktionellen
Ergebnisse zu verbessernit20121 Auf der anderen Seite wird ebenfalls dariiber nachgedacht,
ob die Intensitat der Therapie fir bestimmte Gruppen erhéht werden sollte, um das Uberleben
der Patienten mit schlechter Prognose zu verbessern. Die theoretischen Grundlagen und die
prognostische Bedeutung einer HPV-getriebenen Karzinogenese im Hopf-Hals-Bereich sind
hinreichend und spatestens seit der Aktualisierung des AJCC Cancer Staging Manual(z3 2017
bekannt (siehe Abschnitt 1.4.). Nichtsdestotrotz bestehen weiterhin Herausforderungen bei
der diagnostischen Bestimmung des HPV-Status, die sich aus den methodischen Anforderun-
gen und den praktischen Gegebenheiten im klinischen Ablauf ergeben. Der Nachweis von
HPV in einer Tumorprobe kann entweder ,direkt* Uber mikroskopische Techniken erfolgen,
oder indirekt nach einer PCR-Amplifikation des viralen Erbguts und dessen anschlieRenden
Nachweis, z.B. mit Hilfe der Sequenzierung oder Hybridisierungstechniken. Direkte Nachweise
werden meist nur in der Forschung angewendet, da sie aufgrund ihres technischen Aufwands
i.d.R. zu zeit- und kostenintensiv sind, um in der klinischen Routine nutzbar zu sein. Dagegen
bergen indirekte Techniken aufgrund der extrem hohen Empfindlichkeit PCR-basierender
Methoden und der ubiquitaren Verbreitung von HPV eine gewisse Unsicherheit, insbesondere
eine Anfalligkeit gegeniber falsch-positiven Testergebnissen. Interessanterweise lag der
Anteil dieser potenziell falsch-positiven Ergebnisse (HPV-DNA positiv bei Negativitat fur
p16'NK43) in einer eigenen Studie zum CUPHNSCC mit 2,996 etwas geringer gegeniiber 5,2%
bei dem direkt vergleichbaren OPSCC-Kollektivi!sl, Dies kdnnte dafiirsprechen, dass eine
Kontamination durch eine oberflachliche orale Prasenz von HPV bei den steril entnommenen
CUPHNSCC geltener ist. Allerdings sind die Fallzahlen der Studie zum CUPHNSCC und die
Unterschiede zu OPSCC relativ gering, um dies mit Sicherheit sagen zu kénnen. Wenn man
andererseits davon ausgeht, dass positive HPV-DNA Testergebnisse bei einem negativen
Ergebnis fur p16™%4 ausschlieBlich auf einer Kontamination beruhen wirden, ist es bemer-
kenswert, dass diese Falle Uberhaupt auftreten. Zu beachten ist jedoch, dass in der
Karzinogenese viele Prozesse parallel ablaufen. Bei einzelnen (untypischen) Fallen, deren
Karzinome initial durch HPV ausgeldst wurden, kdnnten es zu einem bestimmten Punkt der
Karzinogenese zu Selektionsprozessen gekommen sein, wodurch die charakteristische
Expression von p16™k4a verloren gegangen sein konnte. Bei der Mehrzahl der ,klassischen”
HPV-positiven Karzinome ist die Uberexpression von p16™*2 jedoch spezifisch und kausal mit
der onkogenen Aktivitdat von HPV assoziiert. Der immunhistochemische Nachweis dieses
zellularen Markers ist daher eine geeignete Losung, die auch fir den klinischen Ablauf und mit
einfachen Techniken in vielen Laboren praktikabel ist. Das American Joint Committee on
Cancer (AJCC) und die Union for International Cancer Control (UICC) haben daher den
Nachweis von p16™K42 als bevorzugten Test fir die TNM Klassifizierung (8. Auflage) von HPV-
vermittelten und HPV-negativen Tumorerkrankungen im Oropharynx anerkannt3l.
Nichtsdestotrotz stimmt in der Praxis der Nachweis von p16™%4? in bis zu 20% der Falle nicht
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Uberein mit dem Nachweis von HPV-DNA oder -RNA in den entsprechenden Tumor-
probenit22123] |n einer eigenen Studie an OPSCC von 709 Patienten konnten wir eine
Diskrepanz von insgesamt 11% feststellen, wobei beide Varianten (HPV-Nachweis ohne
pl6"NKk4a Expression und p16™K42 Positivitat in Abwesenheit von HPV) zu etwa gleichen Teilen
auftrateni®sl, Verglichen mit anderen Studien, in denen der Anteil dieser Falle mit diskordanter
HPV-Diagnostik meist zwischen 5% und etwa 22% angegeben wirdt?212¢ |iegt der Wert aus
unserer Studie im mittleren Bereich. Indessen wurde kurzlich ein Wert von 9,2% fir eine
Gesamtkohorte von 7654 Fallen in einer internationalen Kooperation mit unserer Beteiligung
bestatigt (3,8% pl6™N<4a-negativ, aber HPV-positiv und 5,4% pl6™NK4-positiv, aber
HPV-negativ)©2,

Die Diskrepanz zwischen dem HPV- und p16™¢4-Status konnte neben einer biologischen
Ursache auch durch technisch/methodische Probleme verursacht sein. Einerseits kann nicht
exakt die gleiche Probe fir beide Untersuchungen verwendet werden, weil diese fur die
Extraktion der DNA oder RNA ,verbraucht” wird. Im ungunstigsten Falle konnten somit in
beiden Tests Bereiche mit und ohne HPV-assoziierten Tumorzellen untersucht werden.
Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass die Alterung der Proben bei retrospektiven Unter-
suchungen, oder Unterschiede der Empfindlichkeit und Nachweisreagenzien von Reagenzien
(Antikorper, Primer etc.) Einfluss auf die Ergebnisse haben. Gegen ein Problem mit gealterten
Proben spricht, dass die Diskrepanz auch bei Kohorten beobachtet wird, bei denen die
Analysen im Rahmen der klinischen Diagnostik prospektiv durchgefihrt wurden. Bei
Verwendung entsprechend validierter Antikérper und Reagenzien koénnen technische
Probleme in diesem Bezug ebenfalls weitgehend ausgeschlossen werden.

Fur eine biologische Ursache spricht, dass die Diskrepanz zwischen dem HPV- und
pl6™K4a-Status bei Kohorten aus dem Oropharynx konsistent gering ist, jedoch bei Proben
auB3erhalb des Oropharynx eine hohe Inkonsistenz berichtet wird(t27-12¢], bis hin zum génzlichen
Fehlen eines Nachweis von HPV-DNA bei p16™K42-positiven oralen Plattenepithelkarzino-
menlt3], Dieses fir bestimmte Sublokalisationen an KHK spezifische Muster deutet darauf hin,
dass es sich kaum um technische Probleme der Analyse handeln durfte, da sowohl die
Probennahme, ihre Aufarbeitung und Untersuchung unabhangig von den Sublokalisationen
weitgehend vergleichbar sein sollte. Moglicherweise hat die biologische Aktivitat von HPV in
anderen Sublokalisationen eine andere Auswirkung als die der klassischen Uberexpression
von pl6/NK4a pej HPV-assoziierten OPSCC. Es besteht weiterhin die Mdglichkeit, dass die
Uberexpression von p16™k*a auf andere, bisher unbekannte HPV-Typen oder ganzlich andere
Pathogene zurtickzufiihren ist, die mit den heutigen Testmethoden bisher nicht erfasst wurden.
Ebenso koénnten Gewebe-spezifische Prozesse der Differenzierung oder deregulierte
Signalwege eine Rolle spielen, bei denen eine Uberexpression von p16™k4a indirekt
Tumorzellen Vorteile bringt, obwohl die primare Funktion von pl16™K42 als Aktivator der
Seneszenz hinderlich sein sollte. Hierflr sprechen die bereits genannten Studien, die eine
Proliferantions-fordernde Wirkung in HPV-assoziierten Tumorzellenl051%] oder sogar eine
HPV-unabhangige onkogene Aktivitat von p16'™K*a zeigeno7,

Ferner ist unklar, inwieweit diagnostische Antikérper zwischen der Wildtyp und (allen)
potenziell dominant negativ wirkenden Varianten von p16™K42 unterscheiden konnen. Ein
,p16™NK4a-Signal“ kdnnte entsprechend in Abhangigkeit vom jeweiligen Kontext, mit unter-
schiedlichen biologischen Bedeutungen assoziiert sein. Eine der wahrscheinlichsten
Erklarungen konnte jedoch im biologischen Prozess der Karzinogenese liegen, der sowohl
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zeitlich als auch rdumlich uneinheitlich verlauft. In den Uber Jahre andauernden Selektions-
prozessen konnen sich Zellpopulationen herausbilden, bei denen onkogene Ereignisse
unterschiedliche Bedeutungen und Auspragungen haben kdnnen (z.B. driver und passenger
Mutationen). Die klonale Zusammensetzung dieser heterogenen Zellpopulationen beeinflusst
die Tumorevolution, insbesondere im Kontext einer Therapie, und somit auch die Prognose
der Patienten(t31-133, Dies wird durch die unterschiedliche Prognose von Patienten mit nicht
tbereinstimmender HPV- und p16™N¢4a-Analyse in unseren Datenl*s! und anderen Veroffentlich-
ungenit34 veranschaulicht, die im Allgemeinen zwischen der guten Prognose der doppelt
positiven und der schlechten Prognose der doppelt negativen Félle liegt. In der Praxis ist dieser
Prozess weder kontrollier- noch nachvollziehbar, da eine uniiberschaubare und sich Uberla-
gernde Zahl auf3erer Faktoren, insbesondere des Lebensstiles der Patienten von Relevanz ist.
In Summe fuhrt vermutlich der Prozess der Tumorevolution in Kombination mit dul3eren
Faktoren dazu, dass sich Tumore etablieren kdnnen, die nicht mehr in allen biologischen
Eigenschaften mit ihrem jeweiligen ,Tumor-Prototyp® (ausgehend vom Ursprungsgewebe und
den zugrundeliegenden onkogenen Prozessen wie Virus- oder Noxen-induzierter Karzinoge-
nese) Ubereinstimmen. Hinweise hierauf konnten wir nach einer Principal Component Analysis
(PCA) an unseren eigenen Daten zeigen: anhand der Auswertung von Patienten- und Tumor-
spezifischer Risikofaktoren konnte die Gruppe der OPSCC mit Uberexpression von p16MK4a
aber fehlendem Nachweis von HPV-DNA in Gruppen mit niedrigem und hohem Risiko
eingeteilt werden. Das bessere bzw. schlechte Gesamtiberleben dieser Gruppen unterschied
sich dann nicht mehr von dem der Félle mit doppelt positiven bzw. negativen Nachweisen(sl,

Im Zusammenhang mit diagnostischen Markern bei OPSCC oder bei Tumorerkrankungen
allgemein ist insbesondere die liquid biopsy zu erwdhnen, wobei es sich hierbei genauer
genommen nicht um einen Marker handelt, sondern um einen methodischen Ansatz, mit
dessen Hilfe Tumor-Marker in Korperflissigkeiten nachgewiesen werden. Im Kopf-Hals
Bereich bezieht sich die liquid biopsy meist auf Blut- oder Speichelproben, worin CTCs,
zellfreie DNA oder exosomale miRNAs von Tumorzellen nachgewiesen werden kénnen. Die
.wenig“ oder ,gering“ invasive liquid biopsy ist eine Alternative zur Entnahme von
Gewebeproben und kann zur Friherkennung einer Tumorerkrankung und in der Nachsorge
eingesetzt werdenlt351361. Aber auch relativ kurzfristige Veranderungen spezifischer Marker in
der liquid biopsy wéhrend der Therapie kdnnen genutzt werden, um das Ansprechen auf die
Behandlung zu Uberwachen und diese ggf. direkt anzupassen. Von besonderer Bedeutung ist
dies im Zusammenhang mit einer deeskalierten Therapie, wie sie aktuell fiir OPSCC diskutiert
wird. Hierdurch koénnen Patienten frihzeitig identifiziert werden, fir die dieses Konzept
ungeeignet ist.

Als Marker in der liquid biopsy kdnnen theoretisch alle Molekilklassen dienen, die spezifisch
fir eine Tumorerkrankung sind, vor allem aber genetische Veranderungen (siehe
Abschnitt 2.4.), oder die Tumorzellen selbst in Form von CTCs. CTCs kdnnen aus Blutproben
mit Hilfe ihrer physikalischen Eigenschaften (z.B. Zellgré3e), der Expression von Biomarkern
oder anderer funktioneller Merkmale angereichert bzw. isoliert werden. Inzwischen gibt es eine
Reihe methodischer Ansatzen zur Isolierung von CTCs und auch zu deren Bedeutung bei KHK
(zusammengefasst in 137). In der Regel erfolgt nach einer Anreicherung der kernhaltigen
Zellen aus peripheren Blut (PBMCs) mit Hilfe einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation eine
positive Selektion von CTCs auf Grundlage von Antikdrpern gegen Tumor-spezifische
Oberflachenmarker wie beispielsweise EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule). Alternativ
kénnen mit entsprechenden Antikdrpern auch Immunzellen aus einer Probe abgereichert
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werden. Nachteilig fur die Nutzung von CTCs ist in gewisser Weise die Spezifitat der Antigen-
Antikorper Bindung, da die Oberflachenmarker von Tumorzellen Veranderungen unterliegen
konnen und somit Zellpopulationen potenziell unerfasst bleiben kdnnten. Zusétzlich zu dem
relativen methodischen Aufwand der Isolierung von CTCs, mussen diese anschliel3end, z.B.
durch Genotypisierung charakterisiert werden. Mit dem CellSearch® System (Veridex,
Huntington Valley, PA 19006, USA) ist jedoch inzwischen ein erster CTC-Test als Surrogat-
marker fir das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben bei einigen Krebsarten
wie Brust, Prostata- und Darmkrebs von der FDA zugelassen worden(t37.138],

Die kosteneffektive Weiterentwicklung und hohe Empfindlichkeit heutiger next-generation
Sequenzierungstechniken (NGS) eroffnen Alternativen zur Untersuchung von CTS in liquid
biopsies, in dem vom Tumor ausgehende DNA oder RNA mehr oder weniger direkt in der
Probe nachgewiesen werden kann. Hier kdnnen entweder gezielte (targeted, tNGS) oder
ungezielt (untargeted) Herangehensweisen gewahlt werden. Mit Hilfe des tNGS kénnen
bekannte Einzelnukleotid-Veranderungen in Genabschnitten (begrenzten Umfangs) mit erh6h-
tem Mutationspotential (Hotspots) nachgewiesen werden, wie beispielsweise in BRAF, KRAS
und EGFR. Einzelne Mutationen oder Hotspots sind teilweise spezifisch fur bestimmte Tumor-
entitaten, wogegen sehr bedeutsame Mutationen wie in TP53 allgemein universell auftreten.
Nachteilig bei tNGS ist, dass die zu untersuchenden Gene/Hotspots zuvor bekannt sein
missen. Dagegen kénnen mit ungezielten NGS Methoden wie dem whole exome (WES) oder
whole genome sequencing (WGS), neben bisher unbekannte Mutationen auch andere geneti-
sche Veranderungen wie gro3ere Insertionen und Deletionen, sowie aberrante Methylierungs-
muster erfasst werden. Durch Kombinationen unterschiedlicher NGS-Techniken hat sich
inzwischen eine Reihe hochempfindlicher Methoden zur Untersuchung von liquid biopsies
entwickelt, von denen viele das Potenzial einer kinftigen klinischen Anwendung haben
(zusammengefasst in [13), Dem vergleichsweise geringen methodische Aufwand NGS
basierter Methoden stehen allerdings die nicht unerheblichen Anforderungen an die Verarbeit-
ung der Daten gegentber, die zum grof3ten Teil nur noch von speziell geschultem Personal
mit bioinformatischen Kenntnissen zu bewaltigen ist.

