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DISCLAIMER

Gender Disclaimer:

In der vorliegenden Arbeit wird zur besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum
verwendet. Das schliel3t, sofern nicht explizit eingeschrankt, Personen jeden
Geschlechts ein.




EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Humane Papillomviren

Humane Papillomviren (HPV) traten erstmals 1994 als Ausléser von Krebserkrankungen
im Zusammenhang mit dem Zervixkarzinom in den Fokus der Offentlichkeit (zur Hausen
et al. 1994). Fur diese Entdeckung erhielt Professor Harald zur Hausen 2008 den
Nobelpreis fir Medizin. In seiner Arbeit beschreibt er, dass fiur die Entwicklung des
Zervixkarzinoms zu 50 % HPV Typ 16 und zu 20 % der Typ 18 verantwortlich sind (zur
Hausen 2008).

Papillomviren sind eine Familie der DNA-Viren mit zirkularer doppelstréangiger
Desoxyribonukleinsédure (deoxyribonucleic acid, DNA), von denen der Grof3teil der
humanen PV-Typen dem alpha-, beta- und gamma-Genus zugeordnet sind (Meiring et
al. 2017) (Abb. 1A). Bis heute sind tber 100 unterschiedliche Typen identifiziert, die nach
ihrem Infektionsrisiko klassifiziert sind (de Villiers et al. 2004). Die sogenannten
Hochrisiko-Typen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 und 82) sind fur
die Entstehung von Tumoren verantwortlich; eine Infektion mit einem Niedrigrisiko-Typ
(z.B. 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 und 81) fuhrt zur Ausbildung von Warzen
(Munoz et al. 2003). In der Zervix und im Kopf-Hals Bereich sind die Mehrheit der HPV-
getriebenen Karzinome mit den Hochrisiko-Typen 16 und 18 assoziiert (Berman et al.
2017).

Das circa 8 Kilobasen (kb) groRe Genom von HPV codiert sechs ,frihe” (Early, E)
Virusproteine (E1, E2, E4, E5, E6 und E7), die die virale Replikation regulieren und zwei
,Spate“ (Late, L) Strukturproteine (L1, L2) (Zheng et al. 2006) (Abb. 1B). Die
Strukturproteine bilden die Kapsid-Hulle des Virus. Einige der friihen Virusproteine sind

fur die karzinogene Veranderung von Zellen verantwortlich.
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Abb. 1: Familie der Papillomviridae und Schema der genomischen Struktur von HPV Typ 16.

(A) Phylogenetischer Baum der Familie der Papillomviren. Die &uRersten Bezeichnungen
definieren Arten, die inneren Bezeichnungen Spezies mit mehreren Typen. Die bedeutendsten
humanen PV gehdren in die Arten der alpha-, beta- und gamma-PV. Der HPV-Typ 16 gehért zur
Spezies 9 der alpha-PV. (Herausgegeben von (de Villiers et al. 2004), mit Erlaubnis von Elsevier,
Lizenznummer: 522477243166). (B) Genomische Struktur von HPV-Typ 16. Das zirkulare Virus-
Genom besteht aus 7904 Basen (innerer Kreis und Zahlen). AuRere Kreislinien symbolisieren die
Lage der Gene (E1-E7, L1, L2) im Genom. Die lange Kontrollregion (long control region, LCR)
enthalt einen DNA Replikationsursprung und reguliert die Replikation. P97: Promoter; PAE und
PAL: Polyadenylierungssignal. (Herausgegeben von (Beutner et al. 1997), mit Erlaubnis von
Elsevier, Lizenznummer: 5224770637400).

Bei einer Infektion mit HPV dringt das Virus Uber eine Wunde in die Néhe der
Basalzellschicht vor und infiziert dort prolieferierende Keratinozyten (Abb. 2) Nach dem
Eindringen in die Wirtszelle und dem Transport in den Nukleus nutzt HPV den
natiirlichen Replikationsprozess der Zelle, um virale DNA zu transkribieren. In der friihen
Phase der Virusreplikation werden E1 und E2 als Regulatoren der Onkogene E6 und E7
exprimiert. Aufgrund der Expression viraler Proteine in geringer Konzentration wird das
Immunsystem nicht aktiviert und das Virus kann sich latent vermehren. Mit der
Transkription von E6 und E7 geht die Zelle in die maligne Form (ber (der molekulare
Mechanismus wird im folgenden Absatz erklart). Erreichen HPV-infizierte Zellen mit der
Differenzierung der Keratinozyten die oberen Zellschichten werden in der spaten Phase
des viralen Lebenszyklus Kapsidproteine exprimiert und infektiose HP-Viruspartikel mit

der Ablosung der oberen Zellen freigesetzt (Graham 2017).
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Innerhalb einer gesunden Zellen finden bei der Replikation molekular folgende Prozesse
statt: das Gen Cyclin-abhangiger Kinase Inhibitor 2A (cyclin-dependent kinase inhibitor
2A, CDKN2A) codiert fir die Proteine p142%F und p16™K4A, p14ARF aktiviert als Antwort
auf mitogene Stimuli Uber mehrere Zwischenschritte das Tumorprotein 53 (p53),
welches wiederum p21 aktiviert (Abb. 3). Aktives p21 hemmt den Ubergang des
Zellzyklus aus der Wachstumsphase 2 (growth phase 2, G2-Phase) in die Mitose.
p16"™K4A dagegen inhibiert den Komplex aus Cyclin D1 und Cyclin-abhangigen Kinasen
4 und 6 (cyclin-dependent kinases 4 and 6, CDK4/6). Aktiviert katalysiert dieser Komplex
die Phosphorylierung des Retinoblastom Proteins (pRb), und damit die Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F und den Ubergang des Zellzyklus in die Synthese (S)-Phase.
Freies E2F regt tUber eine Feedback-Schleife die Expression von p16™4 an, welches
wiederum den Cyclin D1-CDK4/6-Komplex inhibiert (s. oben).

In HPV-infizierten Zellen interagiert E6 Uber ein assoziiertes Protein (E6AP) mit dem
Tumorsuppressorprotein p53. Dabei wird p53 ubiquitiniert und daraufhin degradiert.
Dadurch wird die Aktivierung von p21 unterbunden. Inaktives p21 greift somit nicht in
den Zellzyklus ein und die Zelle geht unkontrolliert in die Mitosephase tber. E7 dagegen
bindet und 16st das Rb-Protein und weitere Bindeproteine vom Transkriptionsfaktor E2F.
E2F wird dadurch freigesetzt und initiiert den Ubergang in die Synthesephase (Faraiji et
al. 2017b). Durch das Zusammenspiel von E6 und E7 werden die zellularen
Kontrollmechanismen zur Apoptose aufler Kraft gesetzt und die Zelle teilt sich
unkontrolliert. Entsprechend dem Verlauf in gesunden Zellen regt freies E2F die
Expression von p16™k# an. Aufgrund des fehlenden Rb-Proteins wird E2F jedoch nicht

mehr inhibiert und die Expression von p16™*** infolgedessen nicht gestoppt, ohne dass
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sich diese Anh&aufung von p16"™K4A negativ auf die Proliferation der Tumorzellen auswirkt,
wie es bei gesunden Zellen der Fall ware. P16™K4A fungiert in einer gesunden Zelle also
als Tumorsuppressor und verhindert durch die Inhibition des Cyclin D1/CDK4/6-Komplex
den Eintritt in die S-Phase. Liegen keine entsprechenden Stimuli vor, wird p16™<4 nicht
aktiviert und dementsprechend nicht hoch exprimiert. Daher wird die Anh&ufung von
pl6™NK4A als Surrogatmarker fur einen HPV-infizierten Tumor gewertet. Allerdings zeigten
Studien, dass eine positive p16™K4 Farbung auch physiologisch auftreten kann und
alleine nicht ausreicht, um eine HPV-Assoziation sicher festzustellen (Wagner et al.
2020). Deswegen sollte fur eine sichere Diaghose einer HPV-Assoziation neben der
p16™K4A Farbung auch immer HPV-DNA im Tumor nachgewiesen werden.

Das Virusprotein E2 wird Ublicherweise als regulatorisches Protein beschrieben, das die
Transkription der Onkogene E6 und E7 kontrolliert. Eine Deregulation der Onkogene
kann durch die funktionelle Disruption des E2 Gens stattfinden. Dies geschieht haufig
wahrend einer Integration des HPV-Genoms in das Wirtsgenom, bei der durch eine
Linearisierung des HPV-Genoms haufig ein Bruch innerhalb des E2 Gens stattfindet
(Groves et al. 2018). Die Funktion der viralen Proteine E1, E4 und E5 ist noch nicht
endguiltig geklart. Es wird aber vermutet, dass es sich bei E1 um die virale Helikase und
ein ATP-bindendes Protein handelt, das fur die Replikation der viralen DNA von
Bedeutung ist. Fir HPV16 E4 wird eine Rolle bei der Virusfreisetzung vermutet, indem
es die Kapsidzusammensetzung unterstutzt (Graham 2017). Fur HPV16 E5 hingegen
wird vermutet, dass es nur eine schwache kanzerogene Funktion besitzt, aber hilft das
Immunsystem zu umgehen, indem es die Prasentation viraler Protein am
Haupthistokompatibilitdtskomplex unterdriickt (Graham 2017; Stanley et al. 2007).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der molekularen Karzinogenese HPV-getriebener Tumore im
Vergleich zu einer gesunden Zelle.

In einer gesunden Zelle (schwarz) codiert das Gen CDKN2A fiir die zwei Proteine p144%F und
pl6NK4A  Links: pl4ARF aktiviert bei Replikationsfehlern tber mehrere Zwischenschritte p53,
welches p21 aktiviert und dariiber den Ubergang des Zellzyklus in die Mitose (M) inhibiert.
Rechts: p16'™K4A inhibiert die Aktivierung von CDK4/6 durch Cyclin D1, wodurch pRb
unphosphoryliert bleibt, den Transkriptionsfaktor E2F bindet und den Ubergang in die
Synthesephase (S) verhindert. Durch Deaktivierung von pRb und Aktivierung von E2F (freies
E2F) wird eine negative Feedback-Schleife aktiviert, die die Expression von p16'NK4A anschaltet.
Bei einer Infektion mit HPV (rot) interagiert das HPV-Onkoprotein E6 mit der Ubiquitin Ligase
E6AP, was zur Ubiquitinierung und dem Abbau von p53 fuhrt (links). Durch den Abbau von p53
bleibt p21 inaktiv und der Zellzyklus geht unkontrolliert in die Mitose Uber. Zusatzlich bindet und
markiert E7 pRb fir den Abbau, wodurch E2F freigesetzt und aktiviert wird — der Zellzyklus geht
in die S-Phase Uber. Freies E2F aktiviert die Expression von p16'NK4A G1: Wachstumsphase 1;
G1/S: Kontrollpunkt zwischen Wachstumsphase 1 und Synthese-Phase; S: Synthese-Phase; G2:
Wachstumsphase 2; G2/M: Kontrollpunkt zwischen Wachstumphase 2 und Mitosephase; M:
Mitosephase. (Modifiziert nach (Faraji et al. 2017b), mit Erlaubnis von Elsevier, Lizenznummer:
5224770963632)

1.2. Kopf-Hals Tumore

1.2.1. Inzidenz und Epidemiologie
Karzinome des Kopf-Hals Bereichs umfassen die Mundhohle, den Oropharynx,
Nasopharynx, Hypopharynx, Larynx und die Trachea. (Abb. 4A). Abgesehen von
Tumoren im Oropharynx, wurde in den letzten Jahren von einer abnehmenden Inzidenz
bei Kopf-Hals Tumoren berichtet (Marur et al. 2010). Trotzdem wurden im Jahr 2020
weltweit knapp 900.000 neue Kopf-Hals Tumorfélle diagnostiziert und ca. 444.000
Patienten starben an dieser Erkrankung (Sung et al. 2021). Die Hauptrisikofaktoren fir
Kopf-Hals Tumore sind Tabak- und Alkoholkonsum, Betelkauen und virale Infektionen
(Eppstein-Barr Virus, Humane Papillomviren). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt, je
nach Tumorlokalisation, zwischen 20 % und 80 % (Berrino et al. 1998; Carvalho et al.
2005; Guntinas-Lichius et al. 2010).
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Plattenepithelkarzinome des Oropharynx (oropharyngeal squamous cell carcinoma,
OPSCC) sind eine Untergruppe der Kopf-Hals-Tumore und umfassen den weichen
Gaumen, die Tonsillen, die Rachen-Hinter- und Seitenwand sowie den Zungengrund
(Abb. 4B).

A B
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Abb. 4: Untereinheiten des Kopf-Hals Bereichs (A) sowie des Oropharynx (B).
((A) VectorMine/Shutterstock.com (Artikel ID: 1667954575), (B) (Cancer Research UK via
wikimedia commons, 2015), Lizenznummer CC BY-SA 4.0)

Entgegen des allgemeinen ricklaufigen Trends von Kopf-Hals Tumoren steigen die
Inzidenzen im Oropharynx (98.400 neue Falle in 2020), was vor allem der Infektion mit
HPV zugeordnet wird (Sung et al. 2021). Der haufigste HPV-Typ ist dabei der Hochrisiko
Typ 16 (Gillison et al. 2014). Der Anteil HPV-getriebener (HPV*) OPSCC hat inzwischen
den HPV-negativer (HPV") OPSCC ubertroffen; zudem wird mit einem weiteren Anstieg
gerechnet, der in Deutschland bis 2030 auch die Fallzahlen von Zervixkarzinomen
Uberschritten haben soll (Wittekindt et al. 2019). Verglichen mit HPV- OPSCC Patienten,
zeigen Patienten mit HPV* OPSCC ein signifikant besseres Therapieansprechen und
Uberleben (Fakhry et al. 2008; Marur et al. 2010), was sich auch auf die Riickfallrate
(Ausbildung von Lokalrezidiv/Fernmetasen, LR/MF) auswirkt. Trotz des verringerten
Rezidivrisikos erleiden immer noch 13-25 % der Patienten mit HPV* OPSCC innerhalb
der ersten zwei Jahre und bis zu 36 % innerhalb von acht Jahren einen
Krankheitsruckfall (Faraji et al. 2017a). Ungeachtet der Unterschiede in klinischen und
biologischen Eigenschaften, werden bisher alle OPSCC Patienten, unabhéngig des
HPV-Status, mit konventionellen Standard-Therapieleitlinien (primare
Chemoradiotherapie oder Operation mit adjuvanter Chemoradiotherapie) behandelt
(Johnson et al. 2020). Daher werden uber de-eskalierte Therapien diskutiert, mit
beispielweise verringerter Strahlungsdosis fur Patienten mit HPV® OPSCC, und
entsprechende Klinische Studien initiiert (z.B. NCT02908477, NCT03215719,
NCTO03777384, Uber https://clinicaltrials.gov/, Stand: 19.01.2022). Die in der Literatur
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beschriebenen Eigenschaften beziiglich Inzidenz (Abb. 5A), Uberlebensprognose (Abb.
5B) und Ruckfallraten (Abb. 5C) konnten wir auch bei Patienten beobachten, die
zwischen den Jahren 2000 und 2019 in der Klinik fur Hals-Nasen-Ohren (HNO-
)Heilkunde des Universitatsklinikums Giel3en/Marburg, Standort Giel3en behandelt

wurden.
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Abb. 5: Klinische Charakteristika von Oropharynx-
Plattenepithelkarzinome in der Klinik fir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde, Kopf-Halschirurgie und plastische
Operationen des Universitatsklinikums Gielsen &
Marburg, Standort Giel3en.