Gemeinsam ist allen in Kombination mit der liquid biopsy anwendbaren Methoden, dass
spezifische Marker fiir Tumorzellen in Korperflissigkeiten nachgewiesen werden kénnen, was
alleine aufgrund der geringen Invasivitat vorteilhaft gegentber der klassischen Biopsie ist.
Weiterhin sorgt ein ,Mischungs-Effekt* dafir, dass bei einer liquid biopsy praktisch keine
Gefahr besteht, die Probe ,an einer falschen Stelle“ zu entnehmen und es ist weitgehend
problemlos mdglich einen zeitlichen Verlauf durch sequenzielle Proben zu untersuchen. Die
Arbeiten anderer und unsere eigenen Ergebnisse zum Nachweis von HPV-DNA in liquid
biopsies?d sind in sofern ein Sonderfall, da mit der HPV-DNA ein bekannter und vergleichs-
weise stabiler Tumormarker vorliegt, der auch ohne NGS fiir diagnostische Zwecke und in der
Nachsorge eine Rolle spielen kann. Letztendlich kann dies als eine Art proove of concept fur
Tumortypen gesehen werden, bei denen genetische Veranderungen die wesentliche Rolle
spielen. Die methodischen Fortschritte der droplet digital PCR (ddPCR) bietet eine weitere
Maoglichkeit, mit der in Kombination mit NGS-basierten Daten in nhaher Zukunft liquid biopsies
in der routinemalfigen Nachsorge von Tumorpatienten effizient analysiert werden kénnten.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist allerdings nicht hinreichend geklart, wie Grof3 beispielsweise das
Volumen einer liquid biopsy sein sollte bzw. welche Grenzwerte fir eine Bewertung verwendet
werden sollten, da einerseits die Sensitivitdt mit dem Probenvolumen ansteigt, jedoch damit
ebenfalls die Invasivitat der Probennahme zusammenhangt.
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In Zusammenfassung sind diagnostische Marker von immenser Bedeutung fir die Klassifi-
zierung einer Tumorerkrankung in Bezug auf eine Prognoseabschatzung, aber auch fur die
Planung der Therapiemodalitaten und fir die Tumornachsorge. Klassische Marker wie die der
Gewebearchitektur und Differenzierung werden zunehmend durch neue(re) Analysemethoden
(wie p16™K4a Immunhistochemie oder HPV-DNA Testung) und ,automatisierbare” Ablaufe (z.B.
NGS) erganzt. Der Zugewinn an Erkenntnissen zur Tumorevolution und der beteiligten
Regulationsmechanismen macht deutlich, dass die Klassifizierung von Tumoren in Zukunft
weitaus diverser sein wird als es bisher der Fall ist - vermutlich bis hin zu spezifischen Mustern
bzw. ,individuellen Signaturen® einzelner Tumore, oder therapeutisch relevanter Subpopula-
tionen von Tumorzellen. Die Kombination aus NGS und der liquid biopsy eroffnet vielver-
sprechende neue Méglichkeiten, was sowohl die Planung und Verlaufskontrolle der Therapie,
als auch die Nachsorge der Tumorerkrankung betriff.

2.4. Genetische Veranderungen und Mutationsmuster beim Oropharynxkarzinom

Abgesehen von der Virus-induzierten Karzinogenese sind fir die neoplastische Transforma-
tion einer gesunden Zelle im Allgemeinen somatischen Mutationen ausschlaggebend. Diese
werden im karzinogenen Entwicklungsprozess erworben und mit jeder Zellteilung weiterge-
geben. Selektionsprozesse fuhren letztendlich zur Akkumulation maligner Eigenschaften von
Zellklonen, bis hin zu vollstandig unkontrolliert wachsenden Tumorzellen. Zu erwahnen ist,
dass neben den ,klassischen® genetischen auch zunehmend epigenetische Veranderungen
an Bedeutung gewinnen, allen voran die Dysregulierung der DNA-Methylierung. Diese grund-
satzlich reversiblen Veranderungen kdnnen beispielsweise Tumorsuppressoren deaktivieren
oder die Expression von Onkogenen aktivieren und in unterschiedlichem Mal3e beitragen zur
Entwicklung von Krankheiten, einschlieZlich Krebs. Inzwischen ist klar, dass sich genetische
und epigenetische Verédnderungen gegenseitig beeinflussen und bei der Onkogenese
zusammenwirken. So wurde in WES-Studien gezeigt, dass haufige und wiederkehrende
somatische Mutationen in Mediatoren der DNA-Methylierung, bzw. allgemein in Genen die das
Epigenom kontrollieren, einer dysregulierten DNA-Methylierung zugrunde liegen(t40.141],

Zu unterscheiden sind somatische Mutationen von Keimbahnmutationen (gametischen / kon-
stitutiven Mutationen). Letztere entstehen i.d.R. als Fehler bei der Meiose und betreffen folglich
keine einzelnen Zellen bzw. Zellpopulationen, sondern alle Zellen eines Individuums. Daher
sind Keimbahnmutationen im Zusammenhang mit der zuvor behandelten liquid biopsy
ungeeignet, um als Marker im Rahmen der routinemafigen Nachsorge flir den individuellen
Krankheitsverlauf zu dienen. Keimbahnmutationen kénnen eine erbliche Erkrankung
bedingen, in Kombination mit zusatzlich erworbenen somatischen Mutationen jedoch auch
kausal mit Krebserkrankungen in Zusammenhang stehen.

Herausragende Arbeiten der letzten Jahre zum Verstandnis von KHK basieren auf umfang-
reichen genetischen, aber inzwischen auch weitergehenden Untersuchungen im Rahmen des
The Cancer Genome Atlas (TCGA) Programms des US-amerikanischen National Cancer
Institute (NCI). Seit Beginn des Programms (2006) liegen in dieser offentlich zuganglichen
Datenbank genetische und molekulare Informationen zu mehr als 20.000 Primé&rtumoren
(gepaart mit entsprechendem gesundem Kontrollgewebe) aus 33 Typen von Krebserkrank-
ungen vor. Klinische Daten sowie diverse Software-Losungen erganzen inzwischen die
Datenbank und unterstiitzen die Nutzer bei ihrer Auswertung und der graphischen Darstellung
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der Ergebnisse. Entsprechend zahlreich wurden inzwischen Publikationen mit Daten aus
TCGA erganzt oder beruhen ganzlich auf ihnen.

Unter erstmaliger Berticksichtigung des HPV-Status wurden 2011 durch Stransky et al.[*42 und
Agrawal et al.i43 die ersten bahnbrechenden Arbeiten Uber WES Daten von 74 bzw. 32
Primartumoren aus dem Kopf-Hals-Bereich publiziert. 2013 (Lechner et al.l'44) und 2015
(Seiwert et al.l45)) folgten zwei weitere Publikationen, in denen bekannte hot-spot Mutationen
mit Hilfe von tNGS untersucht wurden, bevor ebenfalls 2015 die erste umfassende genomi-
sche Charakterisierung von HNSCC mit Hilfe der TCGA Datenbank publiziert wurdel4él, Das
in diesen ersten Verdffentlichungen beschriebene Mutationsmuster bei HNSCC ist inzwischen
durch etliche weitere Arbeiten grundsatzlich bestatigt worden. Wie bei vielen anderen Tumoren
erfolgt in der Regel eine Aktivierung von Onkogenen, sowie eine Inaktivierung von Tumorsup-
pressorgenen. Abgesehen von Mutationen koénnen auch Amplifikationen (z.B. die des
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)) oder homo- und heterozygote Deletionen
(z.B. von CDKNZ2A), sowie epigenetische Veranderungen in gleicher Weise zur Onkogenese
beitragen. Der Einfachheit halber wird im Folgenden ,genetische Veranderungen® verwendet,
sofern nicht eine bestimmte Art von Veranderung gemeint ist.

Am haufigsten bei HNSCC sind Veranderungen in TP53, dessen Genprodukt(e) an einer
Reihe von Kontrolimechanismen der Zellteilung und der Initiierung der DNA-Reparatur beteiligt
sind (siehe Abschnitt 2.3., Seite 19). Diese Kontrollmechanismen verhindern die Teilung
normaler Zellen, sofern irreparable Schaden im Erbgut vorliegen bzw. solange deren
Reparatur noch unvollstandig ist. Ware dies nicht der Fall, wiirden sich Schaden im Erbgut der
Tochterzellen manifestieren oder eine fehlerhaft verlaufende DNA-Replikation weitere,
gréRere Schaden hervorrufen. Da diese Kontrollmechanismen der ,Weiterentwicklung® von
Tumorzellen in der onkogenen Entwicklung entgegenstehen ist naheliegend, dass Veran-
derungen in den Komponenten dieser Signalwege gehauft auftreten. Allerdings kann haufig
nicht klar unterschieden werden, ob entsprechende Veranderungen der Grund oder die Folge
der onkogenen Entwicklung sind. Auch das RB1-Gen ist haufig von genetischen Verénderun-
gen betroffen. Im Gegensatz zu TP53, das als ,Bremspedal“ der onkogenen Entwicklung
gesehen werden kann, wirken Veranderungen im Rb-Signalweg haufig als Aktivierung des
Zellzyklus und als Beschleuniger des Zellwachstums, indem Kontroll- bzw. Haltepunkte des
Zellzyklus Ubersprungen werden. Dies fuhrt zum unkontrollierten Zellwachstum, einem der
wichtigsten Kennzeichen der onkogenen Transformation.

Im Wesentlichen basierend auf der 2015 verdéffentlichten Auswertung der TCGA Datenbank!4el
wurden 2018 in einer Ubersichtsarbeit von Leemanns et al. die haufigsten genetischen
Veranderungen bei HNSCC diskutiert47l. Nach TP53 (72%) lag FAT1 mit 23% am haufigsten
mutiert vor. Dessen Genprodukt (Protocadherin FAT1) ist im WNT-Signalweg z.B. an der
Embryonalentwicklung beteiligt und als Tumorsuppressor klassifiziert. Ein weiterer Bestandteil
dieses Signalwegs ist das Tumorsuppressorprotein NOTCH1, dessen Gen (NOTCH1) mit 18%
ebenfalls sehr haufig mutiert ist. Mit 22% als dritthaufigstes Gen wird CDKN2A (p16™K44)
genannt. Wie p53 und Rb spielt p16'™K4A eine entscheidende Rolle in der Regulation des Zell-
zyklus und interessanterweise zeigt CDKN2A mit 32% die bei HNSCC grote Haufigkeit von
Verédnderungen der Kopienzahl (copy number alteration frequency). Ebenfalls mit hoher
Mutationsrate (18%) und h&ufigen Veranderungen der Kopienzahl (21%) lag das Onkogen
PIK3CA verandert vor, welches die katalytische Untereinheit der Phosphatidylinositol-4,5-bis-
phosphate 3-Kinase (PI3K) kodiert. In PIK3CA sind drei prominente Aminosaurepositionen
(GLU542, GLU545, und HIS1047) als Hotspots bekannt, die besonders haufig von Mutationen
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betroffen sind. Neben HNSCC werden PIK3CA Mutationen z.B. auch héaufig bei Zervix-
karzinomen und Brustkrebs nachgewiesen. Mit 16% lag KMT2D ebenfalls h&ufig mutiert vor.
Dieses Gen kodiert die Histon-Lysin-N-Methyltransferase KMT2D. KMT2D ist essentiell fur die
frihe Embryonalentwicklung. Es spielt eine Rolle bei der epigenetischen Regulierung von
Entwicklungsprozessen, Differenzierung und Stoffwechsel und wurde als Tumorsuppressor
beschrieben. Mutationen in KMT2D werden haufig bei Entwicklungskrankheiten, angeborenen
Herzkrankheiten, sowie bei verschiedenen Krebsarten gefundenii4s],