(A) Inzidenz HPV* (schwarz) und HPV- (grau)
OPSCC von 2000 bis 2019. (B)
Uberlebenszeitanalysen HPV* (schwarz) und HPV-
(grau) OPSCC Patienten mit einer
0 20 40 60 80 100 Primértumordiagnose zwischen 2000 und 2019.
Anteil [%] Querstriche stellen zensierte Falle dar. (C) Anteil von
Biokairezidiv ] Femmetastase Lokalrezidiven (orange) und Fernmetastasen (blau)
[] bis 03/2020 kein Therapieversagen bekannt bei Patienten mit HPV* und HPV- OPSCC mit einer
Primartumordiagnose zwischen 2000 und 2014;
weil3: bis 03/2020 kein LR/FM bekannt.

1.2.2. Klassifikation von Oropharynxkarzinomen
Klinisch werden Erkrankungen anhand der ,Internationale statistische Klassifikation der
Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme® (international statistical
classification of diseases and related health problems ICD, Ausgabe ICD-10, Version
19) der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) eingeteilt
(Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) im Auftrag des
Bundesministeriums fuir Gesundheit (BMG) unter Beteiligung der Arbeitsgruppe ICD des
Kuratoriums fur Fragen der Kilassifikation im Gesundheitswesen (KKG) 2020).
Neoplasien des Oropharynx umfassen dabei die in Tabelle 1 gelisteten Bereiche und

Codierungen.
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Tabelle 1: ICD-10 Codierung zur bésartigen Neubildung des Oropharynx.

ICD-10 Code Teilbereich
Co1 Bdsartige Neubildung des Zungengrunds
C05.1 Bdsartige Neubildung des Weichgaumens
C05.2 Bosartige Neubildung der Uvula
C09 Bosartige Neubildung der Tonsille
C09.0 | Fossa tonsillaris
C09.1 | Vorderer und hinterer Gaumenbogen
C09.8 | Mehrere Teilbereiche tberlappend
C09.9 | Nicht ndher bezeichnet
C10 Bdsartige Neubildung des Oropharynx (ohne Tonsillen)
C10.0 | Vallecula epiglottica
C10.1 | Voderflache der Epiglottis
C10.2 | Seitenwand
C10.3 | Hinterwand
C10.4 | Kiemengang
C10.8 | Mehrere Teilbereiche Uberlappend
C10.9 | Nicht ndher bezeichnet

Adaptiert von (Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) im Auftrag des
Bundesministeriums fir Gesundheit (BMG) unter Beteiligung der Arbeitsgruppe ICD des
Kuratoriums fur Fragen der Klassifikation im Gesundheitswesen (KKG) 2020)

Nach der Codierung der Erkrankung mittels ICD wird der Tumor und dessen Ausbreitung

naher klassifiziert: dabei wird die Tumorgrof3e (T) sowie der Lymphknoten- (Nodus, N)

und der Fernmetastasenstatus (M) berticksichtigt. Bei p16™N*“A-positiven OPSCC gibt es

bezuglich der TNM-Klassifikation eine Unterscheidung zwischen Klinischer und

pathologischer Einteilung. In dieser Arbeit wird fur die Beurteilung der analysierten

OPSCC die pathologische Klassifizierung genutzt, da diese der biologischen Relevanz

naher ist als die klinische Klassifizierung. Die pathologischen Einteilungen fur
pl16™NK4A-positive und p16™¢4A-negative OPSCC sind in Tabelle 2 gelistet.
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Tabelle 2: Pathologische TNM-Kategorien fiir p16'Nk4A-positive und p16'Nk4A-negative OPSCC.

p16'NK4A-negativ

| p16™N<*A-positiv

T-Status T1 <2cm
T2 >2 cm, <4 cm
T3 >4 cm, oder Ausbreitung auf linguale Epiglottis
T4a Infiltration Larynx, aufRere Infiltration Larynx, &uf3ere
Zungenmusk., Hartgaumen, Zungenmuskel, Lamina med./lat.
Mandibula, Lamina med. Processus pterygoideus,
Processus pterygoideus Hartgaumen, Mandibula, M.
T4b Infiltration M. pterygoideus pterygoideus lateralis,
lateralis, Schadelbasis, ACI Schadelbasis, ACI, lat.
Nasopharynx (hier nur T4)
N-Status NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Ipsilateral solitdr, <3cm <4 betroffene Lymphknoten
N2a Ipsilateral solitar, <3 cm mit ECS =5 betroffene Lymphknoten
oder <6 cm ohne ECS (hier nur N2)
N2b | Ipsilateral multipel, <6 cm, ohne
ECS
N2c Bilateral, kontralateral <6 cm ohne
ECS
N3a Metastasen >6 cm, kein ECS
N3b Metastasen >3 cm mit ECS oder
kontra-/bilateral mit ECS
M-Status MO Keine Fernmetastase
M1 Fernmetastasen vorhanden

ECS: extracapsular spread (extrakapsulare Ausbreitung); M.: Musculus (Muskel); ACI: aorta
carotis interna (innere Halsschlagader); med.: medial (mittig); lat.: lateral (seitlich). Adaptiert von
(Brierley J. 2017)

Anhand der TNM-Klassifierung wird der Tumor mit Hilfe der Definition der Internationalen

Vereinigung gegen Krebs (Union for international cancer control, UICC) weiter in Stadien

Zur

Krankheitsschwere eingeteilt.

In dieser

Einteilung wird ebenso zwischen

p16'™NK4A-positiven und p16™K4A-negativen OPSCC unterschieden. Die UICC-Stadien und
deren Herleitung sind in Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 3: UICC-Stadien der Tumorklassifizierung.

p16NK4A - negativ p16NK4A - positiv
Stadium T-Status N-Status M-Status T-Status N-Status M-Status
0 Tis NO MO Tis NO MO
I T1 NO MO T1, T2 NO, N1 MO
T1, T2 N2 MO
I T2 NO MO T3 NO, N1 MO
T3 NO MO
1 T1.72.T3 N1 MO T3, T4 N2 MO
T4a NO, N1 MO Jedes T Jedes N M1
IVA T1,T2, T3, N2 MO (hier nur Stadium V)
T4a
VB Jedes T N3 MO
T4b Jedes N MO
IVC Jedes T Jedes N M1

Tis: Tumor in situ (lokal begrenzt). Adaptiert von (Brierley J. 2017)

1.2.3. Standardtherapie fur Plattenepithelkarzinome des Oropharynx

Auf Basis des Leitlinienprogramms Onkologie fir Mundhéhlenkarzinome der Deutschen

Krebsgesellschaft

(Leitlinienprogramm  Onkologie

(Deutsche Krebsgesellschatft,
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Deutsche Krebshilfe, AWMF 2021) und der individuellen Situation des Patienten wird
eine geeignete Therapie gewahlt. Unterschieden wird zwischen einer kurativen
Behandlung mit der Mdglichkeit zur vollstandigen Heilung des Patienten, und einer
palliativen Therapie, wenn eine Heilung aufgrund der vorliegenden Diagnose nicht mehr
moglich erscheint. Bei kleinen Tumoren gentgt haufig eine Operation zur vollstandigen
Entfernung des Tumors; bei gré3eren Tumoren wird in der Regel eine adjuvante Radio-
oder Radiochemotherapie angeschlossen. Bei bewiesenem Befall von Lymphknoten
und um eine Metastasierung des Tumors Uber die Lymphbahnen zu verhindern, kann
wahrend der Operation eine Ausraumung der Halslymphknoten (Neck-Dissection)
durchgefihrt werden, bei der die Halslymphknoten, je nach Beurteilung ebenfalls
entfernt werden. Hier werden verschiedene Abstufungen vorgenommen (Abb. 6 und
Tabelle 4) (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF 2021).

Tabelle 4: Abstufungen bei der Ausrdumung der Halslymphknoten bei kurativer Behandlung.

Abstufung Gewebe, das entfernt wird
Radikale Entfernung der Lymphknoten Level I-V
Halslymphknoten 11. Hirnnerv (Nervus accessorius)

Innere Drosselvene (Vena jugularis interna)

Grol3er Kopfwendemuskel (M. sternocleidomastoideus)
Modifizierte radikale Entfernung | Lymphknoten Level |-V

der Halslymphknoten Erhalt einer oder mehrere Strukturen, die bei einer
radikalen radikalen Ausraumung der Halslymphknoten
entfernt werden

Selektive Entfernung der Lymphknoten Level I-llI

Halslymphknoten

Erweiterte Entfernung der Zusatzliche Lymphknotengruppen oder nicht lymphatische
Halslymphknoten Strukturen

Adaptiert von: (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe,
AWMF 2021)).

Abb. 6: Lymphknoten Level bei der Ausrdumung der
Halslymphknoten bei einer sanierenden Operation.
Adaptiert aus: (Leitlinienprogramm  Onkologie

— 9 (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe,
AWMF 2021)).
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1.3. Vergleich chromosomaler und genetischer Unterschiede zwischen HPV-
getriebenen und HPV-negativen OPSCC

1.3.1. Mutationssignaturen

Abhangig vom auslésenden Faktor der Tumorentstehung (HPV vs. Rauchen/Alkohol
oder andere Noxen) unterscheiden sich die Tumorzellen im Mechanismus ihrer
Kanzerogenese und in ihrem Mutationsprofil. Einige Studien beschrieben Unterschiede
in den Mutationsraten zwischen HPV* und HPV" Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals
Bereichs (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC), die den unterschiedlichen
Mechanismen der Karzinogenese zugeschrieben wurden (Gaykalova et al. 2014;
Stransky et al. 2011). Stransky et al. berechneten eine Mutationsrate von
2,28 Mutationen/Megabase (Mb) in HPV* HNSCC verglichen zu 4,83 Mutationen/Mb in
HPV- HNSCC (Stransky et al. 2011). Andere Studien dagegen konnten keinen
Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der Mutationsfrequenz bei HNSCC
finden (Cancer Genome Atlas 2015; Seiwert et al. 2015). 2015 untersuchten
Wissenschaftler des The Cancer Genome Atlas Network (TCGA) Karzinome des Kopf-
Hals Bereichs auf somatische Mutationen, Kopienzahl und weitere genetische
Aberrationen (Cancer Genome Atlas 2015). Unter den 279 Kopf-Hals Karzinomen waren
33 Tumore aus dem Oropharynx, von denen 66,7 % positiv auf HPV getestet wurden.
HPV* HNSCC / OPSCC zeigten selten Mutationen im Gen des Tumorproteins 53 (TP53)
(2,8 % / <0,4 %) und CDKNZ2A (jeweils <0,4 %), aber haufig Mutationen in der helikalen
Domane der Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase, katalytische Untereinheit
alpha (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha, PIK3CA)
(36,1 % / 40,9 %) (Cancer Genome Atlas 2015; Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013).
Hier sind vor allem die Hotspot Mutationen p.Glu542Lys und p.Glu545Lys beschrieben.
In HPV- HNSCC dagegen verteilten sich die Mutationen in PIK3CA Uber das gesamte
Gen. Zudem lagen in HPV- HNSCC in 84,8 % und 25,9 % (HPV- OPSCC: 81,8% und
18,2%) Mutationen in TP53 und CDKN2A vor (Cancer Genome Atlas 2015).

Eine Whole-exome Sequenzierungs (WES)-Studie von Lui et al. untersuchte Mutationen
verschiedener Signalwege in 151 HNSCC (Lui et al. 2013). Dabei sind Komponenten
des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Signalwegs am haufigsten von Mutationen
betroffen. Weiterhin waren in einer Subgruppe mit HPV* HNSCC PIK3CA und die
regulatorische Untereinheit alpha der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha, PIK3R1) die einzigen mutierten
Gene. Zudem waren alle Tumore mit Mutationen in mehreren Genen des
PI13K-Signalwegs nach klinischer Einteilung mindestens Stadium IV (fortgeschrittenes
Stadium). Dies lasst vermuten, dass Mutationen des PI3K-Signalweg zur

Tumorprogression beitragen. Eine hohere Mutationslast der Gene PIK3CA und des
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Phosphatase und Tensin Homologs (PTEN) des PI3K-Signalwegs in HPV* OPSCC
wurde auch in einer Studie mit je 20 HPV" und HPV*" OPSCC detektiert (Lechner et al.
2013). Zudem zeigte diese Kohorte eine hohere Mutationsrate des F-box/WD repeat-
containing protein 7 (FBXW?7) in HPV* OPSCC. Eine weitere Sequenzierungsstudie mit
120 Tumor- und entsprechend gepaarten gesunden Gewebeproben zeigte eine Haufung
von Mutationen in der DEAD-box helicase 3 X-linked (DDX3X) und der Fibroblast growth
factor receptors 2 and 3 (FGFR2/3) in HPV* HNSCC im Vergleich zu HPV- HNSCC
(Seiwert et al. 2015). Weiterhin werden in HPV* HNSCC Mutationen in KRAS (Kirsten
rat sarcoma) beschrieben, obwohl diese generell selten in Plattenepithelkarzinomen
detektiert werden (Hayes et al. 2015; Prigge et al. 2014).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass HPV* HNSCC weniger Mutationen tragen als
Tumore, die durch andere Risikofaktoren bedingt sind. Weiterhin sind aufgrund der
Kanzerogenese bei HPV* OPSCC Mutationen in TP53 selten und es treten eher

Mutation in Genen des PI3K-Sigalwegs auf.

1.3.2. Integration von HPV-DNA in das Wirtsgenom

Nach einer Infektion mit HPV kann die virale DNA im Nukleus episomal, als zirkulére
extrachromosomale DNA, integriert in die DNA der Wirtszelle oder als Hybrid aus
episomal/integriert vorliegen (Balaji et al. 2021; Morgan et al. 2017). In der Literatur wird
eine Integration der HPV-DNA bei 40 % bis 90 % der Zervix- und Oropharynxkarzinome
beschrieben (Bodelon et al. 2016; Gao et al. 2019; Holmes et al. 2016; Nulton et al.
2017; Parfenov et al. 2014; Pinatti et al. 2021; Speel 2017).

Die Integration von HPV-DNA in das Wirtsgenom flhrt haufig zu einer Disruption des E2
Leserahmens, was entsprechend zu einem Verlust der Transkriptionskontrolle der
Onkogene E6 und E7 fuhrt und als Treiber des neoplastischen Prozesses angesehen
wird (Romanczuk et al. 1992). Aufgrund einer erhOhten Expression der viralen
Onkogene, Veranderung kritischer zelluldrer Gene (z.B. Funktionsverlust durch
Disruption  von  Tumorsuppressorgenen oder  DNA-Reparaturgenen), der
Promotermethylierung und der Transkription durch die Integration kdnnen das
Wachstum und Uberleben der Zelle beeinflusst werden (Rusan et al. 2015). Analysen
von Zelllinien und Patientenproben beziglich der Integrationsstellen von HPV-DNA im
humanen Genom zeigen Integration sowohl zwischen Gene (intergenisch), als auch
innerhalb von (Karzinom-assoziierten) Genen (intragenisch) (Brant et al. 2019; Pinatti et
al. 2018; Walline et al. 2016). Ergebniss von Nulton et al. und Koneva et al. zeigen ein
verschlechteres Uberleben fiir Patienten mit HPV-DNA integrierten HNSCC (Nulton et
al. 2018; Walline et al. 2016). Dagegen konnten in anderen Studien kein signifikanter

Unterschied beziiglich des Uberlebens zwischen Patienten mit episomaler, integrierter
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oder gemischt vorliegender HPV-DNA festgestellt werden (Lim et al. 2016; Vojtechova
et al. 2016). Walline et al. untersuchten Integrationsstellen in zehn HPV*
Oropharynxkarzinomen von Patienten mit gutem Therapieansprechen und solchen mit
Therapieversagen (Walline et al. 2016). In Patienten mit gutem Therapieansprechen lag
die Integration von HPV-DNA héaufig zwischen zwei Genen, wohingegen bei Patienten
mit Therapieversagen die HPV-DNA Integrationsstelle haufiger innerhalb eines Gens
lag. Dabei waren Onkogene oder Tumorsuppressorgene haufig von Integration
betroffen. In einer weiteren Studie war in 36 p16™K4A-positiven HNSCC eine Integration
von HPV-DNA mit einem verbesserten Uberleben assoziiert (Pinatti et al. 2021).
Zusammenfassend liegen inkonsistente Ergebnisse beziiglich der Korrelation des
HPV-DNA Integrationsstatus und der Prognose bei Patienten mit HPV* HNSCC vor.
Anhand der vorliegendenden Daten kann vermutet werden, dass gegebenenfalls auch
die Lokalisation der Integration eine Rolle spielt.

1.3.3. Aberrationen in der Kopienzahl genomischer DNA in HPV-getriebenen

Kopf-Hals-Tumoren
Uber das Genom verteilt, zeigen HPV- und HPV* HNSCC eine &hnliche Verteilung der
Kopienzahl genomischer DNA. Amplifikationen werden h&ufig auf dem langen Arm (q)
von Chromosom 1 (1q), 3 (3q), und dem kurzen Arm (petit, p) von Chromosom 5 (5p)
und 8 (8qg) beobachtet, Deletionen haufig in 3p, 59 und 11q (Yang et al. 2020a).
Allerdings werden auch auf genomischer Ebene Unterschiede zwischen HPV- und HPV*
HNSCC gefunden. Eine Inaktivierung des TNF-Rezeptor assoziierten Faktor 3 (TRAF3)
durch Deletionen oder Stopp-Codon Mutationen wurde besonders in HPV* HNSCC
beobachtet, wahrend eine Aberration dieser Region in HNSCC allgemein, ohne gezielte
Betrachtung des HPV-Status, sehr selten bis nie detektiert wurde (Cancer Genome Atlas
2015; Hayes et al. 2015). Weiterhin wird die Deletion von 11qg haufiger in HPV* HNSCC
gefunden als in HPV- (Hayes et al. 2015; Klussmann et al. 2009). Im Vergleich zu HPV-
HNSCC wird bei HPV* OPSCC keine Veranderung des Chromosomenabschnitts 9p21.3
beobachtet. In diesem liegt das Gen CDKN2A, welches in HPV- HNSCC héaufig deletiert
ist (Cancer Genome Atlas 2015; Klussmann et al. 2009). Einer der bekanntesten
Unterschiede betrifft Chromosom 7, auf dem in HPV* im Gegensatz zu HPV- Tumoren
bisher keine Amplifikationen beschrieben wurden (Cancer Genome Atlas 2015; Hayes
et al. 2015). Hier liegt das epidermal growth factor receptor Gen (EGFR), welches bereits
als Therapietarget genutzt wird (Hayes et al. 2015; Mandic et al. 2006). Ein weiterer
groRer Unterschied wird auf Chromosom 3qg beschrieben, welches in fast allen HPV*
HNSCC in der Region der Gene SRY-box 2 (SOX2), Tumorprotein 63 (TP63) und
PIK3CA amplifiziert ist (Hayes et al. 2015).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Unterschiede zwischen HPV* und HPV
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HNSCC auf chromosomaler Ebene geringer sind als auf genetischer Ebene. Allerdings
kommen Aberrationen weniger einzelner Genabschnitte (z. B. Deletion 11q,
Amplifikation 3q) in einer Entitat haufiger vor als in der anderen.

1.4. ,Flissigbiopsien” (Liquid Biopsy) in der Tumordiagnostik

Gewebebiopsien sind bisher das verbreiteste Material fir die Detektion, das Staging und
die Prognosestellung von Karzinomen. Allerdings kann Tumorgewebe abhangig von der
Lokalisation schwierig erreichbar sein und eine friihe Diagnose ist nicht moglich, wenn
der Tumor noch nicht ausreichend ausgebildet und makroskopisch erkennbar ist. Um
umfangreiche Krebsscreenings in gesunden Personen durchzufihren, wird ein
allgemein-gultiger und kosten-effektiver Ansatz benétigt. In den letzten Jahren lag der
Fokus dabei auf Flussigbiopsien (Chen et al. 2019). Bei Flissigbiopsien kann es sich
dabei um jedes ,nicht feste” (ergo flissiges) Material handeln, das durch nicht-invasive
Methoden gewonnen wird. Sie kdnnen zur friihen Detektion von Tumoren und Residuen,
zur Krankheitsiberwachung und zum Verstandnis der Tumorevolution dienen. Das
entsprechende Untersuchungsmaterial stammt aus Korperflissigkeiten wie Urin,
Speichel oder Blut und wird unter anderem auf Tumor-DNA und -Mutationen untersucht
(Lo et al. 1999; Tian et al. 2019; Wang et al. 2015). In der Tumorforschung wird dabei
am haufigsten peripheres Blut, in einigen Fallen auch Speichel, verwendet. Blutproben
kénnen zu verschiedenen Zeitpunkten auf zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor
cells, CTC), zirkulierende zellfreie DNA ((circulating) cell-free DNA, (c)cfDNA oder; im
Falle von Tumor-DNA in vielen Publikationen auch als zirkulierende Tumor-DNA
(circulating tumor DNA, ctDNA) bezeichnet) oder Ribonukleinsaure (ribonucleic acid,
RNA) untersucht werden (Abb. 7). Etablierte Bereiche der Flussigbiopsien sind die
Detektion von EGFR Mutationen bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (non-small-
cell lung cancer, NSCLC) (Jenkins et al. 2017; Oxnard et al. 2016; Thress et al. 2015)
und von Eppstein-Barr Virus (EBV)-DNA bei Nasopharynxtumoren (nasopharyngeal
carcinoma, NPC) (Chen et al. 2020; Lo et al. 1999; Lv et al. 2019). Bei NSCLC wird
Plasma cfDNA auf EGFR Mutationen als Biomarker fur die Therapiesensitivitat
untersucht; cfEBV-DNA dagegen ist als Marker zur frihen Detektion und als
Prognostikator nach der Therapie verifiziert.

Konkordant mit der Fachliteratur wird im weiteren Verlauf der Arbeit der englische Begriff

Liquid Biopsy verwendet.
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Event Cancer screening  Localized cancer Metastatic cancer Refractory cancer
Treatment Early intervention  Risk of dissemination and Treatment selection and ~ Mechanism of resistance
strategy detection of recurrence monitoring response and new treatment
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Abb. 7: Klinische Anwendung von CTC und cfDNA Analysen wahrend der Tumortherapie.
Darstellung der molekularen Analysen von CTC und cfDNA. Diese kbnnen angewendet werden,
um Strategien zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Initialdiagnose oder der Therapie
zu wahlen. (Herausgegeben von (Haber et al. 2014)).

1.4.1. Eigenschaften zellfreier-DNA im Plasma

Zell-freie DNA im Blut wurde erstmals 1948 von Mandel und Metais beschrieben (Mandel
et al. 1948). Es kann sich dabei um genomische, mitochondriale Wirts-DNA, aber auch
um Fremd-DNA, beispielsweise von Bakterien oder Viren, handeln. Sie wird von
Blutzellen und apoptotischen oder nekrotischen Zellen des Gewebes in den Blutstrom
freigesetzt (Abb. 8). Aufgrund des kontrollierten Abbaus der DNA bei der Apoptose durch
Endonukleasen entstehen kleinere DNA-Fragmente (Grabuschnig et al. 2020) bis zu
einer Lange von 70 bis 200 bp (Stroun et al. 1987; Ziegler et al. 2002). Aufgrund der
Windung der DNA um ein Nukleosom ist der Grofdteil der cfDNA Fragmente 160-
170 Basenpaare lang (Jiang et al. 2015; Lo et al. 2010; Wan et al. 2017). Wegen des
schnellen, unkontrollierten Prozesses liegen hingegen bei der Nekrose haufiger grol3ere
Fragmente mit > 1000 bp vor (Grabuschnig et al. 2020). Abhangig von physiologischen
und pathologischen Umstédnden und Methode wird fiir cfDNA eine Halbwertszeit
zwischen 4 Minuten und 12 Stunden beschrieben (Khier et al. 2018).
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Abb. 8: Schematische Darstellung von Plasma als Flussigbiopsie.

Zellfreie DNA kann aus gesundem (griine Zellen) oder Tumorgewebe (graue Zellen) tber
Apoptose oder Nekrose freigesetzt werden und in den Blutstrom gelangen. Nach Zentrifugation
des Bluts setzen sich die Erythrozyten und intakte (zirkulierende Tumor-) Zellen (roter Bereich im
Roéhrchen rechts) ab, wohingegen die zellfreie DNA im Plasma (gelber Bereich) verbleibt. CTC:
zirkulierende Tumorzelle (Herausgegeben von (Wittekindt et al. 2018), mit Erlaubnis von © Georg
Thieme Verlag KG, Lizenznummer: 5225220645668).

1.5. Hypothese und Ziele

Wir vermuten, dass Patienten mit HPV® OPSCC mit LR/FM mehr Mutationen in
Tumor-assoziierten Genen aufweisen als Patienten mit HPV® OPSCC ohne LR/FM.
Weiterhin nehmen wir an, dass Patienten mit HPV* OPSCC mit LR/FM aufgrund des
reduzierten Therapieansprechens und des erhohten Rezidivrisikos ein ahnliches
Mutationsprofil aufweisen wie Patienten mit HPV- OPSCC. Demzufolge sollten
Unterschiede zu finden sein, die spezifisch fur die entsprechende Patientengruppe sind
und fur diagnostische Zwecke genutzt werden kénnen. Weiterhin wollten wir analog zu
héamatopoetischen Karzinomen Tumor-spezifische Mutationen und Virus-DNA im
Blutplasma der Patienten mittels quantitativer Polymerasekettenreation (polymerase
chain reaction, gPCR) wund Sequenzierung detektieren und damit das
Therapieansprechen und den Krankheitsverlauf monitorieren.