Bei HPV-assoziierten HNSCC sind prinzipiell die gleichen, fur die Karzinogenese essenziellen,
zellularen Signalwege betroffen, die auch bei HPV-negativen HNSCC verandert sind. Jedoch
basieren diese Veranderungen wie bereits zuvor beschrieben primar auf Interaktionen der
viralen Onkoproteine mit den zellularen Komponenten dieser Signalwege. Charakteristisch ist,
dass bei den HPV-assoziierten HNSCC die Gene, deren Funktionen von viralen Onkopro-
teinen beeinflusst werden, deutlich seltener von genetischen Veranderungen betroffen sind,
als dies bei HPV-negativen HNSCC der Fall ist. Alles in Allem scheint die Aktivitat der viralen
Onkoproteine einen Grolf3teil der genetischen Veranderungen zu kompensieren, die fur die
onkogene Transformation bei HPV-negativem HNSCC erforderlich sind. Dennoch treten in
vivo zusatzliche genetischen Veré&nderungen auf und lediglich in vitro reicht das onkogene
Potenzial der viralen Proteine E6 und E7 von HR-HPV Typen alleine aus, um Zellkulturen
dauerhaft zu immortalisieren*4¢-151, |[nshesondere durch die bereits angesprochenen WES-
142,143 ynd tNGS-Studienlt44143 sind HPV-spezifische Mutationsmuster in Signalwegen des
Zellzyklus (RB, MET, CCND1, CDKN2A/CDKN2B) und Zelliberlebens (PIK3CA-AKT1-
MTOR-PTEN, EGFR und MET), sowie der Tumordifferenzierung (NOTCH1) identifiziert
worden, die neben den viralen Onkoproteinen bei HPV-assoziierten HNSCC fir die
Karzinogenese von Bedeutung sind*52,

In zwei unserer eigenen Arbeiten zu OPSCC wurden die haufigsten der bei HNSCC zu diesem
Zeitpunkt bekannten Mutationen mit einem an HPV-angepassten tNGS-Panel untersucht(28.29],
Wir konnten bestatigen, dass die untersuchten Gene bei HPV-assoziierten seltener von
Mutationen betroffen waren als bei HPV-negativen OPSCC. Speziell in RB1 und TP53 konnten
wir signifikant seltener Mutationen als bei HPV-negativen OPSCC nachweisen, was den
Erwartungen entspricht??l, Weiterhin fanden wir bei HPV-negativen OPSCC signifikant
haufiger Mutationen in FAT1, KRAS, NRAS und NOTCHL1. Mutationen in FAT1 und NOTCH1
werden bei etwa 19% bzw. 20% aller HNSCC gefunden und gehéren somit zu den Top-20 der
mutierten Gene in dieser Entitat (Abfrage der Datenbank: ,COSMIC - the Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer” am 21.09.2023). Dagegen sind Mutationen in KRAS (1,1%) und
NRAS (0,5%) bislang vergleichsweise selten beschrieben (Datenabfrage wie zuvor). Bei
unseren Untersuchungen handelte es sich jedoch um sogenannte Matched-Pairs-Analysen,
speziell um Mutationen in Bezug auf das Auftreten lokaler oder entfernter Rezidive zu betrach-
ten. Bedingt hierdurch war die Gesamtzahl der Proben (n=56) vergleichsweise gering und die
Selektion der Patienten kdnnte die im Vergleich zur Literatur relativ hohen Mutationsraten in
KRAS und NRAS hervorgerufen haben. Ein interessantes Ergebnis unserer Studien ist, dass
zwar wie erwartet bei HPV-negativen mehr Mutationen als bei HPV-assoziierten OPSCC zu
finden waren, dass aber innerhalb der HPV-negativen OPSCC mehr Mutationen bei Fallen
nachgewiesen wurden, die keine lokalen oder entfernten Rezidive wéhren des Beobachtungs-
zeitraums entwickelt hatten. Hier traten besonders héufig Mutationen in RB1, FAT1, PIK3R1,
NOTCH1 und TP63 auf. Im Gegensatz dazu waren in HPV-assoziierten OPSCC der Patienten,
die kein lokales oder entferntes Rezidiv entwickelten, wie erwartet seltener Mutationen in den
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untersuchten Genen nachweisbar als bei den entsprechenden Patienten mit Rezidiven.
Hierbei war besonders haufig HRAS, aber auch TP63 betroffen. Insgesamt tber alle vier
Gruppen betrachtet traten die niedrigsten Mutationsraten bei Fallen mit HPV-assoziierten
OPSCC auf, die keine Rezidive entwickelten. Dies spricht dafur, dass die Karzinogenese in
dieser Subgruppe weitgehend durch HPV-bedingte onkogene Prozesse getrieben sein kénnte,
und dass diese OPSCC am besten bzw. vollstdndigsten auf die Therapie ansprechen. Die
weiteren Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass nicht unbedingt die Anzahl der Mutationen
kausal fur die Entwicklung der Krankheit relevant ist. Vielmehr scheinen bestimmte Kombina-
tionen von Mutationen wichtig zu sein und bei HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC
konnten unterschiedliche Prozesse fir die Entwicklung eines lokalen oder entfernten Rezidivs
wichtig sind. Eine Uberlagerung durch zusatzliche Effekte, etwa durch Rauchen oder
Alkoholkonsum, konnte in diesen Studien durch das Matched-Pairs Design weitgehend
minimiert werden29l,

Im Allgemeinen korreliert die Mutationsrate mit der Anzahl potenzieller Neoantigene, d. h.
tumorspezifischer Antigene, die aufgrund genetischer Veranderungen exprimiert werden und
Tumorzellen im Prinzip angreifbar fir das Immunsystem machen. In der Regel wurden die von
uns retrospektiv untersuchten Fallen nicht mit Immuntherapien, sondern der konventionellen
Therapie (chirurgischen Resektion mit oder ohne Strahlentherapie / Chemotherapie mit
konventionellen Zytostatika) behandelt. Dennoch kdnnte auch die konventionelle Therapie
eine Verschiebung des Gleichgewichts der Immunreaktionen zu Ungunsten der Immunflucht
(immune escape, siehe Abschnitt 2.6.) bewirkt haben. Dies kdnnte eine verstéarkte Elimination
von (nach der konventionellen Therapie verbliebenen) Neoantigen-positiven Tumorzellen
verursachen und Grund fir das Ausbleiben von Rezidiven bei diesen Patienten sein.
Moglicherweise sind dagegen Mutationen in den HPV-negativen OPSCC der Patienten mit
Rezidiven in geringerem Umfang fir eine Produktion von Neoantigenen verantwortlich oder es
spielen hierbei weitere Faktoren eine Rolle, wie ein generell geschwéchtes Immunsystem oder
starkere/andere Mechanismen der Immunevasion. Prinzipiell kdnnte ebenfalls eine besonders
schlechte Konstellation von wenigen, individuellen Mutationen, also eher die Qualitét als die
Quantitat der Mutationen, hier eine Rolle spielen.

Ein Erklarungsversuch fir die unterschiedlichen Mutationsraten in Bezug auf lokale oder
entfernte Rezidive bei HPV-assoziierten OPSCC kénnte sein, dass in dieser Subgruppe mit
einer weitgehend HPV-getriebenen Onkogenese, Tumorzellen zu einem friihen Entwicklungs-
stadium (durch die Wirkung viraler Onkoproteine) immune-escape Eigenschaften erworben
haben, die zum auswachsen der Tumore fiihren. In diesem friihen Entwicklungsstadium
konnten die Tumorzellen noch vergleichsweise wenige zusatzliche Mutationen akkumuliert
haben. Somit kénnten die Tumore ,homogener® sein und ein geringes klonales Potenzial
besitzen. In Konsequenz ist die Wahrscheinlichkeit geringer, dass resistente Tumorzellen nach
einer systemischen Therapie als Quelle fur ein Rezidiv Ubrigbleiben. Die klinischen Daten
sprechen fur diese Moglichkeit, da das Gesamtuberleben der Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC sehr viel besser und die Rate lokoregionarer Rezidive mit 15,1% vs. 28,0% in dem
von uns untersuchten Kollektivi?®l und 9-15% gegenlber 26-35% in anderen Arbeiten(!53154
weitaus geringer ist.
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2.5. HPV-induzierte metabolische Veranderungen beim Oropharynxkarzinom

Die zuvor beschriebenen genetischen und/oder epigenetischen Veranderungen sind in der
Regel der primare Ausloser karzinogener Prozesse, jedoch fiir sich betrachtet meist ohne
konkrete physiologische Effekte. Vielmehr fihren diese Veranderungen Ublicherweise erst
nach ihrer Translation zu loss- oder gain of function Veranderungen der kodierten Proteine,
woraus wiederum Fehlfunktionen bei einzelnen biochemischen Prozessen, oder weitreichen-
de Dysregulierungen komplexer Signalwege resultieren. Ein verbreitetes Merkmal in diesem
Zusammenhang sind Veranderungen des Stoffwechsels, inshesondere in der Glykolyse und
der Glutaminolyse. Beide dienen der Bereitstellung von Zwischenprodukten und Reduktions-
aquivalenten, die wahrend des Zellwachstums benétigt werden zur Aufrechterhaltung der
Aminosauresynthese, des Pentosephosphatweges und der Lipidproduktion. Diese sogenan-
nte metabolische Reprogrammierung in Tumorzellen wurde erstmals 1924 von Otto Warburg
beschrieben. Der nach ihm benannte Warburg-Effekt beschreibt das Phdnomen, dass auch in
Anwesenheit von Sauerstoff in Tumorzellen Glukose lediglich zu Laktat verstoffwechselt und
ausgeschieden wird, anstelle, dass die Produkte der Glykolyse Uiber den Citratzyklus in den
Mitochondrien vollstandig oxidiert werden. Die Energiegewinnung verlauft bei dieser ,aeroben
Glykolyse® ineffizient, da pro Molekul Glucose lediglich zwei Molekule ATP und Laktat entste-
hen (gegentber 34 Molekilen ATP bei der vollstandigen, aeroben Verstoffwechslung). Fur
Tumorzellen vorteilhaft ist jedoch, dass glykolytische Intermediate wie Glucose-6-phosphat
oder Glycerinaldehyd-3-phosphat in den Pentosephosphatweg und die Nukleotidsynthese
umgelenkt werden kdnnen, um anabole Prozesse aufrecht zu erhalten bzw. zu férdern*ssl, Zur
Kompensation der geringeren Energieausbeute der aeroben Glykolyse (oder zur verstérkten
Produktion glykolytischer Intermediate) liegt in vielen soliden Tumoren eine erhéhte
Aufnahmerate von Glucose vor. Dies kann Uber den Nachweis von radioaktiv markierter
Glucose (*®Fluor-Desoxyglukose, ®F-FDG) mit Hilfe des PET/CT diagnostisch genutzt
werden, meist zum Nachweis makroskopisch unauffalliger Metastasen.

Mit Hilfe der PET/CT Technik konnten wir Unterschiede im Verlauf der Metastasierung bei
HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC aufzeigen. Es stellte sich heraus, dass Primér-
tumore und Lymphknotenmetastasen von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC geringere
individuelle Unterschiede der ausgewerteten ®F-FDG PET/CT Parameter aufwiesen, als dies
bei Patienten mit HPV-negativen OPSCC der Fall warBl, Allgemein korrelieren bei KHK
steigende ®F-FDG PET/CT-Parameter mit zunehmender Gr6RBe der Primartumore
(T-Stadium)i2sél, Dies konnten wir in eigenen Untersuchung bestatigen, jedoch nicht fir
HPV-assoziierte OPSCC, bei denen keine signifikanten Unterschiede zwischen Tumoren
verschiedener T-Stadien feststellbar warenBl, Wir vermuten, dass in HPV-negativen OPSCC,
wie auch bei anderen soliden Tumoren, weiterhin die gleichen &uReren Faktoren (z.B. lokale
Sauerstoffversorgung im Gewebe), oder Mutations-bedingte intrinsische Veranderungen der
zellularen Stoffwechselwege vorliegen. Die Vielzahl der potenziellen Verdnderungen kdnnte
hierbei vergleichsweise starke individuelle Schwankungen hervorrufen. Bedingt durch die in
allen Tumorzellen gleichermalRen vorhandene Aktivitdt der viralen Onkoproteine, scheinen
diese Stoffwechselwege in HPV-assoziierten OPSCC dagegen in homogenerer Weise
verandert vorzuliegen. Dies wird durch eine unserer in vitro Untersuchungen bestatigt, die
zeigte, dass HIF-1a bei HPV-assoziierte Kopf-Hals-Tumorzelllinien, im Gegensatz zu
HPV-negativen Zelllinien, unabhangig von einer Hypoxie bereits unter normalen Sauerstoff-
konzentrationen nachweisbar ist?9. Dies wirde bedeuten, dass hier bereits eine Aktivierung
des HIF-Signalwegs unter normalen Sauerstoffkonzentrationen vorliegt.
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HIF-1a bildet zusammen mit einer B-Untereinheit (HIF-1B3) den heterodimeren Transkriptions-
faktor HIF (Hypoxie-induzierter Faktor), der als zentrale Komponente an der Regulation von
mehr als einhundert Genen, sowie der Reprogrammierung des Energiestoffwechsels in
Tumorzellen beteiligt istls7. Seine Aktivitat wird bei ausreichender Sauerstoffversorgung
effektiv durch eine Sauerstoff-abhangige Hydroxylierung der a-Untereinheit reprimiert. Dieser
folgt eine Ubiquitinierung durch das Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressorprotein und der
darauffolgende proteasomale Abbau von HIF. Unter den ,onkologisch* wichtigen HIF-regu-
lierten Signalwegen sind die folgenden besonders hervorzuheben: 1. Férderung der Angiogen-
ese Uber Interaktion mit dem vascular endothelial growth factor VEGF158159]; 2. Stimulation der
Migration und Wundheilung¢%; 3. Induktion der Glykolyse unter anaeroben Bedingungen(s7,