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung spezifischer genetischer Tumormarker, die zur

Uberwachung der minimalen Resterkrankung (minimal/measurable residual disease,
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MRD), sowie zur Identifizierung von Patienten mit OPSCC und einem erhdhtem Risiko

fur ein Rezidiv dienen kénnten.
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2. Ergebnisse

2.1. Nachweis von HPV-DNA in Plasma von Patienten mit HPV-getriebenem
OPSCC vor und nach der Therapie

Plasma Cell-free Human Papillomavirus Oncogene E6 and E7 DNA Predicts
Outcome in Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma

Henrike Reder, Victor F. Taferner, Claus Wittekindt, Andreas Brauninger, Ernst-Jan M.
Speel, Stefan Gattenldhner, Gregor Wolf, Jens P. Klussmann, Nora Wirdemann, Steffen
Wagner

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol 22 , No 10, November 2020
(doi: 10.1016/j.jmoldx.2020.08.002)

Als Grundlage fiir die weiteren Arbeiten wurde in dieser Studie retrospektiv der Nachweis
viraler HPV-DNA im Plasma von Patienten mit HPV* OPSCC im Krankheitsverlauf
untersucht. Wir zeigen mittels quantitativer Real-Time PCR, dass im Gegensatz zu
Patienten mit HPV- OPSCC HPV-DNA im Plasma der Patienten mit HPV* OPSCC
nachweisbar ist. Durch Analyse der Grenzwertoptimierungskurve (receiver operating
characteristic, ROC-Kurve) fur E6 und E7 cfDNA Kopien pro Milliliter Plasma in
pra-Therapie Proben von HPV* und HPV- OPSCC Patienten wurde ein Schwellenwert
fur die Positivitdt der Proben bestimmt. Im zweiten Schritt konnte gezeigt werden, dass
die Virus-DNA Last im Plasma nach erfolgreicher Therapie signifikant abnahm und bei
klinisch Karzinom-freien Patienten auf einem niedrigen Niveau blieb. Im Gegensatz dazu
wurde bei Patienten, die einen klinisch dokumentierten Ruckfall erlitten, retrospektiv in
Proben, die zeitlich vor der klinischen Diagnose des Rezidivs abgenommen wurden, ein

erneuter Anstieg der DNA-Viruslast nachgewiesen.
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Persistent human papillomavirus (HPV) infection is associated with the development of oropharyngeal
squamous cell carcinoma (OPSCC), and increasing incidences of OPSCC are reported. The generally
favorable treatment outcome in patients with HPV-driven OPSCC has brought de-escalation of treatment
into discussion. Nevertheless, 13% to 25% develop a relapse within two years after current standard
treatment. New biomarkers are urgently required to monitor therapy response, tumor burden, and
minimal residual disease during follow-up. This observational study examined 50 patients with OPSCC to
investigate plasma cell-free (cf) HPV-DNA derived from tumor cells before therapy and during follow-up.
Real-time quantitative PCR was applied to quantify the DNA concentration of HPV oncogenes £6 and £7.
A total of 85.7% of pretreatment samples from patients with HPV-driven OPSCC (n = 28) were positive
for at least one marker, and cfHPV-DNA concentration increased with tumor size. Virtually no signals
were detected in HPV-negative OPSCC patients (n = 20; P < 0.001). Patients without clinical evidence
of recurrence had significantly reduced cfHPV-DNA concentrations after therapy (P < 0.001).
Conversely, cfHPV-DNA levels increased or remained above threshold in five patients who had residual
disease or developed recurrence. In conclusion, plasma cfHPV-DNA detection correlates with the clinical
course of disease in patients with HPV-driven OPSCC. Consequently, extensive clinical investigation
should be considered if cfHPV-DNA is detected during follow-up of patients with HPV-driven OPSCC.
(J Mol Diagn 2020, 22: 1333—1343; https://doi.org/10.1016/j.jmoldx.2020.08.002)

The incidence of head and neck squamous cell carcinoma
has decreased in recent years. Nevertheless, in 2018, around
700,000 cases (oropharynx, 92.,900) were newly diagnosed
worldwide, and a high mortality rate of around 50% is re-
ported. In contrast, incidences of oropharyngeal squamous
cell carcinoma (OPSCC) are increasing in many developed
countries, and infection with high-risk human papilloma-
virus (HPV) has been attributed to this increase.”
Compared with patients with HPV-negative OPSCC, those
with HPV-driven OPSCC have a significantly better prog-
nosis regarding treatment response and overall survival.®
This finding has led to the design of clinical trials to
investigate treatment de-escalation in HPV-driven OPSCC.

However, in phase 3 de-escalation chemoradiotherapy trials,
in which the standard treatment cisplatin was replaced by
the putatively less toxic monoclonal antibody cetuximab
against the epidermal growth factor receptor, survival out-
comes were inferior in the cetuximab arm.”* It is unclear to
this point if cetuximab presents an appropriate agent as
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choice of therapy for de-escalation settings, whereas in pa-
tients with pl()lNK4A—p()sitive (see below) OPSCC,
epidermal growth factor receptor overexpression is not a
typical finding.” Even following current standard treatment,
recurrence is observed within two years in 13% to 25% of
patients with HPV-driven OPSCC."” When considering this
recurrence rate and especially with regard to a potential de-
escalation of treatment, valid biomarkers are required to
monitor therapy response, identify minimal residual disease,
and assist in early detection of recurrent cancer.

HPV infects undifferentiated cells in the basal layer of
epithelia (basal stem cells) or transiently dividing cells of
wounded epithelia."" In its replication cycle, HPV does not
cross the basement membrane, and viral particles or HPV-
derived DNA are usually absent in the blood during
noncancerous HPV infections.'>'* HPV type 16 (HPV ) is
detected in about 90% of HPV-driven OPSCC.”> HPV j¢-
DNA encodes two structural proteins (L1 and L2) that form
the viral capsid and are only expressed in differentiated cells
of upper epithelial layers. Among six regulatory proteins,
E6 and E7 have prominent oncogenic activity. E6 targets
p33 for ubiquitination and subsequent degradation.'* E7
binds the retinoblastoma protein, inhibiting the interaction
with the transcription factor E2F and inducing uncontrolled
transition into the cell cycle synthesis phase.'* Both onco-
genic activities are hallmarks of HPV-induced carcinogen-
esis, and in particular the activity of E7 is associated with
overexpression of the tumor suppressor protein cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A (pl6™%**) ' 4 surrogate
marker for HPV-driven cancers.

Cell-free DNA (cfDNA) in the blood was first described
by Mandel and Metais'® in 1948. It is released into the
bloodstream from nucleated blood cells and apoptotic and
necrotic tissue cells. The size of circulating ¢fDNA varies
from relatively small to large fragments of up to 21 kb.'”'*
Most cfDNA fragments are approximately 70 to 200 bp in
size, which corresponds to the length of DNA wrapped
around a nucleosome and the histone HI.'® The total
c¢fDNA concentration is elevated in patients of different
cancer entities compared with healthy controls,'7+1%%
Today, minimally invasive sampling of urine, saliva, or
blood, also called a liquid biopsy, is used to examine
cfDNA, focusing on the identification of tumor-specific
DNA mutations.”' ?® Because of its size and foreign na-
ture, cell-free (cf) HPV-DNA is also an easily detectable
tumor-specific DNA that can be readily distinguished from
cellular DNA. Therefore, ¢fHPV-DNA is a promising
biomarker to monitor therapy response in HPV-driven
cancer. In a recent study, multianalyte digital PCR assays
were used to quantify circulating tumor HPV-DNA in
plasma, demonstrating a rapid clearance of HPV-DNA in
patients with HPV-driven OPSCC treated with definitive
chemoradiotherapy.”” This study investigates the clinical
utility of ¢fHPV-DNA in plasma of patients with HPV-
driven OPSCC to monitor cancer progression in a multi-
modal treatment including  surgery. It is

120)

setting,

hypothesized that the concentration of c¢fHPV-DNA de-
creases and/or disappears after successful treatment.
Accordingly. an increase during follow-up care is expected
in case of residual disease and/or local or distant recurrence
of disease.

Materials and Methods
Patient Selection

This pilot observational study included 30 patients with
HPV ¢-driven OPSCC and an additional 20 patients with
HPV-negative OPSCC as control. Regardless of HPV sta-
tus, all patients received conventional treatment according to
local guidelines (chemoradiation or surgery, followed by
adjuvant therapy) between July 2014 and December 2017 at
the University Hospital of Giessen (Figure 1A). Clinical
information was retrieved from patient’s records and the
local cancer registry. Tumor staging was performed ac-
cording to American Joint Committee on Cancer manual,
eighth edition.”®

Blood samples were collected following treatment of 30
patients diagnosed with a plb'NK4A' and HPV s-DNA—
positive OPSCC: in 28 of these cases, pretreatment sam-
ples were also available (Figure 1A). Of two patients with
recurrence, only post-treatment blood samples were
available. In these two cases, the measurement of the first
available post-treatment sample was included as substitute
for pretreatment sample as these patients experienced re-
sidual disease. HPV-negative OPSCC patients (n = 20)
with pretreatment blood sample were randomly selected as
control. HPV status was determined in routine diagnostics
by immunohistochemical staining of pI()mK4A (E6H4
clone; CINtec Plus: Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)”” ' and detection of HPV-DNA using PCR
and reverse hybridization with the RDB2270 HPV Easy-
Typing kit, according to the manufacturer’s recommen-
dations (Autoimmun Diagnostika GmbH, Strassberg,
Gcrmuny).]2 HPV-driven OPSCC was defined by posi-
tivity for pl6™*** and high-risk HPV;4 DNA: HPV
negativity was defined by negativity for both pl()[NK4A and
HPV-DNA. OPSCC cases with discordant test results were
excluded from this study. The study was approved by the
local institutional review board (votes of the ethics com-
mittee; reference number 95/15).

Plasma Sampling and Cell-Free DNA Isolation

Whole blood from 28 patients (except two, see above) was
collected before primary treatment. Additional blood sam-
ples were drawn from patients with HPV-driven OPSCC at
varying time points after treatment, depending on patient’s
follow-up schedule. Blood was drawn in Cell-Free DNA
BCT (Streck, La Vista, NE) and centrifuged at 515 x g for
10 minutes at room temperature within 24 hours. Plasma
aliquots were stored below —80°C until further analysis.
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Figure 1  Sampling time points of patients with human papillomavirus (HPV)—driven oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC) and receiver operating
characteristic (ROC) curve analyses of pretreatment £6 and £7 detection to differentiate between HPV-driven and HPV-negative OPSCC. A: Sampling time points are
given for all patients with HPV-associated OPSCC induded in the study. Samples taken under active treatment were not analyzed. Patient’s therapy and tumor
characteristic [tumor-node-metastasis (TNM)] is indicated. Vertical dashed lines indicate time points used in further investigations (Figure 3). Closed/open circles
correspond to samples with/without HPV £6 and/or E7 cell-free DNA (cfDNA) copies/mL above threshold, determined by ROC curve analyses (Figure 1B). Two time
points (circles surrounded by boxes) were investigated as substitute for missing pretreatment samples (details in Materials and Methods). B: ROC curve analyses of
HPV E6 and E7 cfDNA copies/mL in pretreatment liquid biopsies from patients with HPV-driven and HPV-negative OPSCC detected by real-time quantitative PCR. The
area under the curve (AUC) values generated by ROC curve analysis for £6 and £7 are displayed. The maximum of the Youden index accounts for threshold values of
>66 (£6) and >272 (E7) copies of HPV-DNA per mL plasma for HPV positivity of OPSCC. n = 30 patients with HPV-driven OPSCC, n = 20 patients with HPV-negative
OPSCC (B). P, palliative treatment; R+, incomplete tumor resection documented; RCT, definitive chemoradiotherapy; S/N, upfront surgery, including neck dissection.

Circulating ¢fDNA was isolated from 500 pL plasma with
the Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Purification
Kit (Norgen Biotek Corp., Thorold, ON, Canada) following
manufacturer’s protocol. DNA was eluted in 30 pL of
supplied elution buffer. ¢cfDNA was stored at —20°C until
further processing.

qPCR

Real-time quantitative PCR (qPCR) was performed using
the Luna Universal Probe qPCR Master Mix (NEB.

Ipswich, MA) in a final volume of 15 pL per reaction, all in
triplicates. The B-globin (HBB) gene was used as marker to
ensure DNA integrity for each sample, and no-template
controls were included as negative control. Briefly,
2x Luna Universal Probe qPCR Master Mix was diluted to
1 x by adding primers, probes, and 4 pL template (final
concentrations, 200 nmol/L for E6 and E7 primers, 300
nmol/L for B-globin primer, and 166 nmol/L for each
probe). qPCR primers and probes were synthesized by
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany), and sequences can
be retrieved from Table 1. Optimal annealing temperature

Table 1 Primer and Probe Sequences with Respective Melting Temperature and Amplicon Size of the qPCR Assay
Description Sequence Melting temperature, °C Product length, bp
HPV,¢ E6 forward primer 5'-GCACCAAAAGAGAACTGCAATG-3' 55.1 81
HPVi6 E6 reverse primer 5'-GTTTGCAGCTCTGTGCATAACTG-3' 56.9

HPV16 E6 probe 5'-JOE-AGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAGTTAC-BHQ1-3' 65.8

HPVy6 E7 forward primer 5’'-CAGCTCAGAGGAGGAGGATG-3' 56.7 67
HPVy6 E7 reverse primer 5'-GTAATGGGCTCTGTCCGGT-3' 57.0

HPVy6 E7 probe 5'-FAM-AGATGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGG-BHQ1-3'  66.7

B-Globin forward primer 5'-GACACCATGGTGCATCTGAC-3' 56.1 137
B-Globin reverse primer 5'-TTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTGT-3' 56.0

B-Globin probe 5'-TAMRA -AGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTG-BHQ2-3' 63.8

The 5’ and 3’ modifications of gPCR probes are in bold.
BHQ, black hole quencher dye; FAM, carboxyfluorescein (fluorescent dye); HPVis, human papillomavirus type 16; JOE, 6-carboxy-4',5'-dichloro-2’,7'-
dimethoxyfluorescein (fluorescent dye); qPCR, real-time quantitative PCR; TAMRA, carboxytetramethylrhodamine (fluorescent dye).
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Table 2 Characteristics of Patients with HPV-Driven (n = 30) and HPV-Negative (n = 20) OPSCC

HPV-driven OPSCC HPV-negative OPSCC
Characteristic n % n % P value
Age, years
>60 18 60 10 50.0 0.485
<60 12 40 10 50.0
Median 64.9 59.9 0.181*
Mean 65.1 61.3
Max 91.7 75.2
Min 47.3 46.5
Sex
Male 24 80.0 17 85.0 0.724"
Female 6 20.0 3 15.0
Tumor stage
T1/12 22 73.3 11 55.0 0.180
T3/T4 8 26.6 9 45.0
Node stage
NO 3 10.0 6 30.0 0.195
N1 9 30.0 5 25.0
N=>2 18 60.0 9 45.0
Metastasis stage
Mo 25 83.3 16 80.0 1.0
M+ 5 16.6 4 20.0
Tumor grade (AJCC manual, 8th edition)
1 11 36.7 s 10.0 0.012
2 9 30.0 2 10.0
3 3 10.0 3 15.0
4 7 23.3 13 65.0
Smoking
Yes (>10 pack-years) 13 46.4 18 100.0 <0.001
No (<10 pack-years) 15 53.6 0 0.0
Missing 2 2
Alcohol
Yes (>2 glasses/day) 2 9.1 5 38.5 0.075'
No (<2 glasses/day) 20 90.9 8 61.5
Missing 8 7
Palliative treatment
Yes 4 13.3 2 10.0 1.000"
No 26 86.7 18 90.0
Surgery of primary tumor
Yes 19 63.3 15 75.0 0.386
No 11 36.7 5 25.0
Curative treatment type
Upfront surgery without ND 0 0.0 1 5.6 0.292
Upfront surgery including ND 20 76.9 14 77.8
Definitive radiotherapy 0 0.0 1 5.6
Definitive chemoradiotherapy 6 23.1 2 11.1
Resection status of surgery
RO 13 76.5 8 66.7 0.683
R+ 4 23.5 4 333
Unknown 2 3

P values for comparison of HPV-negative versus HPV-driven OPSCC (asymptotic, two sided); significant P values (P < 0.05) are in bold. Values calculated by
%2 test unless otherwise noted.