Literaturdaten bestétigen, dass virale Onkoproteine eine Reihe zellularer Regulatoren im
Sinne einer metabolischen Remodellierung beeinflussenitél, Insbesondere kénnen Onkopro-
teine von HPV mit HIF-1a interagierenl62164  Eyolutionar hat sich mdglicherweise diese
Interaktion entwickelt, da Uber diesen zentralen Transkriptionsfaktor in einem Schritt eine
Reihe von zellularen Funktionen beeinflusst werden kénnen, wie es fir die virale Reproduktion
forderlich ist. Der augenfalligste Aspekt ist dabei die erhéhte Zufuhr von Baustoffen fir die
Synthese von viraler DNA und Kapsidproteinen durch die Induktion der aeroben Glykolyse.
Daneben erhdht zum Beispiel die Stimulation der Migration und Wundheilung im nattrlichen
Replikationszyklus von HPV die Chance einer persistierenden Infektion, da infizierte epitheliale
Basalzellen nicht nur zur vertikalen, sondern auch zur horizontalen Zellteilung angeregt
werden. Durch Veranderungen in der Regulation von Adhasionsmolekilen und der terminalen
Differenzierung von Keratinozyten durch HIF® wird weiterhin der Zellverband in den Warzen-
strukturen benigner HPV-assoziierter Lasionen aufgelockert und die Abschilferung infizierter
Hautzellen und somit die Freisetzung der Viruspartikel erleichtert2¢¢l, Insbesondere der Verlust
von E-Cadherin (E-Cadherin shedding) ist hier im Zusammenhang mit dem Mechanismus der
Immunevasion bei HPV-assoziierten OPSCC bedeutsam. Dariiber hinaus ist der Verlust von
E-Cadherin Teil der Prozesse, die bei der Umwandlung von Epithelzellen in Tumorzellen eine
Rolle spielen. Hierbei gehen epitheliale Eigenschaften verloren bzw. werden von mesenchy-
malen Merkmalen ersetzt. Diese epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist durch einen
Wechsel der Adhasionsmolekiile gekennzeichnet (cadherin switching), bei dem das epitheliale
E-Cadherin typischerweise verschwinden, dagegen das mesenchymale (neuronale-) N-
Cadherin exprimiert wird267, Die Aktivierung von HIF, sowohl durch echte Hypoxie z.B. in
anwachsenden Tumorzellmassen, als auch durch karzinogene Dysregulationen, kann zur
Hochregulierung von Transkriptionseffektoren wie Snail, Twist, ZEB1 und ZEB2 fuhren. Diese
wiederum unterdriicken unter anderem die Expression von E-Cadherin und induzieren somit
EMT. Hierbei schient HIF, Uber funktionelle Hypoxie-Reaktions-Elemente (hypoxia response
elements, HRES) innerhalb regulatorischer Bereiche der Gene ZEB1, Snail und Twist, direkt
an deren Regulation beteiligt zu seinl¢8170  Eine indirekte Beglnstigung der EMT Uber die
Vernetzung des HIF-Signalweg mit anderen Signalwegen wie z.B. Notchl'7:172 TGF-B173 und
Wntlt74 jst ebenso bekannt.

Im Kontext der HPV-induzierten Karzinogenese fiihren die Interaktionen der viralen
Onkoproteine mit HIF sozusagen zur Forderung mehrerer onkogener Prozesse, die in der
klassischen, Mutations-bedingten Karzinogenese Schritt fur Schritt erworben werden(t7sl, Dies
konnte erklaren, warum sichtbare Zwischenformen wie Leukoplakien oder makroskopisch
unsichtbare Vorlauferlasionen, wie sie bei der Feldkanzerisierung HPV-negativer KHK
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beschrieben werden, bei HPV-assoziierten OPSCC praktisch unbekannt sind. Die Feldkanze-
risierung beschreibt das Konzept multifokaler Felder pramaligner Mukosa im Bereich eines
Tumors im Kopf-Hals-Bereich. Diese entstehen durch die langjahrige Einwirkung chemischer
Karzinogene und werden als potenzielle Ursache fiir das Entstehen syn- oder metachroner
Zweitkarzinome und lokaler Rezidive angesehenlt7s.176],

Zwei weitere klinische Aspekte bei OPSCC kdnnten mit der Beeinflussung HIF-regulierter
Signalwege und metabolischer Veradnderungen durch HPV in Zusammenhang stehen.
Einerseits weisen HPV-assoziierte OPSCC bei vergleichsweise kleinen Priméartumoren haufig
bereits eine ausgepragte lymphogene Metastasierung (hohe N-Stadien) auf. Andererseits
zeigen Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC, trotz des negativen prognostischen Einfluss
eines hohen N-Stadiums, ein aul3ergewohnlich gutes Gesamtiiberleben und in der Regel ein
besonders gutes Ansprechen auf eine Strahlentherapielt?7-179,

Die lymphogene Metastasierung scheint bei HPV-assoziierten OPSCC entweder friher in der
Karzinogenese oder durch andere Mechanismen als bei HPV-negativen OPSCC induziert zu
werden. Die Schwachung von Zell-Zell-Kontakten, wie sie im naturlichen Replikationszyklus
von HPV in der terminalen Differenzierung von epithelialen Keratinozyten induziert wird, sowie
der Verlust von E-Cadherin und anderen Adhéasionsmolekilen scheint die zellulare Mobilitat
von HPV-assoziierten im Vergleich zu HPV-negativen Tumorzellen zu erhéhen, was eine
frihzeitigere lymphogene Metastasierung bedingen kdnnte. Bei metastasierenden Tumoren
wird eine reduzierte Expression von E-Cadherin haufig beobachtett80-182 ynd im Tumormodell
der Maus wurde gezeigt, dass der kombinierte Verlust von E-Cadherin und p53 zu einer
beschleunigten Entwicklung von invasiven und metastasierenden Mammakarzinomen
fuhrte3l, Die Aktivierung von HIF scheint bei diversen Zelltypen ausreichend zu sein, um EMT
und die Tumorinvasion zu induzierenli84+187, |m normalen Replikationszyklus von HPV hat die
Beeinflussung des HIF-Signalweg durch die viralen Onkoproteine mdglicherweise den Zweck
die Freisetzung infizierter Zellen und die Verbreitung der Viruspartikel zu erleichtern. Im
Kontext der Karzinogenese konnten dagegen dieselben Prozesse zu einer Erhdhung des
Metastasierungspotenzials von HPV-assoziierten Tumorzellen fihren.

Auch in Bezug auf das besonders gute Ansprechen HPV-assoziierter OPSCC auf eine
Bestrahlung konnte die HPV-induzierte Aktivierung von HIF wichtig sein. Bis zu einem
gewissen Grad unabhangig von der Sauerstoffversorgung scheint der Hypoxie-Signalweg und
damit die Glykolyse in HPV-assoziierten OPSCC aktiviert zu werden. Bei gleichen Messwerten
im ¥F-FDG PET/CT konnte somit effektiv mehr Sauerstoff im Tumor verfligbar sein, was eine
hdhere Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und eine entsprechend hdhere Effektivi-
tat der Strahlentherapie bedingen konnte. Weiterhin konnten wir in eigenen Untersuchungen
an bestrahlten HNSCC-Tumorzelllinien zeigen, dass HPV-positive gegeniiber HPV-negativen
Tumorzelllinien ein signifikant vermindertes klonogenes Uberleben aufweisenitee.9, Ahnliche
Ergebnisse wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beschriebent®191], Diese auf Zell- und
Gewebekulturen beruhenden Ergebnisse lassen vermuten, dass Defekte im Reparatursystem
von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) fiir die erhdhte in vitro-Radiosensitivitat verantwortlich
sind. Jedoch existieren vergleichsweise wenige (n=6) etablierte HPV-positive HNSCC-Tumor-
zelllinien. Daher werden Literaturdaten kontrovers diskutiert, die primar Defekte in der
homologen Rekombination und eine gestorte Expression von DSB-Reparaturproteinen als
zugrundeliegende Mechanismen vorschlagen*®2. Weiterhin sind die in vivo Bedingungen in
Bezug auf die Hypoxie in vielen Experimenten nur unzureichend abgebildet, denn Standard-
Zellkulturexperimente werden i.d.R. bei Sauerstoffkonzentrationen der Umgebungsluft
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durchgefuhrt. Im Vergleich zur normalen Séattigung im Gewebe oder sogar hypoxischen
Bedingungen (wie im Zentrum grof3er Tumore) ist diese Konzentration unphysiologisch
hochi*®3l. Naturliche Effekte, die durch Sauerstoffmangel hervorgerufen werden und auf einer
Aktivierung des HIF-Signalweges beruhen, kénnen hier also zumeist nicht erfasst werden.
Obwohl die aktuellen in vitro-Daten HIF-unabhangige Griunden fur ein besseres Ansprechen
auf die Strahlentherapie von HPV-positivem OPSCC unterstiitzen, schliel3t dies allerdings eine
Beteiligung des HIF-Signalwegs in vivo nicht aus. Wie meist bei komplexen biologischen
Systemen ist es insofern wahrscheinlich, dass mehrere Faktoren fur ein Erscheinungsbild bzw.
eine Merkmalsauspragung verantwortlich sind und sowohl Dysregulation der HIF-Signalwegs,
als auch Veranderungen im DSB-Reparatursystem fur die erhohte Strahlenempfindlichkeit bei
HPV-positiven OPSCC urséchlich sind. Ob und was von beidem kausal oder eine Folge ist,
kann hier nicht beantwortet werden.

Ein weiterer Aspekt der HPV-induzierten Aktivierung von HIF im Zusammenhang mit dem
besonders guten Ansprechen auf eine Bestrahlung betrifft die Klonalitét der Tumore. Sowohl
die zuvor beschriebenen genetischen, als auch metabolischen Veréanderungen scheinen
insgesamt bei HPV-assoziierten OPSCC homogener als bei HPV-negativen Tumoren zu sein.
Dies konnte bedeuten, dass die Gesamtzahl unterschiedlicher Tumorzellklone signifikant
geringer ist. Folglich ware auch die Wahrscheinlichkeit der Reetablierung resistenter Zellklone
nach einer Therapie geringer und die Chance einer vollstdndigen Eliminierung von
Tumorzellen entsprechend hoher. Dies kénnte sich in der wesentlich besseren Gesamtiiber-
lebensrate von Patienten mit HPV-assoziiertem OPSCC widerspiegeln, wenngleich diese
Patientengruppe auch durch andere, in der Regel mildere Risikoprofile gekennzeichnet ist.
Obwohl die karzinogenen Verénderungen bei HPV-assoziierten OPSCC homogener als bei
anderen Tumoren zu sein scheinen, zeigt die Forschung zunehmend, dass Tumorzellen
individuelle metabolische, genetische und epigenetische Eigenschaften besitzen. Diese
wiederum wirken sich je nach ihrem Mikromilieu unterschiedlich aus was die Progression bzw.
das Therapieansprechen der Tumore betrifft.

Metabolische Verédnderungen sind als potenzielle onkologische Therapieziele seit langem
bekannt. Erste Erfolge wurden bereits 1948 in der Behandlung akuter Leukamie bei Kindern
durch den Folsaure-Antagonisten Aminopterin (4'-Desoxy-4'-aminofolséure) publiziert*®4. Die
Tatsache, dass metabolische Veranderungen fir die Onkogenese von Bedeutung sind und
sogar fir das Uberleben mancher Tumorzellen essenziell sein konnen, macht entsprechende
biochemische Reaktionswege zu einem attraktiven therapeutischen Ziel. Allerdings sind diese
Stoffwechselwege allgemein von grundlegender Bedeutung und werden auch von
proliferierenden, nicht-transformierten Zellen (zum Teil auch von nicht-proliferierende Zellen)
genutzt, so dass nicht jede metabolische Veranderung als Therapieziel in Frage kommti19sl, |n
Zukunft werden die Fortschritte in der individualisierten Tumordiagnostik wahrscheinlich neue
Moglichkeiten bieten, Ver&nderungen des Stoffwechsels bei Tumorerkrankungen gezielt
therapeutisch zu nutzen, moglicherweise in Kombination mit anderen Behandlungsstrategien.
HPV-assoziierte OPSCC kdnnte aufgrund der "weniger komplexen" Karzinogenese in der
Entwicklung als Testsystem dienen, und moéglicherweise die Patienten dementsprechend
friher als bei anderen Tumorerkrankung von neuen Konzepten profitieren.
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2.6. HPV-induzierte immunologische Veranderungen beim Oropharynxkarzinom

Innerhalb und in der ndheren Umgebung der meisten Tumore findet sich eine grol3e Vielfalt
von Immunzellen. Zu den tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) gehéren T- und B-Zellen,
sowie natirliche Killerzellen (NK-Zellen). Daneben kommen Makrophagen, Neutrophile und
dendritische Zellen als Vertreter der myeloischen Linie vor. Die Haufigkeit und Verteilung von
Immunzelltypen unterscheidet sich stark zwischen Tumoren, die dementsprechend eingeteilt
werden kénnen in entzliindliche (,heil3e” / hot), nicht entziindliche (,kalte / cold) und in solche
Tumore bei denen Immunzellen ausgeschlossen werden (immune excluded). Allgemein sind
KHK eher den ,heilRen® Tumoren zuzuordnen, wobei das immune excluded Muster ebenfalls
vorkommtt%l,. HNSCC sprechen wie Melanome und Plattenepithel- sowie Adenokarzinome
der Lunge zu einem gewissen Grad auf aktuell zugelassene Immuntherapien an und es ist
auffallig, dass bei diesen Entitaten ein groRer Anteil an Tumoren gefunden wurde, die ,heil}*
in Bezug auf Immunzellmarker wie CD3, CD8 und PD1 waren. Allerdings wurden bei HNSCC
ebenso besonders haufig FoxP3 (Forkhead box protein P3)-positive regulatorische T-Zellen
(Tregs) gefundeni®®l, FoxP3 gehort zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Fehl-
funktionen mit neurologischen Entwicklungsstérungen und immunologischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht werden. Obwohl die Rolle von FoxP3 nicht vollstandig klar ist, scheint
seine Aktivitat mit immunsuppressiven Eigenschaften verbunden zu sein und die periphere
Immuntoleranz sowohl gegeniber Selbst-, als auch gegeniber Fremdantigenen zu ver-
mitteln*97, Dies korreliert mit der bei vielen Krebsarten bekannten Beobachtung, dass eine
hohe Zahl an Tregs im Tumorgewebe mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Bei HNSCC
wurden jedoch auch Hinweise auf positive Auswirkungen der Prasens von Tregs und
FoxP3-positiver Zellen gefunden, wie z.B. eine bessere lokoregionare Kontrolle und ein
besseres Gesamtiberleben(198-200], Insbesondere FoxP3-positive Tregs wurden in einer Studie
signifikant haufiger in der Invasionsfront HPV-positiver HNSCC gefunden. Die Anwesenheit
FoxP3-positiver Zellen (im Tumor und der Invasionsfront) korrelierte mit besserem krankheits-
spezifischem Uberleben%, unabhéngig vom HPV-Status und im Gegensatz zur allgemeinen
Assoziation von Tregs mit schlechter Prognose. Hieran lasst sich die Komplexitat immunolo-
gischer Aspekte erkennen und wenn auch allgemein ,viele“ Immunzellen in einer Tumorentitat
(wie HNSCC) gefunden werden, so bestehen dennoch grof3e Unterschiede innerhalb einer
Tumorentitat. Dies hat sich bei HNSCC bestéatigt, zumal aufgrund von prognostischen,
klinischen und molekularen Unterschieden bereits mit HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC zwei Unterklassen definiert wurden.

Solide Tumore bestehen in der Regel nicht nur aus Tumorzellen, sondern zusétzlich aus einer
komplexen Mischung gesunder Stromazellen. Die Gesamtheit aus Tumor- und Stromazellen,
der extrazellularen Matrix (ECM) und den darin enthaltenen (immunologischen)Faktoren wird
als Tumormikroumgebung (tumor microenvironment, TME) bezeichnet. Endothelzellen,
Krebs-assoziierte Fibroblasten (cancer associated fibroblasts, CAFs) und Immunzellen sind
die haufigsten Stromazellen, jedoch kénnen auch weitere Zelltypen auftreten. So wurden bei
HNSCC innervierende Neuronen aus dem peripheren Nervensystem und adrenerge Neuronen
nachgewiesen. Letztere kbnnen das Tumorwachstum fordern, was im Zusammenhang mit
einem Verlust von TP53 bzw. Funktionsverlust von p53 zu stehen scheint2t, Sowohl Tumor-
zellen als auch CAFs kénnen Wachstumsfaktoren wie VEGF produzieren(202203] ynd somit
Endothelzellen rekrutieren. Dies wiederum verbessert die Vaskularisation, sowie die damit
verbundene Sauerstoff- und Na&hrstoffversorgung. Endothelzellen kénnen weiterhin das
Uberleben und die Selbsterneuerung von Tumorstammzellen (CSCs) fordern(zo4,
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Die Bedeutung der CAFs bei der Karzinogenese von KHK ist in den letzten Jahren zunehmend
anerkannt worden. CAFs entstehen aus normalen Fibroblasten, unterscheiden sich aber von
diesen durch die Expression eines fur glatte Muskulatur typischen Aktins (a-smooth muscle
actin, aSMA) und durch einen dauerhaft anhaltenden Aktivierungszustand. Dieser ist ver-
gleichbar mit dem Zustand bei der Wundheilung, der mit einer induzierten schnellen Prolifera-
tion von Zellen einhergeht, die sich normalerweise selten teilen. Weiterhin wird hierdurch das
Einwandern von Epithel- und Stromazellen in die ECM und in Bindegewebe, sowie die Bildung
neuer Blutgefalle geférdert, was ein gunstiges Milieu fir das Fortschreiten von Karzinogenese
bietet2%5l, Sowohl das Ausgangsgewebe eines Tumors, als auch Tumor-spezifische Faktoren
beeinflussen den Phanotyp von CAFs. Dies bedingt eine insgesamt sehr heterogene Popula-
tion von Zellen, wobei einige Subtypen anhand spezifischer Expressionsmuster definiert
werden konneni28l, Neben VEGF kénnen CAFs eine Reihe von Faktoren produzieren und
abgeben, die das Wachstum von Tumorzellen, die Angiogenese und die Rekrutierung von
immunsuppressiven Immunzellen (z.B. durch IL-6) fordern. Zu diesen Faktoren gehdren auch
Matrix-Metalloproteasen (MMPs), die an der Degradation der ECM und ihrer Umstrukturierung
wahrend der Karzinogenese beteiligt sind. Die Eigenschaften der ECM beeinflussen die
Mobilitat von Zellen grundlegend, was in Kombination mit EMT bei der Metastasierung von
Tumoren relevant ist?7], Beispielsweise bildet das Transmembranprotein E-Cadherin zusam-
men mit Catenin-Molekllen die Zell-Zell Kontakte (adherens junction) zwischen benachbarten
Zellen, was deren Mobilitat, sowie Wachstumsfaktor-induzierte Zellteilungen verhindert
(contact inhibition of growth)08l, Eine Reihe von MMPs (und anderen Proteasen) kdnnen
E-Cadherin an der Zellmembran in ein N-terminales extrazellulares (80 kDa) und ein intrazellu-
lares C-terminales (38 kDa) Fragment spalten, wodurch die physikalischen Zellkontakte geldst
und die Mobilitat der Zellen erhdht werden209l, Zuséatzlich haben sowohl die extra- als auch die
intrazellulare Domane von E-Cadherin das Potenzial, mit weiteren Faktoren wie EGFR zu
interagiereni29 und die Karzinogenese zu beeinflussen?%?, Zunachst wurde vermutet?'l und
spater an einem Keratinozyten-Modellsystem gezeigt, dass die durch E-Cadherin aufgebauten
Zellkontakte von Langerhans-Zellen mit Keratinozyten fiir deren Lokalisation in der Epidermis
notwendig sind212, Interessanterweise wurden dies mit Hilfe des HPV1s E6 Proteins nachge-
wiesen, denn die Expression von E6 genligte in diesem Keratinozyten-Modell, um E-Cadherin
an deren Zelloberflache zu reduzieren und so die Interaktion mit Langerhans-Zellen zu storen.
Die Autoren vermuten, dass dies die Prasentation viraler Antigene durch Langerhans-Zellen
in vivo einschranke, eine zellvermittelte Immunantwort verhindere und so die Persistenz von
HPV in infizierten Zellen gefdrdert wirde?t2, Unsere eigenen Arbeiten an HPV-positiven
HNSCC Zelllinien betatigen eine verminderte Expression von E-Cadherin gegeniber
HPV-negativen Zelllinien und wir vermuten, dass dies durch eine HPV-induzierte Beeinfluss-
ung des HIF-Signalwegs erfolgt3. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben kdnnte dies im
normalen Replikationszyklus von HPV (durch die Auflockerung der Zell-Zell-Kontakte) die
Freisetzung infizierter Zellen und im Kontext der Karzinogenese das Metastasierungspotenzial
dieser Tumore beglnstigen3l. Mit der Funktion der Langerhans-Zellen wird dariiber hinaus
eine wichtige Komponente des Immunsystems beeinflusst. Als eine der wenigen Immunzellen
der oberen Hautschichten sind Langerhans-Zellen die Hauptgegenspieler im natirlichen
Infektionsweg von HPV. In vitro konnte gezeigt werden, dass Langerhans-Zellen zwar
genauso wie dendritische Zellen in der Lage sind, Virus-ahnliche Partikel (virus-like particles,
VLPs, bestehend aus den beiden Capsidproteine L1 und L2 von HPVie) aufzunehmen, sie
hierdurch jedoch nicht aktiviert werden. Auch nach Inkubation mit VLPs, die zusétzlich das
immunogene E7-Onkoprotein enthielten, waren Langerhans-Zellen nicht in der Lage, eine
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T-Zellantwort auszulésen. Dagegen wurde mit dem gleichen Versuchsansatz in dendritischen
Zellen eine HLA-vermittelte, E7-spezifische T-Zellantwort ausgel6st?el. In einer weiteren
Studie konnte gezeigt werden, dass Langerhans-Zellen weder phénotypisch noch funktionell
ausreifen, wenn sie VLPs exponiert werdend die das L2 Capsidprotein beinhalten. Dies war
nicht der Falle wenn die VLPs lediglich aus L1 bestehen(2!4, Interessanterweise scheint dieser
durch HPV induzierte immune-escape Mechanismus bei Langerhans-Zellen durch eine
Aktivierung des PI3-K-Signalwegs hervorgerufen zu werden?'sl. In diesem Signalweg liegen
bei HPV-positiven HNSCC ebenfalls Uberdurchschnittlich haufig aktivierende genetische
Veranderungen vorit47, was die Bedeutung dieses immune-escape Mechanismus zusatzlich
unterstreicht. Beim Zervixkarzinom wurde immunhistochemisch gezeigt, dass Immunzellen,
insbesondere Langerhans-Zellen, aber auch stromale Keratinozyten und Makrophagen, im
Rahmen einer HPV-Infektion zur Produktion von Interleukin-10 (IL-10) angeregt werden. I1L-10
wird allgemein als immunsuppressives Zytokin angesehen und wirkt hemmend auf Entziind-
ungsreaktionen, die Reifung Antigen-prasentierender Zellen, sowie die Proliferation von
T-Zellenl216], Aul3erdem ist eine Herunterregulierung der klassischen HLA Klasse | und
Klasse Il Molektle durch IL-10 bekannt - abgesehen von HLA-G, dessen Expression von IL-10
gefordert wird27, Im Rahmen einer HPV-Infektion der Zervix scheint sich ein positiver
Feedback-Mechanismus zwischen der Expression viraler Onkoproteine (E2, E6 und E7) und
IL-10 einzustellen, was ein kontinuierlich immunsuppressives TME beginstigt2t8l, Demgegen-
Uber steht die Fahigkeit von IL-10, Immunreaktionen durch die effektive Aktivierung von
NK-Zellen zu forderni2tél, Im nattrlichen Replikationszyklus spielt dieser aktivierende Effekt
jedoch keine (negative) Rolle fir HPV, da NK-Zellen im Epithel oberhalb der Basalmembran
Ublicherweise fehlen.

Ein weiterer immune-escape Mechanismus bei HPV-infizierten Zellen ist die verminderte
Expression von HLA Klasse | auf der Zelloberflache. Damit verbunden ist eine verminderte
Fahigkeit antigene Peptide zu préasentieren32 und somit auch die Wahrscheinlichkeit von
HPV-spezifischen CD8+ T-Zellen erkannt zu werdenil. Nach der missing-self-Hypothese fuhrt
dieses Fehlen von HLA Klasse | (ebenso wie IL-10) jedoch zur Aktivierung von NK-Zellen3
und wir konnten in einer eigenen Arbeit zeigen, dass bei HPV-assoziierten OPSCC hohere
Zahlen CD56-positiver Lymphozyten zu finden waren, bei denen granulares Granzym B und
CD16 als Marker zytotoxischer NK-Zellen nachgewiesen wurdel4, Ebenfalls konnten wir
bestatigen, dass bei HPV-assoziierten OPSCC haufiger der Verlust einer funktioneller HLA
Klasse | Expression auf der Oberflache von Tumorzellen vorliegtisl. Es ist zunachst nicht
plausibel, warum zytotoxische NK-Zellen in HPV-assoziierten Tumoren vorhanden sind,
obwohl diese Tumore vergleichsweise aggressiv wachsen und metastasieren. Hierfir missen
weitere Faktoren verantwortlich sein, die die Aktivitat vorhandene NK- oder andere
Immunzellen hemmen, so dass die Karzinogenese fortschreiten kann. Ein potenzieller
Kandidat hierfur ist HLA-G, ein nicht-klassisches humanes Leukozytenantigen der Klasse I. Im
Unterschied zu den klassischen HLA Klasse | Molekilen ist der Polymorphismus von HLA-G
begrenzt und seine Expression vergleichsweise gewebsspezifisch. HLA-G gehért zu den
Immun-Checkpoint Molekilen und bremst allgemein Immunreaktionen. Die Hauptfunktion von
HLA-G besteht darin, wéhrend der Schwangerschaft eine Immuntoleranz des maternalen
Immunsystems gegeniber dem Embryo zu bewirken. Daher tritt eine membranstéandige HLA-
G Expression vor allem bei Trophoblastenzellen in der Plazenta auf, aber z.B. auch bei einigen
immunologisch besonders ,beanspruchten® Geweben (Thymusepithelzellen, Hornhaut,
mesenchymale Stammzellen etc.)?19220. HLA-G interagiert mit dem hemmenden Rezeptor
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KIR2DL4 auf NK-Zellen und schitzt so vor deren Angriffi220, Daneben besitzt HLA-G weitere
immunsuppressive Eigenschaften wie die Hemmung von T- und B-Zellen, Hemmung der
Proliferation und der zytotoxischen Aktivierung von T- und NK-Zellen, sowie die Blockierung
der Funktionen von dendritischen Zellen und Neutrophilen. Weiterhin wurde im Zusammen-
hang mit der Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen, wie IL-10 und TGF-B, ein positiver
Ruckkopplungsmechanismus mit der Expression von HLA-G nachgewiesen, was im
Gegensatz zur ublicherweise durch IL-10 induzierten Herunterregulation von HLA Klasse |
Molekilen steht (siehe Seite 35)217. Somit kbnnte insgesamt ein effektivimmunsupprimiertes
TME durch die Expression von HLA-G entstehen, wodurch die Progression der Karzinogenese
gefordert wird. Inzwischen ist eine Tumor-assoziierte Expression von HLA-G bei HNSCC und
vielen anderen Tumortypen nachgewiesen wordenf220219, Eine weitere Rolle von HLA-G wird
beim Zervixkarzinom diskutiert, wo es Hinweise gibt, dass genetische Polymorphismen von
HLA-G relevant sind fur die Anfalligkeit fir eine HPV-Infektion und deren Persistenzi221l, Die
Rolle von HLA-G bei der Karzinogenese der Zervix im Zusammenhang mit HPV ist abgesehen
von der Infektion nicht gut verstanden, da in verschiedenen Studien sowohl eine erhdhte als
auch eine verringerte oder fehlende Expression von HLA-G in Lasionen im Frihstadium
festgestellt wurdel222, Weitaus schwacher ist die aktuelle Datenlage zudem bei HNSCC. Eine
Literatursuche (PubMed am 16.10.2023 mit dem Suchterm: ,HLA-G* and ,HPV* and ,head
neck®) ergab lediglich zwei Originalarbeiten mit insgesamt n=24 HPV-positiven Fallen, bei
denen HLA-G immunhistochemisch untersucht wurde. Hierbei waren die Ergebnissen
widerspruchlich in Bezug auf die Haufigkeit der HLA-G Expression bei HPV-positiven im
Vergleich zu HPV-negativen HNSCCI200.223],