*Calculated by t-test.

TCalculated by Fisher exact test.

AJCC, American Joint Committee on Cancer; HPV, human papillomavirus; Max, maximum; Min, minimum; ND, neck dissection; OPSCC, oropharyngeal
squamous cell carcinoma.
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was established by gradient PCR. Cycling conditions were
as follows: 95°C for 1 minute, followed by 48 cycles of a
two-step thermal profile of 15 seconds at 95°C and 30
seconds at 59°C. qPCR data were analyzed with Quant-
Studio Design & Analysis Software version 1.4.3 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). At least two of the triple
measurements had to be positive, with a Ct value above
standard for one copy/reaction and an SD of <0.25.

The cell line UM-SCC-104 (kindly provided by Dr.
Thomas E. Carey, University of Michigan, Ann Arbor, MI)
carries one copy of HPV** and was used as standard. It was
cultured under standard conditions [RPMI 1640 medium
with L-glutamine (both from Sigma-Aldrich) and 10% fetal
bovine serum, 5% CO,, 37°C), was Mycoplasma free, and
was authenticated in July 2019. DNA was isolated using the
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA) and
quantified with the NanoDrop 2000c¢ spectral photometer
(Thermo Fisher Scientific), and measured DNA concentra-
tion was calculated into diploid human genome copies (one
copy equals 6.61 pg). Extracted DNA was diluted to 1, 10,
100, 1000, and 10,000 copies per reaction, which equals
2.5 x 10% 2.5 x 10%, 2.5 x 10*% 2.5 x 10’ and 2.5 x 10°
copies per milliliter (Supplemental Figure S1). Standard
dilutions were run in parallel for each experiment. The
concentration of ¢fHPV-DNA of patient’s samples was
calculated in comparison to the standard and indicated in
copies per milliliter plasma.

The expected size of the amplicons was confirmed by
electrophoretic separation using 14% polyacrylamide 0.5 x
Tris-borate-EDTA gels and staining of the DNA (Midori
Green Advance DNA Stain: Nippon Genetics Europe
GmbH, Diiren, Germany), and by capillary gel electropho-
reses with the High Sensitivity DNA Kit (Agilent 2100
Bioanalyzer; Agilent Technologies Germany GmbH & Co.,
Frankfurt am Main, Germany).

Statistical Analysis
Statistics were performed using the SPSS statistical software

version 26 (IBM, Chicago, IL). Qualitative and quantitative
data were compared using U-test for independent samples

Table 3

and Wilcoxon-rank test for dependent samples. A receiver
operating characteristic curve analysis of pretreatment E6
and E7 cfDNA levels in liquid biopsies was performed in
relation to HPV status of the OPSCC (Figure 1B). A
threshold for E6 and E7 cfDNA positivity in liquid biopsies
was set to the maximum of the Youden index. Significance
of results was expected for P < 0.05.

Results
Patient Characteristics and Liquid Biopsy Samples

Patient characteristics regarding stage, risk factors, and
treatment are summarized in Table 2.

Samples were received from 28 patients with HPV-driven
OPSCC before treatment and during follow-up (Figure 1A).
Of two patients, only follow-up samples were included
retroactively. For these cases, the first available post-
treatment sample was included as substitute for the pre-
treatment sample, because these patients had a tumor
recurrence at the time of blood sampling and were not free
of disease. The median time to the first collected post-
treatment sample is 4.4 months (range, 1.1 to 10.3 months
after end of treatment). On average, 3.4 (range, 1 to 7)
follow-up samples with a median of 8.1 (range, 1.1 to 31.3)
months after the end of treatment were collected.

Pretreatment Cell-Free HPV-DNA Concentrations

Receiver operating characteristic curve analysis of ¢fHPV
E6 and E7 DNA detection by qPCR in pretreatment liquid
biopsies demonstrates that qPCR is able to efficiently
discriminate between patients with HPV-driven and HPV-
negative OPSCC. Area under the curve values are 0.910
for E6 and 0.901 for E7 (Figure 1B). Maximum of the
Youden index indicates threshold values of >66 (E6) and
>272 (E7) copies of HPV-DNA per mL plasma for HPV
positivity of OPSCC to maximize sensitivity and specificity.
Using these values, all measurements were classified pre-
treatment and during follow-up (Figure 1A). The perfor-
mance of E6 and E7 cfDNA detection by ¢PCR in

Performance of £6 and £7 cfDNA Detection by qPCR in Pretreatment Liquid Biopsies in Comparison to HPV Status Assessment on

OPSCC Tissue by HPV-DNA Detection and p16™*** Immunohistochemistry

OPSCC tissue HPV status
(HPV-DNA and p16™ A

immunohistochemistry)
Liquid biopsy Negative Positive
(pretreatment) cfHPV-DNA gqPCR test (n = 20) (n = 30) Specificity, % Sensitivity, % Accuracy, %
E6, positive/negative 1/19 25/5 95 83 88
E7, positive/negative 0/20 24/6 100 80 88
£6 and E7, positive/negative 0/20 23/7 100 77 86
E6 or E7, positive/negative 1/19 26/4 95 87 90

Cf, cell free; HPV, human papillomavirus; OPSCC, oropharyngeal squamous cell carcinoma; qPCR, real-time quantitative PCR.
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Comparison of human papillomavirus (HPV) type 16 £6 and £7 cell-free DNA (cfDNA) levels in different patient groups. Concentration of £6 and £7

cfDNA in pretreatment plasma of patients with HPV-driven and HPV-negative oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC; A) and patients with HPV-driven
OPSCC stratified by tumor size (T1-2 versus T3-4; B), lymph node status (NO versus N1 versus N > 2; C), and distant metastasis (MO versus M+; D). Gray (E6)
and white bars (E7) indicate the 25th and 75th percentiles; whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles. P values were

calculated using U-test for independent samples. *P < 0.05, ***P < 0.001.

pretreatment liquid biopsies was tested in comparison to
HPV status determination (Table 3). All patients with HPV-
negative OPSCC had no E6 and E7 cfDNA levels above
threshold pretreatment except one case, which was positive
for E6 (292 copies/mL). Conversely, E6 and/or E7 ¢fDNA
levels above threshold were detected in 24 of 28 patients
(85.7%) with HPV-driven OPSCC before treatment and in 2
of 2 additional patients (100%) with known residual disease
at the first post-treatment sampling point [in total, 26/30
(86.7%); P < 0.001] (Figure 2A). Before treatment, neither
E6 nor E7 ¢fDNA was detected in four patients with HPV-
driven OPSCC, and only one HPV target was detected in
three patients (Figure 1A).

Regarding tumor characteristics, the median copy
numbers of E6 and E7 c¢fDNA per mL plasma were
significantly higher in larger tumors (E6: P = 0.035; E7:
P = 0.031) (Figure 2B). Also, in lymph node—positive
patients (Figure 2C) and in patients with distant metasta-
ses (Figure 2D), the mean copy numbers of E6 and E7
c¢fDNA per mL plasma were higher than in patients without
metastases, although not reaching statistical significance.
Seven patients with either E6 or E7 or none of the HPV
targets detected pretreatment did not have remarkably lower
tumor burden (each with either tumor > T1 or node posi-
tive) (Figure 1A).

Cell-Free HPV-DNA in Patients with Tumor Control
during Follow-Up

E6 and E7 cfDNA concentrations were investigated in
follow-up samples from patients with HPV-driven OPSCC
who presented without evidence of disease at routine ex-
amination, and the values were compared with those of
plasma samples before treatment. Overall, levels of E6 and

E7 c¢fDNA in pretreatment samples were significantly higher
than the average of all respective post-treatment samples
[E6 mean (range): 9283 (0 to 79,850) versus 99 (0 to 756)
copies/mL plasma (P < 0.001); E7 mean (range): 12,699 (0
to 150838) versus 162 (0 to 1533) copies/mL plasma
(P < 0.001)] (Figure 3). At the level of the individual pa-
tient, £6 and E7 cfDNA copy numbers dropped below
threshold in most cases after treatment (Figure 1A). In only
four cases (numbers 15, 17, 18, and 24), positivity for both
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Figure 3  Comparison of human papillomavirus (HPV) type 16 £6 and £7

cell-free DNA levels pretreatment and post-treatment in patients with HPV-
driven oropharyngeal squamous cell carcinoma without recurrence. Plasma
samples from 25 patients who were disease free after treatment, according
to routine clinical examination, were investigated. Post-treatment samples
are summarized in three time periods, as indicated in Figure 1A. Gray (E6)
and white (E7) bars indicate the 25th and 75th percentiles; whiskers extend
1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles. P
values were calculated using Wilcoxon rank test for dependent samples
(with an average of respective samples for the post-treatment period in
comparison to pretreatment). ***P < 0.001.
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disease in neck nodes 16 months after treatment of the primary OPSCC. B: A case with HPV-positive lung, liver, and bone metastases 17 months after the
diagnosis of OPSCC. C: A case with pre-existing lymph node and lung metastasis that developed cranial metastasis in the course of the disease. D: A case with
lymph node metastasis 10.6 months and HPV-driven lung metastasis 18.5 months after primary diagnosis. Solid black line: £6; dashed gray line: £7. HPV,4,

HPV type 16; PE, time of first biopsy; RCT, radiochemotherapy; RT, radiotherapy.

DNA markers was detected in the first post-treatment sam-
ple. whereas in all cases, signals dropped below the
threshold of both markers at the next sampling point. Eight
cases showed sporadic positivity of one or two of the
cfHPV-DNA targets in a post-treatment sample, before or
after one or two negative liquid biopsies. The last post-
treatment plasma sample was positive for one or two
cfHPV-DNA targets in 3 of 25 patients (12%: Patients 7, 19,
and 24). However, this occurred with a limited follow-up
time for Patient 7 (Figure 1A). Two patients (Patients 15
and 24) had persistent positivity of one or both cfHPV-DNA
targets within the first 6 months after treatment. Patient 24
had high tumor burden (T4aN2b) and was treated without
surgery, whereas Patient 15 had a small primary tumor
as well as a lymph node metastasis (TIN2), including
extracapsular spread.

Cell-Free HPV-DNA in Patients with Recurrence

An increase or continuity in E6 and E7 cfDNA levels in
sequential samples was observed during follow-up in 5 of 30
patients (16.7%) with HPV-driven OPSCC. As depicted in
Figure 4, four patients (Patients 2 to 5) (Figure 1A) were diag-
nosed with local or distant recurrence during routine examina-
tions. Three patients showed a decrease in £6 and E7 cfDNA
concentration after treatment and an increase before recurrence

The Journal of Molecular Diagnostics m jmdjournal.org

was diagnosed (Figure 4, A—C). The fourth patient exhibited a
more erratic course of plasma viral oncogene levels (Figure 4D).
However, this case developed lymph node metastases 10.6 and
18.5 months after diagnosis of the primary tumor, which cor-
responded to peaks in the measured £6 and E7 ¢fDNA con-
centration. One patient with recurrence (Patient 1) (Figure 1A)
showed positivity for £6 and E7 ¢cfDNA above threshold in all
post-treatment blood samples, with a decrease at the last data
point for both cfHPV-DNA targets (not shown). Unfortunately.
no additional data are available before death of the patient
(month 6.6 after treatment).

Discussion

The outcome of HPV-driven OPSCC is much more favor-
able than that of HPV-negative OPSCC following current
therapy standards. This is the rationale for the investigation
of treatment de-escalation to spare treatment-related toxicity
in patients with HPV-driven OPSCC. However, the failure
of two phase 3 de-escalation chemoradiotherapy trials”*
demonstrates the need to monitor treatment response to
identify early on during treatment those patients who do not
benefit from de-escalation. In addition, there is a relevant
subgroup of patients with HPV-driven OPSCC who develop
recurrence following current standard treatment.

1339

25



ERGEBNISSE

Reder et al

Noninvasive liquid biopsies are a growing field of
research and can be used to monitor treatment response and
tumor burden/minimal residual disease during follow-up as
well as to understand cancer evolution.'®* ** An estab-
lished field for cfDNA detection in liquid biopsies is testing
for epidermal growth factor receptor mutations in patients
with non—small-cell lung cancer for treatment decision (eg,
when tissue biopsies are not available).”* % Respective
tests have reached Food and Drug Administration approval
and are in clinical use.

An important problem in the analysis of liquid biopsies is
the selection of suitable genetic markers to be monitored. In
leukemia, it has been shown that somatic mutations can
serve as such markers.” However, tumors are heteroge-
neous, and selection processes during therapy may promote
the outgrowth of cell clones that were underrepresented in
the primary disease. As a consequence, genetic markers of
these clones could not be selected for further monitoring
because of underrepresentation. Compared with somatic
mutations and in terms of clonal selection, the DNA of a
tumorigenic virus is a more stable marker, as tumor growth
usually depends on the activity of the encoded viral onco-
proteins. Liquid biopsies might therefore be particularly
suitable for patients with virus-driven malignancies. In pa-
tients with nasopharyngeal carcinoma, the detection of
Epstein-Barr virus ¢fDNA in plasma is an established
biomarker and a prognosticator after thcrupy.m‘“‘I The cur-
rent study investigated whether ¢cfHPV-DNA in plasma of
patients with HPV-driven OPSCC is a useful tool to monitor
the course of the disecase and possibly detect recurrence
before classic diagnostics. E6 or E7 ¢fDNA was detected in
86.7% of patients with HPV-driven OPSCC (26/30) in
pretreatment liquid biopsies [24/28 (85.7%)]. and in patients
with known residual disease [2/2 (100%)] at the first post-
treatment blood sampling point. Only one case with HPV-
negative OPSCC showed E6 cfDNA levels above
threshold. This OPSCC did not overexpress pl(’)INKM and
was HPV-DNA negative by type-specific hybridization for
HPV 16, 18, 45, 6, 11, and the 30 and 50 subgroups. The
lifestyle and clinical data of this patient (T4b:; heavy
smoking and drinking) are also consistent with an HPV-
unrelated OPSCC. Eight patients showed positive HPV
oncogene signals in at least two samples after treatment.
Among these patients, five developed a recurrence. In line
with published data,””** an increase of ¢cfHPV-DNA was
observed in four of these five patients with recurrence before
the recurrence was diagnosed by routine examination. In
one patient, however, the values remained above threshold,
but did not increase noticeably after treatment. Of the
remaining three patients, one had high tumor burden and
was treated with definitive chemoradiotherapy. The
remaining two had lower tumor burden, one with reported
extracapsular spread. All three patients had presented with
the primary tumor between 2015 and 2017, which is within
the follow-up time in which recurrence rates are still high.'”
Nevertheless, all three are currently (3.7 to 3.9 years after
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end of treatment) alive with no tumor-related events re-
ported (Patient 29: 44.5 months; Patient 28: 45.5 months;
and Patient 19: 45.2 months) (Figure 2A). The positive
measurement in these cases could refer to a minimal residual
disease that is not progressive or has cleared without further
intervention. Note that the detection of ¢fHPV-DNA in
plasma is not intended to provide information about resis-
tance mechanisms, but only about the fact that a resistance
mechanism (of whatever kind) is present when the ¢fHPV-
DNA in the plasma rises again.

Overall, the performance of both ¢fHPV-DNA ¢PCR
tests used in this study was similar (Table 3). Nevertheless,
there was a discrepancy in positivity between E6 and E7,
with a slightly higher sensitivity for £6 and seemingly more
specific test results for E7. Also, the combination of both
tests results in a reasonable performance.

Previously, it was demonstrated that circulating cfHPV-
DNA levels before first-line treatment and after therapy
have prognostic significance in HPV-driven, advanced anal
carcinoma treated with chemolhcrupy.*’x'44 The current
study shows that the cfHPV-DNA levels in HPV-driven
OPSCC patients correlate with the size of the primary tu-
mors (tumor stage) before treatment (Figure 2B) and with
the disease course after treatment (reduction in patients
without relapse and a renewed increase in patients who
developed relapse). These data thus show that cfHPV-DNA
levels reflect a measure of the current tumor burden in pa-
tients with HPV-driven OPSCC.

Another study reported a correlation between pretreatment
concentration of ¢cfHPV-DNA, nodal stage, and overall dis-
case stage graded by the American Joint Committee on
Cancer manual, sixth edition.”> Results of the current study
also found an association between pretreatment cfHPV-DNA
and nodal stage as well as the presence of distant metastasis,
but not with overall disease burden. These data did not reach
statistical significance, likely because most patients with
HPV-driven OPSCC presented with node-positive disease
(except n = 3) and only n = 5 had distant metastasis. The
lack of an association of the data with the tumor staging ac-
cording to American Joint Committee on Cancer might
indicate that total tumor volume/burden is not adequately
implicated in the current tumor staging.

Lee et al*® investigated locally advanced, HPV-
associated head and neck cancer for circulating
c¢fHPV-DNA by next-generation sequencing. Their next-
generation sequencing assay HPVI16-detect could reli-
ably detect HPV relapse in combination with positron
emission tomography/computed tomography. However,
apart from specific applications and optimized workflows,
next-generation sequencing is still a relatively time-
consuming and costly method. A fast and less expensive
qPCR test may be sufficient to prove the presence or
absence of such a clearly defined target, like cfHPV-DNA,
in plasma of patients with OPSCC. In contrast to tumor-
specific mutations, the detection of c¢fHPV-DNA does
not require knowledge of the presence of individual
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mutations that serve as markers, neither known ones for
which commercial tests are available nor unknown ones
that require sequencing and detailed analysis of the pri-
mary tumor in advance. Another weakness regarding
tumor-specific  mutations is  tumor heterogeneity
mentioned above: even within one tumor, cells carry
different mutational profiles*’ and selected mutations
might not occur in the recurrent tumor, which is generally
not the case for viral DNA in HPV-driven cancers.

Limitations of this pilot study include the small sample
size and inconsistent sampling, which is a concession to the
study design. Furthermore, recurrence is a rare event in
HPV-driven OPSCC. As a result, this study relied on
retroactively collected samples, which is also the reason for
inconsistent sampling times. Despite these limitations, the
results are consistent with previously published data for
HPV-driven OPSCC investigated with digital PCR.”’**?
This underlines the suitability of ¢fHPV-DNA testing in
liquid biopsies independent from experimental techniques
used for the analysis. The strengths of the current study are
the longitudinal sample collection in relation to treatment
and the fact that >75% of the patients received primary
surgery, which was not the case in previous studies.”’*
Consequently, prospective studies with larger cohorts and
defined sampling schedules are needed to verify these
findings for cfHPV-DNA testing in liquid biopsies from
patients with HPV-driven cancers.

Conclusions

Changes in ¢fHPV-DNA concentration were shown to
correlate with the course of disease in HPV-driven OPSCC.
Detection of ¢fHPV-DNA in the plasma of patients with
OPSCC is a valid and suitable method to monitor viral
oncogene burden in OPSCC and may be considered to
monitor response to therapy and identify patients with HPV-
driven OPSCC at risk of recurrence. In conclusion, this
exploratory study has generated valuable data suggesting
that c¢fHPV-DNA in liquid biopsies is a promising
biomarker in HPV-driven OPSCC. Nevertheless, larger
cohort studies are needed to verify these findings.
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2.2. ldentifizierung spezifischer Mutationen in HPV-getriebenen OPSCC von
Patienten mit Therapieversagen

Genetic alterations in human papillomavirus-associated oropharyngeal squamous

cell carcinoma of patients with treatment failure

Henrike Reder, Steffen Wagner, Ulrike Gammerdinger, Sarah Sandmann, Nora
Wirdemann, Andreas Brauninger, Martin Dugas, Stefan Gattenléhner, Jens Peter

Klussmann, Claus Wittekindt

Oral Oncology, 93 (2019) 59-65
(doi: 10.1016/j.oraloncology.2019.04.013)

Trotz eines allgemein besseren Therapieansprechens von Patienten mit HPV* OPSCC
im Vergleich zu Patienten mit HPV- OPSCC, entwickeln einige Patienten mit HPV*
OPSCC Fernmetastasen oder ein Lokalrezidiv (LR/FM), was mit einem entsprechend
schlechteren Krankheitsverlauf einhergeht. In dieser Studie wurde untersucht, ob
Patienten mit LR/FM ein anderes genetischen Muster an Mutationen aufweisen als
Patienten ohne LR/FM. 90 Zielregionen in 22 Genen, die in der Literatur haufig in HPV*
OPSCC als mutiert beschrieben worden sind, wurden fur ein Genpanel zur gezielten
Sequenzierung (targeted Next Generation Sequencing, tNGS) ausgewahlt. Beziiglich
chromosomaler Aberrationen wurden keine Unterschiede zwischen HPV* OPSCC von
Patienten mit und ohne LR/FM beobachtet. Hingegen wiesen HPV* OPSCC von
Patienten mit LR/FM hohere Mutationsraten auf als von Patienten ohne LR/FM.
Besonders die Gene HRAS (Harvey Rat sarcoma), PIK3R1, STK11 (Serine/Threonin
Kinase 11) und TP63 waren haufiger in OPSCC von Patienten mit LR/FM mutiert als in
Patienten ohne LR/FM. Zusatzlich kodnnten synchrone Aberrationen auf den

Chromosomen 16 und 19 einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Objectives: Despite improved survival rates of patients with HPV-associated OPSCC, a subset has distant me-
tastasis or develops local recurrence during follow-up. To investigate potential underlying genetic alterations, we
analyzed patients with HPV-driven OPSCC who suffered from recurrence in comparison to matching pairs with
successful tumor control.

Materials and methods: We performed chromosomal copy number analyses and targeted next generation se-
quencing using a custom panel comprising genes that are frequently mutated in HPV-associated OPSCC.
Results: Specific differences regarding chromosomal aberrations were not observed between both groups. In
HPV-driven OPSCC from patients with recurrence we found higher mutation rates compared to patients with
successful tumor control. Especially mutation rates of HRAS (p = 0.05) PIK3R1, STK11 and TP63 (p < 0.1 each)
were statistically significant or trending towards significance. The respective genes can be linked to transcription
factors and signaling pathways involved in cell cycle regulation, proliferation and survival. Additionally, com-
binations of alterations were observed on chromosomes 16 and 19, which might also influence outcome.
Conclusion: Patients with HPV-driven OPSCC who develop recurrence or have metastasis may be defined by
genetic alterations that might be responsible for poor outcome after standard therapy. This might be of im-
portance for stratification in future de-escalation and targeted therapy.

Keywords:

Human papillomavirus

Oropharyngeal squamous cell carcinoma
Next generation sequencing
Chromosomal aberration

Recurrence

Introduction associated OPSCC exhibits an increased risk of recurrence and death

[4]. Those patients are characterized by local recurrence or distant

Besides overall decreasing incidences in head and neck squamous
cell carcinoma, a growing number of oropharyngeal squamous cell
carcinoma (OPSCC) are associated with human papillomavirus (HPV)
high risk type 16 infections [1]. Despite differences regarding biological
and clinical characteristics and improved overall survival (OS), patients
with HPV-associated and non-HPV-associated (HPV-negative) OPSCC
are treated equally. Hence, de-escalating treatment strategies for pa-
tients with HPV-driven OPSCC are widely discussed and examined in
various clinical trials [2,3]. However, a subset of patients with HPV-

metastasis (LDR). Especially mutations in driver genes (PIK3CA, KRAS,
and NRAS) are associated with worse survival prognosis [4]. Further-
more, subtypes of HPV-associated head and neck cancers with different
responses to treatment and prognosis were identified; they are dis-
tinguished by grade of differentiation, gene expression patterns and
genomic aberrations [5,6]. Therefore, patients with an increased risk
towards the outcome might not be treated sufficiently by de-escalated
treatment protocols and may later develop local recurrence or distant
metastasis.

Abbreviations: DFS, disease-free survival; HPV, human papillomavirus; LDR, local/distant recurrence; OPSCC, oropharyngeal squamous cell carcinoma; OS, overall

survival; SNP, short nucleotide polymorphism
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We hypothesize that patients with HPV-driven OPSCC and LDR have
a more aggressive kind of the disease based on a higher mutational
burden and mutational profile distinct from non-LDR patients.
Therefore, genetic aberrations in primary tumor tissue of patients with
HPV-driven OPSCC who developed relapse were compared to matching
patients without treatment failure. Hence, primary tumor tissue of the
selected patients was analyzed for chromosomal aberrations and short
nucleotide variants. A custom panel for targeted next generation se-
quencing (tINGS), with gene regions frequently described to be mutated
in HPV-associated OPSCC, had been developed. Identification of pa-
tients with an increased risk for treatment failure and implementation
of monitoring at close intervals post-treatment might be especially
important regarding the current debate on treatment de-escalation for
patients with HPV-associated OPSCC. Based on the observation of pa-
tients with HPV-associated OPSCC with different outcomes, we aimed
to identify patterns of specific mutations and genetic alterations that
can be associated with treatment failure and development of local or
distant relapse.

Materials and methods
Patient selection

Characteristics and survival of all patients treated for a primary
OPSCC at our hospital between 2000 and 2013 were investigated.
Primary tumor tissue of patients with LDR during follow-up until May
2016 was examined. For comparison, primary tumor tissue of best
matching counterparts of patients with HPV-associated OPSCC without
treatment failure (non-LDR) was analyzed correspondingly. These
counterparts were matched for N-stage, risk factors (nicotine, alcohol)
and T-stage (Table 1 and Supp. Table 1). HPV-association was defined
by expression of CDKN2A (p16INK4A) and detection of high-risk HPV
type 16 DNA as previously described [7-10]. All patients were treated
following approved guidelines, receiving surgery with or without ad-
juvant  radio-/radiochemotherapy or  definitive radio-/radio-
chemotherapy. The study was approved by the local ethics committee

Table 1
Patient characteristics of LDR (n = 12) and non-LDR (n = 12) patient cohort.
LDR non-LDR
Age Young (< 60) 5 41.7% 8 %
0ld (=60) 7 58.3% 4 %
Median 65.8 years 57.4 years
Mean 67.0 years 59.4 years
n [%] n [%]
Gender Female 3 25.0 4 333
Male 9 75.0 8 66.7
T-stage Ey! 0 0.0 3 25.0
T2 3 25.0 5 41.7
T3 4 333 1 8.3
T4 5 417 3 25.0
N-stage NO 2 16.7 1 8.3
N+ 10 833 11 91.7
M-stage MO 7 58.3 12 100.0
M+ 5 417 0 0.0
Smoking Yes 8 727 8 66.7
No 3 27.3 4 333
Unknown 1 - - -
Alcohol Yes 2 18.2 1 9.1
No 9 81.8 10 90.9
Unknown 1 - 1 -
Surgery Yes 6 50.0 10 83.3
No 6 50.0 2 16.7
Radiotherapy Yes 9 90.0 10 90.9
No 1 10.0 1 9.1
Unknown 2 - 1 -
Chemotherapy Yes 9 90.0 6 50.0
No 1 10.0 6 50.0
Unknown 2 - - -

Oral Oncology 93 (2019) 59-65

(reference number: 95/15).

DNA isolation and sequencing library preparation

Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) primary tumor tissue was
stained with hematoxylin and eosin to define tumor regions. DNA was
isolated from macrodissected FFPE tumor tissue with the Maxwell® 16
FFPE Plus LEV DNA purification kit (Promega, Madison, Wisconsin,
USA) following manufacturer’s protocol. DNA concentration was de-
termined with the Qubit™ 1.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific)
and the High Sensitivity DNA Kit (Agilent 2100 Bioanalyzer). DNA was
amplified and prepared as described in the protocol for the Ion
AmpliSeq™ DNA and RNA Library Preparation (Thermo Fisher
Scientific) kit. Approximately 10 ng DNA from the primary tumor tissue
were used to prepare the tNGS library. Sequencing was performed on
the Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific).

Targeted next generation (tNGS) panel and variant calling

90 target regions in 22 genes that are frequently described to be
altered in HPV-associated OPSCC [11-17] were selected for the tNGS
panel (Supp. Table 2). Primers were designed with the Ion AmpliSeq
Designer v5.4.2 (Thermo Fisher Scientific). Additionally, the coding
sequence of TP53 was included (exon 2 - exon 11). Sequencing data
were analyzed using the pipeline appreci8 [18] and aligned to GRCh37
(hg19). Read depth was set to a minimum of 50 and the minimum
number for variant allele reads to 20. The alternative’s average base
quality of reads must be at least 15 and the difference of the average
base quality between reference and alternative must not be greater than
7. Only protein altering mutations were taken into consideration for
further analysis.