Weitaus besser bei HNSCC untersucht als HLA-G sind die sogenannten Immun-Checkpoint
Marker. In einer eigenen Arbeit konnten wir zeigen, dass im Gegensatz zu HLA Klasse |, PD-L1
bei HPV-assoziierten OPSCC signifikant haufiger exprimiert ist®l. Der konkrete Zusammen-
hang zwischen dem Verlust von HLA Klasse | (HLA | loss) und der verstarkten PD-L1
Expression (PD-L1 high) ist noch unklar. Dennoch scheinen beides wichtige Wege zur
Umgehung des adaptiven Tumorimmunsystems zu sein, die haufig nebeneinander
vorkommen und zur Resistenz gegen eine Anti-Tumor-Immunitat beitragen3637.224225],
Immun-Checkpoint Signalwege sind unter physiologischen Bedingungen zur Dampfung einer
Uberreaktion von Immunzellen gegeniber korpereigenen Antigenen zustandig und hierbei
besonders wichtig wahrend der Schwangerschaft, um den Fetus vor den Immunzellen der
Mutter zu schitzen. Immun-Checkpoint Signalwege bestehen aus hemmenden Rezeptoren
auf Immunzellen und entsprechenden Liganden auf den Zellen, die vor einem Angriff der
Immunzellen geschiitzt werden sollen. Die bekanntesten Immun-Checkpoint-Rezeptoren sind
PD-1, CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte protein 4), LAG-3 (lymphocyte activation gene 3
protein) und TIM-3 (hepatitis A virus cellular receptor 2 alias T-cell immunoglobulin mucin
family member 3). Entsprechende Liganden werden h&ufig auch von Tumorzellen Uber-
exprimiert, um so der Aktivitat der Rezeptor-tragenden Immunzellen zu entgehen.

PD-L1 ist neben PD-L2 einer der inhibierenden Liganden des PD-1 Immun-Checkpoint Signal-
wegs und es ist gezeigt worden, dass die PD-L1 Expression inhibierend auf die Aktivitat von
NK-Zellen wirkt3839, Entsprechend scheint das Expressionsmuster HLA | loss / PD-L1 high
aus immunologischer Sicht allgemein aggressiver und maglicherweise fiir die Resistenz gegen
die Immun-Checkpoint-Therapie bei Patienten mit hoher PD-L1-Expression im Tumor verant-
wortlich zu seinf36226.2271 Allerdings sind die Zusammenhange komplex und teilweise kontro-
vers. So wurde berichtet, dass die Expression von HLA | als alleiniger Marker bei Lungen- und
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Brustkrebs sowohl mit einer besseren als auch mit einer schlechteren Uberlebensrate
verbunden ist?28-2301, In unseren Untersuchungen korrelierte die Expression von PD-L1 mit dem
Verlust einer funktionellen HLA Klasse | Expression und der Anwesenheit von CD8+ T-Zellen.
Dies war mit einem besseren Gesamtiiberleben der Patienten assoziiert und insgesamt fand
sich der HLA | loss / PD-L1 high Phanotyp haufiger bei HPV-assoziierten OPSCCEL. Innerhalb
dieser Patientengruppe konnten wir jedoch keinen Zusammenhang im Bezug zum Gesamt-
Uberleben feststellen — mit groRer Wahrscheinlichkeit, weil der HPV-Status alleine bereits
einen sehr starken positiven Einfluss auf das Gesamtiberleben ausibt und kaum Ereignisse
(Todesfalle) im Beobachtungszeitraum auftraten. In dieser Patientengruppe ist in unserer
Untersuchung dennoch ein interessanter Unterschied erkennbar, denn die Anwesenheit von
CD8+ T-Zellen war unabhéangig von PD-L1 mit einem besseren Gesamtiiberleben assoziiert!3s.
Die anwesenden Tumorzellen, seien es zytotoxische T- oder Granzym B haltige NK-Zellen,
befinden sich offensichtlich in einem (gedampften) Aktivitatszustand, der das Tumorwachstum
weiterhin ermdglicht. Nahezu alle Patienten in den untersuchten Stichproben erhielten eine
konventionelle Therapie, in der Regel in Form einer Resektion mit anschlieRender Bestrahl-
ung. Dies kdnnte zu Verdnderungen im Immungleichgewicht beigetragen haben und die
passiven Immunzellen in den Fallen reaktiviert haben, in denen die Tumore nicht vollig frei von
Immunzellen waren, und so zu dem besseren Ansprechen auf die Behandlung beigetragen
haben. Im Gegensatz dazu ist dieser Effekt bei Tumoren nicht vorhanden, wenn Immunzellen
fehlen oder ihre Aktivitat durch zusatzliche/andere Mechanismen kompensiert wird.

Tumorzellen kénnen einer Immunreaktion entgehen, indem die Expression tumorspezifischer
Antigene oder die entsprechenden Rezeptoren fiir deren Prasentation reduziert wird.
Weiterhin kann die Reaktion von Immunzellen abgeschwécht werden, indem zum Beispiel
hemmende Rezeptoren von Immun-Checkpoint Signalwegen auf der Oberflache von
Tumorzellen prasentiert werden. Weiterhin kann durch Veranderungen der Tumor-Mikro-
umgebung die Rekrutierung von Immunzellen verringert werden. Zu beachten ist bei der
Betrachtung der karzinogenen Prozesse, dass keine der genannten Moglichkeiten spezifisch
aktiviert wird. Vielmehr flihren Selektionsprozesse dazu, dass unter einer Gesamtheit an
Zellklonen sich diejenigen durchsetzen, in denen die fiir eine Mikroumgebung vorteilhaftesten
Veranderungen vorliegen. Dies bedingt eine zeitliche und r&umliche Heterogenitat von
Tumoren, was von Bedeutung fir Behandlung ist. Die Folgen und Auswirkungen eines
aktivierten Immunsystem kdnnen betréachtlich sein. Daher sind die genannten Prozesse der
Immunkontrolle bzw. der Immunevasion essentieller Bestandteil jeder Karzinogenese und
aullerst vielversprechende Ziele fir immunologische Therapiekonzepte. Der Vorteil
gegenlber konventionellen Konzepten liegt in der systemischen Wirksamkeit und den
(vergleichsweise) geringen Nebenwirkungen im Vergleich zur Chemotherapie. Der Schlissel
einer erfolgreichen Immuntherapie liegt in der gezielten und dosierten (Re-)Aktivierung von
Immunzellen und der Enttarnung von Tumorzellen. 2016 wurden von der US-amerikanischen
FDA mit Pembrolizumab und Nivolumab zwei humanisierte bzw. humane monoklonale
Antikorper als Immun-Checkpoint-Inhibitoren zugelassen, zunéchst als Option zur Zweitlinien-
behandlung von Platin-resistenten, rezidivierenden oder metastasierenden HNSCC. Beide
Immuntherapeutika binden an PD-1 und verhindern so eine Dadmpfung der Immunreaktion
durch die Aktivierung des Signalwegs Uber die auf Tumorzellen exprimierten Liganden PD-L1
und PD-L2. Fur HNSCC mit einer hinreichenden PD-L1 Expression (CPS 21 (kombinierter
positiver Score, errechnet aus der Expression auf T- und Tumorzellen) wurde 2019 die
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Zulassung von Pembrolizumab auf die Erstlinienbehandlung als Monotherapie durch die FDA
ausgeweitetl231,

Problematisch an einer Immuntherapie ist, wie bei vielen anderen systemisch wirkenden
Ansatzen, dass die meisten Signalwege (in unterschiedlichem Umfang und zu unterschiedli-
chen Entwicklungszeiten) auch in gesunden Zellen existieren und hierdurch unerwinschte
Effekte auftreten kdnnen. Weiterhin sind in einer Patientenpopulation relativ wenige spezi-
fische Antigene von Tumoren stabil genug, um fur alle Patienten das ,eine“ passende Immun-
therapeutika bereitstellen zu konnen. Abgesehen von Virus-assoziierten Tumoren (mit homo-
generen Karzinogenese) werden in den meisten Tumortypen individuelle genetische Veran-
derungen und entsprechende Neoantigene eine Vielzahl heterogener Tumor-spezifischer
Antigene bedingen. Dies macht die Entwicklung erfolgreicher Immuntherapeutika anspruchs-
voll, méglicherweise in Zukunft jedoch l6sbar, in Anbetracht der heutigen Entwicklungsspriinge
was Sequenzierungs- und Computertechnologien (,kinstliche Intelligenz) angeht. Die
Moglichkeiten der Editierung des Genoms mit Hilfe neuer gentechnischer Methoden (wie
CRISPR/Cas) erotffnet eine weitere Vielfalt therapeutischer Anwendungen, beispielsweise
basierend auf Immunzellen, die durch gentechnische Modifizierungen in die Lage versetzt
werden Tumorzellen effektiv zu erkennen und zu bekdmpfen. Die Komplexitat biologischer
Systeme, die Mechanismen der Karzinogenese und ihr Zusammenspiel mit dem
Immunsystem erfordern jedoch weitere Forschungsanstrengungen, die ebenfalls individuelle
Risikoprofile von Patienten einbeziehen. Nichtsdestotrotz wird die Immuntherapie derzeitige
Konzepte der Behandlung in naher Zukunft sicherlich grundlegend verandern.
HPV-assoziierte OPSCC koénnten sich aufgrund des Mechanismus ihrer Karzinogenese und
vergleichsweise homogener Verédnderungen besonders gut fir die erfolgreiche Anwendung
neuer Therapiekonzepte eignen.
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3. Zusammenfassende Darstellung

In dieser kumulativen Habilitationsschrift wird die Bedeutung humaner Papillomviren (HPV) in
der Kopf-Hals-Onkologie anhand eigener Veroffentlichungen zum Thema und deren wissen-
schaftlichen Einordnung diskutiert. Dieses Thema ist von allgemeinem Interesse, da die Zahl
der Neuerkrankungen an Kopf-Hals-Karzinomen sowohl in Deutschland als auch in vielen
anderen Landern weitgehend konstant bleibt, obwohl der Tabakkonsum als wesentlicher
Risikofaktor allgemein ricklaufig ist. Lediglich bei einzelnen Sublokalisationen wie dem
Larynxkarzinom ist ein Ruckgang der Inzidenz nachweisbar. Dieser wird jedoch insgesamt
durch eine signifikante Zunahme HPV-assoziierter Oropharynxkarzinome kompensiert, was
anhand eigener Arbeiten auf nationaler Ebene sowie flr das regionale Einzugsgebiet der
HNO-KlIinik Giel3en bestatigt werden konnte.

Von den Uber 200 bekannten HPV-Typen sind aktuell zwolf als karzinogen eingestuft und als
kausal fir humane Plattenepithelkarzinome wie die der Zervix- und des Oropharynx (OPSCC)
anerkannt. Allgemein sind die klassischen Risikofaktoren Rauchen und Alkoholkonsum bei
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC geringer ausgepragt. Weiterhin haben diese Patien-
ten einen besseren allgemeinen Leistungszustand und sind jinger. Allerdings zeigen verschie-
denste Studien sowie unsere eigenen Arbeiten, dass Uberlagerungen von Risikofaktoren und
geographische Unterschiede bestehen. Beispielsweise lag in unseren Untersuchungen das
Alter der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC signifikant Gber dem der Patienten mit
HPV-negativen OPSCC, was im Gegensatz zur allgemeinen Erwartung steht. Haufig sind
HPV-assoziierte OPSCC charakterisiert durch kleinere Primartumore, aber eine weiter
vorangeschrittene lymphogene Metastasierung. Dennoch ist die Prognose dieser Patienten
weitaus besser als bei einem HPV-negativen OPSCC, was wir im Rahmen prognostischer
Modellierungen ebenfalls bestatigen konnten.

Mit dem zellularen p16™K4 Protein steht ein zuverlassiger immunhistochemischer Nachweis
fir HPV-assoziierte OPSCC zur Verfligung, da dieser Tumorsuppressor in HPV-negativen
Tumoren Ublicherweise nicht nachweisbar ist. Als erster molekularer Marker wurde die p16'NK4a
Expression in der 8. Version der AJCC/UICC-Klassifikation fir OPSCC und CUPHNSCC g|s
Surrogat einer HPV-Assoziation eingefiihrt. Dennoch zeigen eigene und andere Studien, dass
nur unter Einbeziehung eines Nachweises von HPV selbst, beispielsweise der HPV-DNA, eine
sichere Unterscheidung von OPSCC-Subgruppen mdglich ist, so wie es fur die aktuell disku-
tierte deintensivierte Therapie oder zukunftige individualisierte(re) Konzepte erforderlich ist.