Genome-wide SNP-array analysis

100-200 ng DNA derived from primary tumor tissue samples con-
taining at least 70% tumor cells in a final volume of 4 uL were prepared
for the Infinium® HD FFPE Assay (Illumina, San Diego, California, USA)
following protocol. Prior to this, samples were analyzed and prepared
with the Infinium HD FFPE QC Assay protocol (Illumina, San Diego,
California, USA) and the FFPE Restore Protocol (Illumina, San Diego,
California, USA) following manufacturer’s protocols. Signals were
analyzed with KaryoStudio v1.4 (Illumina, San Diego, California, USA)
by two independent researchers and uncertain results were reviewed
collectively for agreement. Data from the B allele frequency were
weighted higher than from the log R ratio. Only alterations with
agreement of both researchers were taken into consideration and
counted as true aberration. Fig. 4 was visualized using Circos [19].

Statistical analysis

Statistics were performed using the SPSS statistical software (IBM
SPSS 24.0, Chicago, Illinois, USA). Overall survival (OS) was calculated
from initial date (date of routine biopsy confirmed by histology) to date
of death. Disease-free survival (DFS) was calculated from end of treat-
ment of the primary tumor to date of diagnosis of relapse. OS and DFS
rates were calculated by the Kaplan-Meier method and the significance
of differences was calculated by log-rank test. Qualitative and quanti-
tative data were compared using Fisher’s Exact test and t-test for in-
dependent samples, two-sided each. Significance of results was ex-
pected for p-values < 0.05.
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Fig. 1. Survival of patients with OPSCC (n = 431). A: Overall survival (OS) of patients with HPV-associated (HPV +, red, n = 100) and HPV-negative (blue, n = 331)
OPSCC (solid lines). Dotted and dashed lines show patients with LDR (dashed; n = 15) and non-LDR (dotted; n = 85) in HPV-associated OPSCC. B: Ratio of distant
(grey) and local relapse (black) in HPV-associated (n = 15) and HPV-negative patients (n = 112). C: Disease-free survival (DFS) of patients with LDR according to
HPV-status (blue: HPV-negative, n = 112; red: HPV +, n = 15). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

Results

Identification and characterization of patients with HPV-associated OPSCC
and treatment failure

In survival analyses for all OPSCC treated between 2000 and 2013
in our hospital, we observed that patients with HPV-driven OPSCC
showed significantly better OS (n = 100; 5y-0OS: 75.4%; p < 0.001)
compared to HPV-negative OPSCC patients (n = 331; 5y-OS: 37.8%). In
the LDR subgroup of HPV-driven OPSCC, 5-year OS rates were 13.3%
(n =15) compared to 86.7% in patients without relapse (n = 85)
(Fig. 1A). Patients with HPV-driven OPSCC and relapse had decreased
OS rates compared to HPV-negative patients (p < 0.001). In the case of
LDR in HPV-driven OPSCC, more patients developed distant metastasis
than local recurrence (60% vs. 40%) compared to HPV-negative LDR
patients (Fig. 1B). Median time of disease-free survival (DFS) did not
differ significantly between patients with HPV-associated and HPV-
negative OPSCC (0.8 vs. 1.1 years; p = 0.316, Fig. 1C).

Primary tumor tissue of all patients with HPV-associated OPSCC and
LDR with sufficient material, which passed DNA quality control
(n = 12) were sequenced by tNGS. Matching counterparts (n = 12,
non-LDR) were also included in the study (see Methods section). 5/12
(41.7%) patients with HPV-associated OPSCC suffered local relapse, the
remaining 7 patients (58.3%) developed distant metastases (2 liver, 4
lung, 1 bone). The median age of the HPV-associated LDR group was
65.8 years and 75% were male. Cohort and individual patient char-
acteristics are listed in Table 1 and Supp. Table 1, respectively.

Targeted next generation sequencing (tNGS)

The average depth of base coverage was 3289 reads and over 97%
of bases had more than 100 reads in the sequenced gene regions.
Overall, mutations were detectable in 7/12 (58.3%) primary tumor
tissue samples of patients with LDR and in 5/12 (41.7%) of non-LDR
patients (Fig. 2). Only one of the selected genes (KRAS) was not mu-
tated in patients with LDR, while 14 genes were not mutated in non-
LDR patients. HRAS and TP53 were the most frequently mutated genes
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in our cohort with LDR (41.7%). In non-LDR patients, the most fre-
quently affected genes were PIK3CA, TAF1 and TP53 (16.7%). Alto-
gether, tumor tissue from patients with LDR harbored 164 distinct
mutations (13.7 mutations/tumor) versus 18 mutations (1.5 mutations/
tumor) in non-LDR patients (p = 0.097, t-test; Supp. Tables 3 and 4).
Taking into consideration whether LDR patients developed local or
distant recurrence, a trend for a higher mutation rate in patients with
local recurrence was detected (p = 0.167, t-test). A significantly higher
mutation rate was detected in HRAS (p < 0.05, Fisher’s Exact test) in
tissue of LDR-patients compared to non-LDR patients (Fig. 2). More-
over, the mutation frequency of STK11, TP63, and PIK3R1 (p < 0.1
each, Fisher’s Exact test) showed a trend towards significance for tissue
of LDR patients compared to non-LDR patients. Six variants in patients
with LDR and only one in a non-LDR patient resulted in a truncated and
therefore putatively non-functional protein (Fig. 2). All detected single
mutations can be found in Supp. Table 4.

In silico analysis of HPV-driven OPSCC

For comparison, we investigated published data from 22 HPV-
driven OPSCC patients sequenced by The Cancer Genome Atlas (TCGA)
research group [13]. The relative number of mutations in all genes is
comparable to our group of non-LDR patients (Fig. 2). On one hand, in
our non-LDR patients we found mutations in TP53, KRAS, TAF1 and
PDGFRA, which were not detected in the HPV-driven TCGA cohort. On
the other hand, patients sequenced by TCGA had mutations in RBI,
FANCA, CYLD, PIK3R1, NOTCH1 and JAK1, which were not mutated in
samples from our non-LDR patients, but in our cohort with LDR. The
genes FBXW7, BCL6, DDX3X (DDX3) and EP300 were mutated to a si-
milar extent in non-LDR patients of our group and samples analyzed by
TCGA. PIK3CA was mutated in both cohorts. However in approximately
40% of the cases analyzed by TCGA, while it was only mutated in 15%
of our non-LDR patients.

Variants in the tumor suppressor gene TP53

Altogether, we detected 25 TP53 variants in primary tumor tissue of
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Fig. 3. TP53 mutations in patients with local/distant recurrence (top) and non-recurrence (bottom). The diagram shows the relative frequency of somatic mutations
in the indicated exon of our patients with LDR (n = 12; black) and of the IARC TP53 database (n = 28,869; beige; IARC, Lyon, France [20]). Exons are represented in
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reader is referred to the web version of this article.)

LDR-patients and only in two of non-LDR patients (Supp. Table 4). 17/
25 variants found in OPSCC of LDR-patients are located in the DNA-
binding domain: one in the oligomerization domain, six in the C-ter-
minus and one in exon 8 between the DNA-binding and the oligomer-
ization domain. The two variants in tissue of non-LDR patients are lo-
cated in exon 4 (between the transactivation and the DNA-binding
domain) and in exon 7 (DNA-binding domain). Comparing the dis-
tribution of TP53 mutations in our study with published data from the
international agency for research on cancer (IARC, release R19) [20],
differences exist in exon 6, exon 7 and exon 11. While the IARC counts
13.4% of all mutations in exon 6, 24.9% in exon 7 and 0.1% in exon 11,
we detected 4% in exon 6 12% in exon 7 and 24% in exon 11 in our
cohort with LDR (Fig. 3).
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Chromosomal aberrations in relation to mutations

DNA with sufficient quality was isolated from 18/24 (9/12 of each
group of patients) primary tumor tissue samples and further analyzed
for chromosomal aberrations. Three tumors showed no imbalances: two
from non-LDR patients and one from a patient with LDR. The most
common gains were observed on chromosome 3q. Gain on chromosome
3q26-q29 was observed in 5 samples from patients with LDR and non-
LDR, each (Fig. 4). Amongst others, this region covers the genes
PIK3CA, TP63 and BCL6, which are also mutated in primary tumor
tissue of some patients with LDR. The most common losses were seen on
chromosome 11q and 14q (Fig. 4). Loss on chromosome 11q22.3-q24.2
was seen in 4/9 tumors tissues of patients with LDR and non-LDR each.
Loss on chromosome 14q23.3-q32.33 was observed in 4/9 (44.4%)
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non-LDR patients
Y 1

Fig. 4. Chromosomal aberrations for patients with HPV-associated OPSCC. Chromosomal aberrations are shown for 9 patients with local/distant recurrence (A) and
non-recurrence (B), each. The outer circle (black) represents each chromosome of the entire genome, labeled with the respective number. Chromosomes are shown
clockwise from short (p) to long (q) arm. Each inner circle (grey or white) represents one patient. Centromere regions are not sufficiently covered with SNPs and were
therefore not analyzed. Black diamonds on the outer circle indicate the location of genes examined by tNGS (Fig. 2). Blank (small) circles indicate if a mutation was
detected in the respective gene in the particular patient. Red: gain; dark red: amplification; blue: loss; yellow: loss of heterozygosity. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

OPSCC with LDR and 3/9 (33.3%) non-LDR. Tumor tissue of one pa-
tient with LDR had a gain on chromosome 14q23.3-q32.33.

Considerable differences could be observed on chromosomes 16 and
19. Tumor tissues from four patients with LDR had alterations on
chromosome 19p (1x deletion, 3x mutations in STK11) while the tumor
sample of one non-LDR patient had a loss of heterozygosity on chro-
mosome 19p13.3 (Fig. 4). Chromosome 16q12.1-q24.3 was lost in 3/9
(33.3%) OPSCC of patients with LDR but in none with non-LDR. 5/9
(55.5%) samples of patients with LDR who were analyzed for both,
mutations and chromosomal aberrations, had an alteration on chro-
mosome 16q: two patients had only deletions, two patients had only
mutations and one patient had both, mutations and deletions. The
chromosome regions carrying CYLD, CDH1 and FANCA were deleted in
OPSCC of 3 patients with LDR. Additionally, FANCA was mutated in
tumor tissue of one patient with LDR; CDHI and CYLD were mutated
each in one OPSCC with LDR. In line with this, from non-LDR patients
only one tissue sample showed loss of heterozygosity on chromosome
16423.1-26.3.

Discussion

Alterations in patients with local/distant recurrence are associated with
tumor progression

By comparing HPV-driven OPSCC with LDR and non-LDR, we de-
tected different mutation frequencies in several genes. Primary tumor
tissue of patients with LDR had mutations in more genes analyzed by
the custom designed panel and more distinct mutations in single genes
than non-LDR patients (Fig. 4, Supp. Tables 3 and 4). Especially STK11,
HRAS, PIK3R1 and TP63 were more frequently mutated. In line with
previous findings, we did not detect any mutation in codons 12, 13 or
15 of KRAS [21]. However, one mutation in KRAS was found in non-
LDR patients but not in patients with LDR. The detected missense
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mutation in codon 17 (S17N) had been shown to completely block
KRAS activation [22].

A weakening of our study is the low number of primary OPSCC
specimen from patients developing LDR. Respective cases are rare and
we analyzed all samples that had been available at our site. Only
multicenter studies can overcome this issue, which might be initiated
based on our findings in future. A second weakening is the application
of tNGS instead of genome wide methods, which is related to the
foregoing point. We were dependent on FFPE OPSCC samples from our
archive. Therefore, only tNGS based methods are currently suitable, but
progress in sequencing technologies might overcome this issue.
Nevertheless, with our limited panel of sequenced regions, this study
yielded some interesting and (regarding TP53) unexpected findings.

TCGA data does not contain information on treatment failure in
patients with HPV-driven OPSCC. Nevertheless, considering the sample
size of the TCGA data and the recurrence rate in patients with HPV-
driven OPSCC, we assume that all 22 patients are non-LDR patients.
Mutations in TP53 are absent in TCGA data of HPV-driven OPSCC [13],
while we found TP53 variants in five OPSCC patients with LDR (41.7%)
and two (16.7%) with non-LDR. Apart from exon 6, exon 7 and exon 11,
the frequency and distribution of TP53 mutations across all exons are
similar to published databases (Fig. 3). Exon 6 and exon 7 (lower mu-
tational frequency found in our cohort with LDR) are part of the DNA-
binding domain, while no functional domain is described for exon 11.
However, exon 11 (higher mutational frequency in our cohort with
LDR) is known to contain residues important for the biological function
of p53 (like variant p.G389E) or for post-translational modifications
influencing transcriptional activity [23-25]. It was reported that me-
tachronous recurrent OPSCC share a genomic landscape with HPV-ne-
gative OPSCC and also exhibit higher frequencies of TP53 mutations
[26]. Although absent in HPV-driven cancers in general, TP53 muta-
tions seem to be an important factor for the development of recurrence
in our cohort. It remains open, whether LDR in patients with HPV-
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driven OPSCC is causally related to individual TP53 mutations or
whether additional lifestyle-risk factors (e.g. smoking) and corre-
sponding (pre-cancerous) genetic alterations in patient’s history have
been superimposed by carcinogenic mechanisms due to HPV-infection.

Evidence strongly supports the hypothesis that the N-terminally
truncated major isoform of the p53-related protein p63 (ANp63a; en-
coded by TP63) is an activator of the receptor interacting serine/
threonine kinase 4 (RIPK4) [27]. RIPK4 is a protein involved in WNT/B-
catenin signaling and aberrant expression was reported to be associated
with progression and poor prognosis in cervical squamous cell carci-
noma patients [28]. In our study, TP63 was mutated in tumor tissue of
four patients in the group with LDR but in none with non-LDR
(p < 0.1, Fisher’s Exact test). Interestingly, HPV-DNA integration
within or close to TP63 has been reported for head and neck cancers
[29-32] and one of the few HPV-positive head and neck cancer cell
lines (UM-SCC-47) harbors HPV-DNA integrated in TP63 [33]. There-
fore, we presume a putative relation between HPV, p63 and RIPK4,
which might have an impact on cancer progression in HPV-driven
OPSCC.