Die HPV-Onkoproteine E6 und E7 I6sen einer Reihe molekularer Veranderungen aus, die in
HPV-negativen Tumoren gewdhnlich durch genetische Veranderungen hervorgerufen werden.
Das Mutationsprofil von HPV-assoziierten OPSCC kennzeichnet sich entsprechend durch
weniger Mutationen, insbesondere von TP53 und RB1, was wir bestatigt konnten. Dennoch
sind bei HPV-assoziierten OPSCC manche Signalwege (Zellzyklus, Zelliberleben und
Zelldifferenzierung) gehauft von Mutationen betroffen wie z.B. der PI3K/AKT/mTOR-Signal-
weg. Zusatzlich scheinen metabolische Veranderungen durch virale Onkoproteine hervorge-
rufen zu werden, die im normalen Replikationszyklus von HPV auftreten aber auch die
Karzinogenese beglnstigen, beispielsweise die Aktivierung der Glykolyse (Warburg-Effekt)
tber den HIF-Signalweg, was durch unsere und andere Daten nahegelegt wird.
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Mit der Aktivierung der Glykolyse kénnen weitere Dysregulationen wie die epitheliale-mesen-
chymale Transition (EMT) bei HPV-assoziierten OPSCC verbunden sein. Dies kdnnte der
Grund fur die in der Regel kleineren Tumoren sein, die im PET-CT zwar klinisch gut erkennbar
sind, dennoch aber bereits die typische lymphogene Metastasierung entwickelt haben.
Daneben kdnnte die geringere GroRRe dieser Tumore eine bessere Oxygenierung bedingen.
Dies wiederum verbessert die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wahrend einer Strahlen-
therapie, was ein Grund fir das besonders gute Ansprechen HPV-assoziierten OPSCC auf
diese Behandlung sein kdnnte.

Sowohl genetische als auch metabolische Veranderungen kdnnen bei HPV-assoziierten
OPSCC von diagnostischer und therapeutischer Bedeutung sein. Genetische Verénderungen,
insbesondere virale DNA, kdnnen im Blut von Tumorpatienten (liquid biopsy) nachgewiesen
werden, was wir und andere inzwischen belegen konnten. Die Haufigkeit dieser tumorspe-
zifischen DNA in Flussigbiopsien korreliert mit dem Krankheitsverlauf und kann sowohl in der
Nachsorge als auch wahrend der Therapie zur Uberwachung des Ansprechens auf die
Behandlung genutzt werden. Dieser Aspekt ist vor allem im Hinblick auf die zunehmende
Personalisierung der Medizin wichtig, da so auch akute Komplikationen friihzeitig erkannt
werden kénnen.

Virale Onkoproteine, insbesondere ES5, induzieren bei HPV-assoziierten OPSCC immun-
escape Mechanismen, wie die Herunterregulierung einer funktionellen HLA Klasse | Expres-
sion oder die vermehrte Expression inhibierend wirkender Liganden (wie PD-L1) von Immun-
Checkpoint Signalwegen. Dennoch sind HPV-assoziierte OPSCC durch eine Prasenz von
Immunzellen gekennzeichnet, insbesondere von NK-Zellen, wie unsere Daten zeigen. Eine
Verschiebung des immunologischen Gleichgewichts durch die konventionelle Therapie kénnte
eine systemische anti-Tumor Immunantwort auslosen, die flr das wesentlich bessere
Gesamtlberleben dieser Patienten mitverantwortlich sein kénnte.

Die in dieser Habilitationsschrift diskutierten eigenen Arbeiten zeigen neben einer Reihe
weiterer Publikationen der letzten Jahre, dass HPV-assoziierte OPSCC sich grundlegend von
den klassischen, Noxen-assoziierten Kopf-Hals-Karzinomen unterscheiden und eine eigen-
standige Tumorentitat darstellen. Angesichts der hier beschriebenen Bedeutung humaner
Papillomviren in der Kopf-Hals-Onkologie erscheinen HPV-assoziierte OPSCC aufgrund des
spezifischen Mechanismus ihrer Karzinogenese, der vergleichsweise homogenen moleku-
laren Veranderungen und des meist milderen klinischen Verlaufs besonders pradestiniert zu
sein um neue, immunologische Therapiekonzepte zu entwickeln. Die besonderen immunologi-
schen Aspekte der Karzinogenese dieser Tumore und die Tatsche, dass bereits klinische
Studien zur deintensiviereten Therapie bei HVP-assoziierten OPSCC durchgefiihrt werden
deutet darauf hin, dass diese Patientengruppe mutmalfilich auch als erste von derartigen
Therapiekonzepten profitieren kénnten.
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5. Abklrzungsverzeichnis

(Verzeichnis und Bedeutung mehrfach verwendeter Abkiirzungen. Englische Bedeutung kursiv; Plural bei Bedarf
durch angefugtes ,s*“ angezeigt; einmalig verwendete Abkirzung sind an entsprechender Textstelle erklart.)

Abkirzung Bedeutung Abkilrzung Bedeutung
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AJCC American Joint Committee on Cancer hang mit KHK
ATP Adenosintriphosphat LR low risk - nicht onogene HPV-Typen
CAF Krebs-assozii.ertec; ]Eli)br%llnlast; MRNA messenger- oder Boten-RNA
cancer assoc.late ibroblast M-Status Fernmetastasen vorhanden / fehlen
cfDNA zellfreie DNA,; cell free DNA : -
oK Cytokeratin NGS next-generation sequencing
natirlichen Killerzelle;
CSC Krebsstammzelle, cancer stem cell NK-Zelle natural killer cell
CUP CUP-Syndrom (Prim'artumor. unbe- Nodus (Lymphknoten), Fehlen /
kannt); cancer of unknown primary Vorhandensein, GroRe und Zahl von
Plattenepithelkarzinom-Metastasen N-Status regiondren Lymphknotenme-
in zervikalen (Hals-)Lymphknoten tastasen
CUPHNSCC ohne  auffindbaren  Primértumor, Plattenepithelkarzinome des Oro-
Ursprung eines HNSCC aufgrund OPSCC pharynx; oropharyngeal sgqua-mous
Lymphab-flusswege wahrscheinlich cell carcinoma
DNA Desoxyribonukleinsaure PCA Hauptkomponentenanalyse; principal
ECM extrazellularen Matrix component analysis
Index zur Lebensqualitat / allgemei- PCR Polymerase-Kettenreaktion
ECOG nen Leistungsfahigkeit der Eastern Positronen EmissionS_Tomogra_phie
Cooperative Oncology Group PET/ICT | computertomographie
epitheliale-mesenchymale  Transi- RNA Ribonukleinsaure
EMT tion; epithelial-to-mesenchymal rekursiven Partitionierung:
transition “ _ RPA recursive partitioning analysis
US-amerikanische  Behorde  fur Plattenepithelkarzinom:
FDA Legens- un(cji Arzneimittel; U.S. Food SCC squamous cell carcinoma
and Drug Administration i TagMan- guantitativen PCR unter Verwend-
GTDS Giel3ener Tumordokumentations- q ung von spezifischen Hydrolyse-
system Assay sonden
Humane  Leukozytenantigen  / The Cancer Genome Atlas
Haupthistokompatibilitatskomplex, Programms des US-amerika-nischen
HLA Major - Histocompatibility - Complex TCGA Krebsforschungszentrum,  National
(MHC), bel_ Menschen als HLA- Cancer Institute (NCI)
:r):ﬁteenr: bezeichnet; human leukocyte TME Tumorm_ikroumgebung;
> Et; o Hal N 5 tumor microenvironment
- entrum fir Hals- asen- un ;
- ' targeted next-generation sequen-
HNQ Klinik Ohrenheilkunde der Justus-Liebig- INGS k. 9 q
Gielen Universitét Giel3en U :
Plattenepithelkarzinome des Kopf TNM-System der UICC zur Stadien-
) 3 bestimmun bosartiger Tumore;
HNSCC Hals Bereich; head and neck TNM TNM Clasgsification gof Malignant
squamous cell carcinoma Tumours
HPV humanes Papillomvirus Tumor, Ausdehnung und Verhalten
HR high risk - onogene HPV-Typen T-Status des Primartumors
International Agency for Research on Union for International Cancer
IARC Cancer UICC Control
10. Version der internationalen sta- USA Vereinigten Staaten von Amerika
tistischen Klassifikation der Krank- uv Ultraviolettstrahlung
he!ten und _venNandter Gesund- WES whole exome sequencing
ICD10 heitsprobleme; ol -
International  Statistical  Classifi- WGS hid oegenome. seq“e”_c'”g
cation of Diseases and Related WHO Weltgesundheitsorganisation; World
Health Problems Health Organization
IF Intermediérfilamentprotein
KHK Kopf-Hals-Karzinom, alle Histologien
LDR lokales oder entferntes Rezidiv;

local / distant recurrence

51



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 eigene Publikationen

6. Dieser Arbeit zu Grunde liegende eigene Publikationen

6.1. Inzidenz HPV-assoziierter Plattenepithelkarzinom des Oropharynx

Seite 53-60

Wittekindt C, Wagner S*, Bushnak A, Prigge ES, von Knebel Doeberitz M, Wirdemann N,
Bernhardt K, Pons-Kihnemann J, Maulbecker-Armstrong C, Klussmann JP. Increasing
Incidence rates of Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma in Germany and Significance of
Disease Burden Attributed to Human Papillomavirus. Cancer Prev Res (Phila).
2019 Jun;12(6):375-382. doi: 10.1158/1940-6207.CAPR-19-0098. PMID: 31003993.

*: gleichberechtigte Erstautorenschaft

52



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 eigene Publikationen

6.2. Risikofaktoren und Prognostischen Modelle

Seite 62-69

Wagner S*, Wittekindt C, Sharma SJ, Wuerdemann N, Jittner T, Reuschenbach M, Prigge
ES, von Knebel Doeberitz M, Gattenlohner S, Burkhardt E, Pons-Kihnemann J, Klussmann
JP. Human papillomavirus association is the most important predictor for surgically treated
patients with oropharyngeal cancer. Br J Cancer. 2017 Jun 6;116(12):1604-1611. doi:
10.1038/bjc.2017.132. Epub 2017 May 4. PMID: 28472822; PMCID: PMC5518861.

Seite 70-77

Wuerdemann N, Wittekindt C, Sharma SJ, Prigge ES, Reuschenbach M, Gattenléhner S,
Klussmann JP, Wagner S. Risk Factors for Overall Survival Outcome in Surgically Treated
Human Papillomavirus-Negative and Positive Patients with Oropharyngeal Cancer. Oncol Res
Treat. 2017;40(6):320-327. doi: 10.1159/000477097. Epub 2017 May 17. PMID: 28558385.

Seite 78-90

Wagner S*, Langer C, Wuerdemann N, Reiser S, Abing H, Pons-Kilhnemann J, Prigge ES,
von Knebel Doeberitz M, Gattenldhner S, Waterboer T, Schroeder L, Arens C, Klussmann JP,
Wittekindt C. Predictors for Survival of Patients with Squamous Cell Carcinoma of Unknown
Primary in the Head and Neck Region. Cancers (Basel). 2023 Apr 6;15(7):2167. doi:
10.3390/cancers15072167. PMID: 37046829; PMCID: PMC10093301.

*: gleichberechtigte Erstautorenschaft

61



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 eigene Publikationen

6.3. Diagnostische Marker bei Plattenepithelkarzinom des Oropharynx

Seite 92-100

Wagner S*, Prigge ES, Wuerdemann N, Reder H, Bushnak A, Sharma SJ, Obermueller T,
von Knebel Doeberitz M, Dreyer T, Gattenléhner S, Wolf G, Pons-Kihnemann J, Wittekindt C,
Klussmann JP. Evaluation of p16INK4a expression as a single marker to select patients with
HPV-driven oropharyngeal cancers for treatment de-escalation. Br J Cancer. 2020
Sep;123(7):1114-1122. doi: 10.1038/s41416-020-0964-x. Epub 2020 Jul 6. Erratum in: Br J
Cancer. 2021 Jul;125(2):307. PMID: 32624580; PMCID: PMC7525437.

Seite 101-111

Reder H, Taferner VF, Wittekindt C, Bréauninger A, Speel EM, Gattenldohner S, Wolf G,
Klussmann JP, Wuerdemann N, Wagner S*. Plasma Cell-Free Human Papillomavirus
Oncogene E6 and E7 DNA Predicts Outcome in Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma. J
Mol Diagn. 2020 Nov;22(11):1333-1343. doi: 10.1016/j.jmoldx.2020.08.002. Epub 2020 Aug
18. PMID: 32822851.

*: gleichberechtigte Erst- bzw. Letztautorenschaft

91



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 eigene Publikationen

6.4. Genetische Veranderungen und Mutationsmuster beim Oropharynxkarzinom

Seite 113-119

Reder H, Wagner S*, Gamerdinger U, Sandmann S, Wuerdemann N, Braeuninger A, Dugas
M, Gattenloehner S, Klussmann JP, Wittekindt C. Genetic alterations in human papillomavirus-
associated oropharyngeal squamous cell carcinoma of patients with treatment failure. Oral
Oncol. 2019 Jun;93:59-65. doi: 10.1016/j.oraloncology.2019.04.013. Epub 2019 Apr 28. PMID:
31109697.

Seite 120-129

Reder H, Wagner S*, Wuerdemann N, Langer C, Sandmann S, Braeuninger A, Dugas M,
Gattenloehner S, Wittekindt C, Klussmann JP. Mutation patterns in recurrent and/or metastatic
oropharyngeal squamous cell carcinomas in relation to human papillomavirus status. Cancer
Med. 2021 Feb;10(4):1347-1356. doi: 10.1002/cam4.3741. Epub 2021 Feb 1. PMID:
33527763; PMCID: PMC7926014.

*: gleichberechtigte Erstautorenschaft

112



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 eigene Publikationen

6.5. HPV-induzierte metabolische Veranderungen beim Oropharynxkarzinom

Seite 131-141

Knuth J, Sharma SJ, Wirdemann N, Holler C, Garvalov BK, Acker T, Wittekindt C, Wagner S*,
Klussmann JP. Hypoxia-inducible factor-1a activation in HPV-positive head and neck
squamous cell carcinoma cell lines. Oncotarget. 2017 Sep 11;8(52):89681-89691. doi:
10.18632/oncotarget.20813. PMID: 29163780; PMCID: PMC5685701.

Seite 142-147

Sharma SJ, Wittekindt C, Knuth J, Steiner D, Wuerdemann N, Laur M, Kroll T, Wagner S*,
Klussmann JP. Intraindividual homogeneity of 18F-FDG PET/CT parameters in HPV-positive
OPSCC. Oral Oncol. 2017 Oct;73:166-171. doi: 10.1016/j.oraloncology.2017.08.019. Epub
2017 Sep 14. PMID: 28939071.

*: gleichberechtigte Letztautorenschaft

130



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 eigene Publikationen

6.6. HPV-induzierte immunologische Veranderungen beim Oropharynxkarzinom

Seite 149-159

Wagner S, Wittekindt C, Reuschenbach M, Hennig B, Thevarajah M, Wirdemann N, Prigge
ES, von Knebel Doeberitz M, Dreyer T, Gattenléhner S, Klussmann JP. CD56-positive
lymphocyte infiltration in relation to human papillomavirus association and prognostic
significance in oropharyngeal squamous cell carcinoma. Int J Cancer. 2016 May
1;138(9):2263-73. doi: 10.1002/ijc.29962. Epub 2016 Jan 8. PMID: 26662627.

Seite 160-175

Wuerdemann N, Giltekin SE, Pitz K, Wittekindt C, Huebbers CU, Sharma SJ, Eckel H,
Schubotz AB, Gattenldhner S, Blttner R, Speel EJ, Klussmann JP, Wagner S*, Quaas A. PD-
L1 Expression and a High Tumor Infiltrate of CD8+ Lymphocytes Predict Outcome in Patients
with Oropharyngeal Squamous Cells Carcinoma. Int J Mol Sci. 2020 Jul 23;21(15):5228. doi:
10.3390/ijms21155228. PMID: 32718057; PMCID: PMC7432501.

*: gleichberechtigte Letztautorenschaft

148



Wagner, S. Habilitationsschrift, 2024 Anhéange

7. Anhange

7.1. Anhang 1: Zigarettenkonsum in Deutschland 1991 bis 2022

Durchschnittlicher Konsum von (versteuerten) Zigaretten pro Tag in
Deutschland von 1991 bis 2022 (in Millionen)

400
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Beschreibung

Diese Statistik veranschaulicht den téaglichen Zigarettenkonsum in Deutschland von 1991 bis 2022. Im Jahr
2022 werden durchschnittlich 180 Millionen Zigaretten pro Tag konsumiert, was einen Rickgang im
Vergleich zum Vorjahr bedeutet. Im Vergleich zu einem Hdochststand im Jahr 2002 ist der Verbrauch bis 2022
um 55 % gesunken.

Informationen zu Quelle und Methodik

Quelle

Durchgefiihrt von

Zeitraum der Erhebung
Region

Verdffentlicht von

Zeitpunkt der Veroffentlichung

Statistisches Bundesamt
Statista; Statistisches Bundesamt
1991 bis 2022

Deutschland

Statistisches Bundesamt

Februar 2023

Original-Quelle Absatz von Tabakwaren 2022, page 5
Website URL https://www.statista.com/statistics/507124/daily-cigarette-consumption-germany/
Hinweise: Die Zahlen wurden anhand der Daten zur Tabaksteuer berechnet und gerundet.

Text Ubersetzt und Darstellung graphisch angepasst nach Original-Quelle: Statistisches Bundesamt; ID 507124

Literaturquelle: Statistisches Bundesamt. (February 8, 2023). Average consumption of (taxed) cigarettes per day in
Germany from 1991 to 2022 (in millions) [Graph]. In Statista. Retrieved November 08, 2023, from
https://www.statista.com/statistics/507124/daily-cigarette-consumption-germany/
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7.2. Anhang 2: Auswertung des Giel3ener Tumordokumentationssystems (GTDS)

Entwicklung der Fallzahl der an der HNO-Klinik Giel3en zwischen 1993 bis
2018 behandelten KHK.

A GTDS Auswertung 1993-2018: Gesamtzahl aller KHK der

vier haufigsten Sublokalisationen in GieRen Fallzahlen
200 -
Jahr  alle KHK
190
1993 163
180 ° 1994 185
1995 152
1996 172
1997 159
170 1998 152
—_ 1999 150
% 2000 161
2001 160
N 160 2002 164
% 2003 145
2004 144
L 150 2005 148
2006 172
140 L
2009 128
2010 169
130 [} 2011 140
2012 154
2013 141
120 b 2014 166
2015 145
2016 157
110 2017 163
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Diagnosejahr Lineare Regressionsanalyse:

alle KHK: Mundhéhle und Rachen (ICD10: C00-C14), Nasenhdhle, Mittelohr,
Nasennebenhohle (ICD10: C30-C31) und Larynx (ICD10: C32)

B GTDS Auswertung 1993-2018: der vier haufigste

[ ) R =-0,432; B =-0,795; P = 0,028

% Sublokalisationen in Giel3en Fallzahlen
Jahr Mu;dh Nasenh./ L Oropha-

80 ODror;I)eh Mittelohr anynx rynx

° 1993 70 7 45 41

1994 79 8 61 37

1995 70 3 43 36

1996 59 2 59 52

1997 64 4 47 44

1998 54 11 46 41

1999 57 1 39 53

— 2000 67 6 46 42
ey 2001 58 6 51 45
© 2002 63 5 57 39
N 2003 50 6 54 35
(‘=5 2004 53 6 38 47
2005 56 5 42 45

L 2006 62 12 49 49
2007 51 4 43 46

2008 56 5 51 35

2009 42 3 40 43

2010 62 4 49 54

2011 51 10 34 45

2012 60 7 40 47

2013 56 7 31 47

2014 58 10 44 54

2015 64 8 30 43

2016 64 12 33 48

2017 53 10 36 64

2018 38 3 33 47
Summe 1517 165 1141 1179

Diagnosejahr Lineare Regressionsanalysen:

® Mundhohle und Rachen ohne Oropharynx (ICD10: C00-C14) R =-0,519; B =-0,588; P = 0,007

® Nasenhohle, Mittelohr, Nasennebenhohle (ICD10: C30-C31) R=0,321;B= 0,129; P=0,110

® Larynx (ICD10: C32) R =-0,663; B =-0,739; P < 0,001

@® Oropharynx (ICD10: Zungengrund (CO1), Teilbereiche des Gaumens (C05.1, R =0,463; B = 0,402; P = 0,017

C05.2), Tonsillen (C09) und Oropharynx (C10)

Methodik: Aus dem Giel3ener Tumordokumentationssystems (GTDS) wurden alle Patienten ermittelt, bei denen eine bdsartige
Tumorerkrankung diagnostiziert, bzw. eine solche an der HNO-Klinik in Gief3en behandelt wurde. Nach Ausschluss doppelter Eintrage
(Dopplungen und Eintrdge von Rezidiven als unabhéngige Neuerkrankungen), und Diagnosen die wahrend des Aufbaus von GTDS (vor
1993) oder wahrend der COVID-19-Pandemie (nach 2018) gestellt wurden, erfolgte die Identifizierung aller KHK der vier haufigsten
Sublokalisationen anhand der ICD10 Codes (siehe Abbildungen). Falle bei denen eine Mehrfachkodierung im Gleichen Jahr aus
Mundhéhle und Rachen sowie Oropharynx vorlag, wurden dem Oropharynx zugeordnet.

Ergebnisse: Abbildung A zeigt einen leichten Rickgang der Summe der vier haufigsten Sublokalisationen (alle KHK) zwischen 1993
und 2018. Die Regressionsanalyse deutet auf einen schwachen bis méRigen linearen Zusammenhang der Fallzahlentwicklung mit dem
Zeitverlauf hin. Abbildung B zeigt einen Rickgang der Karzinome der Mundhohle und des Rachens, sowie des Larynx, jedoch einen
Anstieg der Oropharynxkarzinome. Die Regressionsanalysen deutet hin auf einen schwachen bis méaRigen linearen Zusammenhang bei
Oropharynxkarzinomen und einen deutlichen linearen Zusammenhang der Fallzahlentwicklung mit dem Zeitverlauf bei Karzinomen der
Mundhohle und des Rachens, sowie des Larynx.
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7.3. Anhang 3: Grundlagen weiterer prognostischer Modelle

Nomogramme

Die Nomographie wurde bereits 1884 von Philbert Maurice d'Ocagne erfunden, wird aber auch
heute noch vielfach genutzte. Sie diente urspringlich im Ingenieurwesen dazu komplizierte
Formeln mit Hilfe einer grafischen Darstellung zu berechnen. Hierbei wird zunachst jede
Variable mit einer eigenen Skala separat aufgelistet. Jeder Auspragung ist auf der Skala eine
entsprechende Punktezahl zugewiesen, die nacheinander fir alle Variablen aufaddiert wird.
Diese kumulative Punktzahl wird anschlieen mit einer Ergebnisskala verglichen. In der
Medizin werden Nomogramme typischerweise als statistisches Prognosemodell verwendet,
um die Wahrscheinlichkeit fur ein klinisches Ereignis (z.B. das Wiederauftreten von Krebs) fur
eine individuelle Person mit Hilfe biologischer und klinischer Variablen vorherzusagen.
Insbesondere bevor digitale Hilfsmittel allgemein zuganglich waren wurden Nomogramme
haufig verwendet, da die zugrundeliegenden Gleichungen dem Nutzer weder bekannt, noch
durch ihn zu berechnen sein missen, sondern lediglich das Rechenschieber-artige
graphischen Ablesen der Graphik erfolgen musste. Inzwischen haben entsprechende
Computer- oder Smartphone-basierte Losungen klassische Nomogrammen jedoch
weitgehend abgeltst.

Rekursiven Partitionierung (recursive partitioning analysis, RPA)

Bei der RPA wird sozusagen anhand der Auspragungen der im Model einbezogenen Variablen
ein Entscheidungsbaum erstellt, mit dem die Untersuchungskohorte bestmdglich in Bezug auf
die ZielgroRe (in unserem Fall das Gesamtiberleben) klassifiziert wird. Die RPA stellt
demzufolge ebenfalls eine multivariate statistische Analyse dar, bei der die Einflussfaktoren
im Entscheidungsbaum anhand ihrer Bedeutung hierarchisch geordnet werden. Ahnlich den
Nomogrammen ist die Interpretation des Entscheidungsbaums der RPA weitgehend intuitiv
und erfordert keine zusatzlichen Berechnungen. Sofern lediglich signifikante kategorische
Pradiktoren vorhanden sind scheint die RPA im Vergleich zur Cox Regression vorteilhaft fir
eine Klassifizierung von Patienten zu sein. Weiterhin kdnnen synergistische
Wechselwirkungen zwischen Faktoren und nichtlineare Beziehungen zum Endpunkt
identifiziert und der Variablenauswahlprozess (durch Einbeziehungen von Randbedingungen)
beeinflusst werden23d, Nachteilig ist eine gewisse Anfélligkeit zur Uberinterpretation von
EinflussgroBRen  (,over-training“ / ,over-fitting“), insbesondere bei schwindender
StichprobengréRe in den spéateren Phasen des Auswahlprozesses, sowie eine geringere
Eignung fur die Verwendung kontinuierlichen Faktorenl232, Durch Einbindung einer ,lokalen
Cox Regression® in die RPA konnte dieser Nachteil allerdings behoben und die
Vorhersagegenauigkeit der RPA erheblich verbessert werden(23:],

Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA)

Mit einer PCA konnen die wichtigsten Aspekte eines mehrdimensionalen Datensatzes
extrahiert und dessen Komplexitat reduziert werden. Vereinfacht wird hierbei aus allen
Datenpunkten und Variablen eine mehrdimensionale Korrelationsmatrix gebildet. In dieser
Matrix wird der lineare Vektor (Eigenvektor) berechnet, der mit den Daten am besten
Ubereinstimmt — mit anderen Worten eine Gerade, zu der die Abstéande aller Datenpunkte
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minimal sind. Dieser Vektor wird als erste Hauptkomponente bezeichnet und beschreibt den
groRten Anteil der Datenvarianz in dieser ersten Dimension. Analog erfolgt die Extraktion der
zweiten Hauptkomponente, deren Ausrichtung senkrecht zur ersten Hauptkomponente sein
muss, um den nachst wichtigen Teil der verbliebenen Varianz im Datensatz auszudrtcken.
Gleiches erfolgt fur alle weiteren Hauptkomponenten, wobei die ,verbliebene Varianz® im
Datensatz mit jeder extrahierten Hauptkomponente abnimmt. Meist kann mit den ersten zwei
bis drei Hauptkomponenten bereits der Grofiteil der Varianz in einem Datensatz erklart
werden. In der Praxis werden die entsprechend rotierten Hauptkomponenten als Achsen eines
(meist zweidimensionalen) Koordinatensystems verwendet, in das jeder Datenpunkt anhand
der Werte fur die erste und zweite Hauptkomponente positioniert und so die Bildung von
Clustern von Datenpunkten mit dhnlichen Eigenschaften graphisch nachvollzogen werden
kann. Der Beitrag jeder Variable zur den Hauptkomponenten liefert wird als deren Ladung
(loading) bezeichnet. Diese kann ebenfalls im Koordinatensystem der Hauptkomponenten als
Vektor dargestellt werden, der vom Ursprung ausgeht und dessen Richtung und Léange den
jeweiligen Beitrag zu den Hauptkomponenten angibt. Ein méglicher Zusammenhang zwischen
den Faktoren wird durch den Winkel zwischen den jeweiligen Vektoren charakterisiert: ein
kleiner Winkel (also ein &ahnlicher Beitrag zu einer Hauptkomponente) steht fir eine
wahrscheinliche positive Korrelation, ~180° fur eine wahrscheinliche negative Korrelation und
annahernd 90° zwischen zwei Vektoren fir eine unwahrscheinliche Korrelation der Variablen.
Mit einer PCA werden sozusagen die Einflussfaktoren in einem Datensatz in neue, kiinstliche
Variablen transformiert, mit denen die gro3te Variation im Datensatz abgebildet werden kann.
Hierdurch kann die Komplexitat reduziert und mdgliche Beziehungen zwischen den
einbezogenen Faktoren erkannt bewerten. Entsprechend eignet sich die PCA bei der
explorativen Datenanalyse und bei der Erstellung von Vorhersagemodellen aus komplexen
Datensatzen, insbesondere, wenn keinerlei Vorstellung Uber die zugrundeliegenden
Zusammenhange der Einflussfaktoren besteht.
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