HRAS is a potent oncogene, Especially codons 12, 13 and 61 have
been described as common mutational hotspots. HRAS was mutated in
tumor tissue of five patients with LDR in our cohort but in none with
non-LDR (p < 0.05, Fisher’s Exact test). Hotspot codons 12 and 13
were affected in two cases. An additional mutation was found in codon
17 (S17N). The latter alteration leads to a dominant negative effect and
inhibition of endogenous Ras-signaling [34,35]. Four detected muta-
tions in exon 3 (p.G115R, p.C118Y, p.D119N, p.A122T) are located in
the GTP-nucleotide binding domain. Residues p.C118 and p.D119 are
critical elements for nucleotide sensing and nucleotide specific inter-
actions [36]. Our results show that HRAS mutations might indeed play
an important role in the development of relapse in HPV-associated
OPSCC as it has been suggested for HPV-associated cervical and oral
carcinoma [37,38].

Hotspot amino acid mutations in PIK3CA (residues p.E542, p.E545
and p.H1047) and mutations in PIK3R1 have been reported in nu-
merous human cancers [39-42] (and recently reviewed in [43]). We
found PIK3CA hotspot mutations equally in two patients of each group
with LDR and non-LDR, indicating an association with HPV rather than
disease outcome. In colorectal cancer, the PIK3CA mutation p.G1068S,
we found in one LDR patient, was shown to result in weaker interac-
tions with the regulatory subunit PIK3R1 compared to PIK3CA wild-
type [44]. PIK3R1 mutations, we detected in the LDR cohort, are lo-
cated in the RhoGAP and the SH2 domain, which play a role in binding
and activating downstream targets and signal transduction. Previous
studies reported oncogenic effects of such mutations by weakening the
inhibitory interaction between PIK3R1 and PIK3CA [43]. Additionally,
it has been shown in breast cancer that mutation or loss of PIK3R1
increases PI3K/Akt signaling and oncogenic transformation, suggesting
a role as tumor suppressor [45]. In a whole exome study, patients with
alterations in the PI3K-pathway showed improved outcome [46]. In
contrast, our findings suggest that aberrant PI3K/Akt pathway signaling
by altered PIK3R1 and an instable PIK3CA/PIK3R1 complex might be
involved in cancer progression and poor prognosis.

The tumor suppressor STK11 (LKB1) is a serine/threonine kinase
originally identified as an activator of the AMP-activated protein kinase
(AMPK) pathway. In our study, STK11 was mutated in OPSCC of four
patients with LDR and in none with non-LDR (p < 0.1, Fisher’s Exact
test). Mutated STK11 promotes progression and cell proliferation in
HPV-driven cervical carcinoma [47,48] which is in line with our find-
ings.

Gain of chromosome 3q was detected in 10/18 (55.6%), partial loss
of chromosome 11q in 8/18 (44.4%) and partial loss of chromosome
14q in 7/18 (38.9%) patients with HPV-associated OPSCC, irrespective
of the outcome and in line with literature [49-51]. Synchronous dele-
tions of TRAF3 (14q32.32) and CYLD (16q12.1) was observed in tumor
tissue of three patients with LDR but in none with non-LDR. TRAF3 has
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been suggested as tumor suppressor during pathogenesis of viral in-
fection and tumor progression [52]. In line, defective TRAF3 promoted
cancer cell survival and drug resistance in HPV-associated head and
neck cancer [53], supporting our findings. Defects in TRAF3 and CYLD
have also been related to NF-xB signaling activation and an improved
overall survival [54]. In contrast to our data, mutations in TRAF3 and
CYLD did not occur simultaneously in the mentioned study, which
might indicate synergistic effects of alterations in both genes.

The HPV-specific set of genes we investigated by tNGS results from
the technical demands regarding FFPE samples. Methodic development
in sequencing techniques may help in future to yield more information
from this demanding sample type. Although patients with HPV-asso-
ciated OPSCC and local/distant recurrence are rare and our patient
cohort was limited, we could provide new findings. We show that genes
associated with tumor progression are more frequently mutated in
tumor samples of patients with LDR compared to non-LDR patients.
Regarding chromosomal copy aberrations, no obvious differences be-
tween tumor samples from patients with LDR and non-LDR could be
detected. However, additive effects of mutations and chromosomal
aberrations like synchronous deletion of CYLD and TRAF3 might have
an impact on disease outcome. In order to corroborate our findings,
functional assays of the detected variants in cell culture models should
be performed. In addition, bio-banking of fresh-frozen tumor samples is
adjuvant to support future research, especially regarding rare entities.

In summary, genetic markers potentially relevant for the outcome of
patients with HPV-associated OPSCC were found in a limited experi-
mental setup. Our data demonstrates that suitable methods for detec-
tion of such markers might support patient selection, particularly in
consideration of future de-escalating strategies for patients with HPV-
associated OPSCC.
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2.3. Mutationsmuster in HPV-getriebenen und HPV-negativen OPSCC von
Patienten mit Therapieversagen

Mutation patterns in recurrent and/or metastatic oropharyngeal squamous cell

carcinomas in relation to human papillomavirus status

Henrike Reder, Steffen Wagner, Nora Wirdemann, Christine Langer, Sarah Sandmann,
Andreas Brauninger, Martin Dugas, Stefan Gattenléhner, Claus Wittekindt, Jens Peter

Klussmann

Cancer Medicine, 2021;00:1-10
(doi: 10.1002/cam4.3741)

Patienten mit HPV* OPSCC und LR/FM zeigen einen Krankheitsverlauf &hnlich dem von
Patienten mit HPV- OPSCC. In dieser Studie untersuchten wir, ob die zwei Gruppen
auch ein &hnliches Mutationsmuster aufweisen, das mit dem schweren
Krankheitsverlauf assoziiert ist. Insgesamt waren die Mutationsraten zwischen Patienten
mit und ohne LR/FM ahnlich. HPV- OPSCC hatten mehr Mutationen Uber das gesamte
Genpanel und in TP53 als HPV* OPSCC. TP53 war in HPV* OPSCC signifikant seltener
mutiert als in HPV- OPSCC. Innerhalb der HPV- OPSCC waren, abgesehen von FAT1
(FAT Atypical Cadherin 1), alle Gene ahnlich haufig von Mutationen betroffen; FAT1 war
in Patienten ohne LR/FM haufiger mutiert als in Patienten mit LR/FM. Mit Ausnahme von
TP53 zeigten HPV* OPSCC mit LR/FM eine &hnliche Mutationsrate wie HPV- OPSCC.
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Abstract

Patients with HPV-driven (HPV+) oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC)
have a significantly improved overall survival compared to patients with HPV-
negative (HPV—) OPSCC. Nevertheless, 13%—25% of patients with HPV+OPSCC
develop local/distant recurrence (LDR) and have a course of disease similar to HPV—
OPSCC. We hypothesize that HPV+OPSCCs of patients with LDR have a mutation
frequency and pattern similar to HPV—OPSCCs, which is associated with severe out-
come. We performed targeted next-generation sequencing using a customized gene
panel and compared data from 56 matched HPV+and HPV—OPSCC of patients with/
without LDR regarding protein-altering variants. Despite improved overall survival
of patients with HPV+OPSCC, those who develop LDR show a strongly reduced sur-
vival rate that is similar or even worse compared to HPV—OPSCC patients. Overall,
the number of mutations was similar in OPSCC of patients with and without LDR.
In total and with respect to TP53, HPV—OPSCC had significantly more protein-al-
tering mutations than HPV+OPSCC. The number of mutations was similar in HPV—
OPSCC of patients with and without LDR with the exception of FATI, which was
mutated more frequently in patients without LDR. In HPV+OPSCC, HRAS, PIK3R1,
STK11 and TP63 were more frequently mutated in patients with LDR compared to
patients without. HPV+OPSCC of patients with LDR have a similar mutation pattern
as HPV—-OPSCC, except TP53, which was mutated to a significantly lower extent.
In conclusion, HPV—and HPV+OPSCC with LDR have similar mutation counts in
the analyzed genes. We suspect that the number of mutations is not causal for disease

progression, rather specific mutations could be important.

Henrike Reder and Steffen Wagner contributed equally as first authors.

Claus Wittekindt and Jens Peter Klussmann contributed equally as last authors.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the original

work is properly cited.

© 2021 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Litd.

Cancer Medicine. 2021:00:1-10.

wileyonlinelibrary.com/journal/cam4 1

39



ERGEBNISSE

REDER Et AL.

2 .
J‘Wl LEY_Cancer Medicine :

KEYWORDS

human papillomavirus, next-generation sequencing, oropharyngeal cancer, p53 gene, recurrence,

squamous cell carcinoma

1 | INTRODUCTION
In 2018, approximately 92,900 new cases of oropharyngeal
squamous cell carcinoma (OPSCC) were diagnosed world-
wide and a high mortality rate of about 50% is reported.’
In contrast to other head and neck cancers, the incidence of
OPSCC is increasing and in many countries a growing num-
ber of cases are attributed to high-risk human papillomavirus
(HPV).> These patients are characterized by a specific risk
profile, comparatively good response to therapy, and supe-
rior overall survival (OS) rates.>® Consequently, strategies
to de-escalate the treatment of patients with HPV-driven
(HPV+) OPSCC are investigated. Notably, two clinical tri-
als investigating de-escalating therapy found no benefit in
replacing cisplatin as standard of care in radio-chemotherapy
by the epidermal growth factor inhibitor cetuximab. In ad-
dition, treatment with cetuximab resulted in inferior overall
and progression-free survival compared to treatment with
cisplatin.7'8

It is known that the HPV early proteins E6 and E7 have
a transforming potential.’ Briefly, E7 binds the active ret-
inoblastoma protein (Rb), thereby releasing the transcrip-
tion factor E2F, which drives the cell cycle into S-phase.
E6 interacts with a ubiquitin ligase that labels the tumor
10712 thereby
inhibiting cell cycle control and apoptosis. Consequently,
HPV+tumors are not dependent on 7P53 mutations as a

suppressor p53 for proteolytic degradation,

prerequisite for oncogenesis, and TP53 mutations are rare
in this entity. On the other hand, HPV—-OPSCC often carry
TP53 variants.'>*

Despite the generally good response to therapy and the
good prognosis, approximately 13-25% of patients with
HPV+OPSCC develop local or distant recurrence (LDR)

1516 and a cor-

within 2 years after current standard treatment
respondingly unfavorable course of the disease. In a previ-
ous study, we demonstrated that HPV+OPSCC patients with
LDR had a higher number of mutations than HPV+OPSCC
patients without LDR. In particular, the frequency of mu-
tations in HRAS, PIK3RI, STK11, and TP63 was ele-
vated.'” However, genetic differences between HPV—and
HPV+OPSCC of patients with and without LDR still need
to be elucidated.

We hypothesize that mutation numbers and patterns in
OPSCC are similar in patients with LDR irrespective of
HPYV status. Therefore, we determined the total number of
LDR in patients diagnosed with HPV+and HPV-OPSCC
at our hospital between 2000 and 2018. We matched

respective patients with HPV—OPSCC with/without LDR
to cases of a previously analyzed cohort with HPV+OPSCC
and compared frequency and patterns of protein-altering
mutations by targeted next-generation sequencing using a
customized gene panel.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patient selection

We retrospectively analyzed the HPV and LDR status of all
patients with a primary OPSCC diagnosed at our hospital
between 2000 and 2018. For the targeted next-generation
sequencing (targeted NGS) and survival analysis, we ex-
cluded those patients diagnosed after November 2014 in
the group without LDR to ensure an event-free follow-up
of at least 5 years. HPV association (HPV+) was defined
by overexpression of CDKN2A (p16'NK4A) and detec-
tion of high-risk HPV-DNA as previously described.'®>!
HPV+OPSCC were all positive for high-risk HPV-type 16
(n = 139) except two cases (one was positive for type 58,
and the other for types 35 and 26), which were not included
in our analysis. Among all patients with HPV+OPSCC, 21
(15.1%) patients were identified who developed LDR. Of
those, primary tumor tissue meeting our inclusion criteria
for sequencing analysis (see below) was available for 14
cases. Patients with established distant metastases at time
of primary diagnosis were excluded from the targeted NGS
analysis. DNA quality and/or quantity of FFPE tissue sam-
ples of five patients were insufficient for sequencing. To
each of the remaining patients, we assigned correspond-
ing cases with HPV+OPSCC without LDR and patients
with HPV—OPSCC with and without LDR according to
N-stage, risk factors (nicotine/alcohol consumption and
age), T-stage, and gender (Table 1 and Table S1). Finally,
a balanced cohort of 56 OPSCC with 14 cases in each
group (HPV+/-, with/without LDR) was analyzed by tar-
geted NGS. A schematic representation of the study de-
sign is shown in Figure S1. Twelve HPV+OPSCC, each
of patients with and without LDR, were investigated previ-
ously and results from targeted NGS analyses have been
published before.'” All patients were treated by surgery
with or without adjuvant radio-/chemoradiotherapy, or by
definitive radio-/chemoradiotherapy following approved
guidelines. Patients gave written informed consent and the
study was approved by the local ethics committee.
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TABLE 1 Characteristics of OPSCC and patients with and without LDR according to HPV status included in the targeted NGS analysis
(n = 56).
HPV+(n = 28) HPV—(n = 28) Matching
LDR+ (n = 14) LDR— (n = 14) LDR+ (n = 14) LDR— (n = 14) priority
Age (years) Median 65.8 574 67.2 67.1 6
Mean 66.8 59.5 61.8 62.8
n (%) n (%) n (%) n (%)
Age group <60 years 6(42.9) 9 (64.3) 6(42.9) 5(35.7)
260 years 8(57.1) 5(35.7) 8 (57.1) 9(64.3)
Gender Female 4(28.6) 4(28.6) 1(7.1) 2(14.3) 5
Male 10 (71.4) 10 (71.4) 13 (92.9) 12 (85.7)
T-stage Tl 2(14.3) 3(21.4) 2(14.3) 2(14.3) -
T2 2(14.3) 6 (42.9) 6(42.9) 6(42.8)
T3 6(42.8) 2(14.3) 3(21.4) 4(28.6)
T4 4(28.6) 3(214) 3(2L.4) 2(14.3)
N-stage NO 1(7.1) 1(7.1) 2(14.3) 1(7.1) 1
N+ 13 (92.9) 13 (92.9) 12 (85.7) 13 (92.9)
M-stage MO 7 (50.0) 14 (100.0) 9 (64.3) 14 (100.0)
M+ 7 (50.0) 0(0.0) 5(35.7) 0(0.0)
Smoking Yes 9 (64.3) 8(57.1) 11(78.6) 9(64.3) 2
No 5(35.7) 6(42.9) 3(21.4) 5(35.7)
Alcohol Yes 2(14.3) 1(7.1) 7 (50.0) 4(30.8) 3
No 12 (85.7) 13 (92.9) 7 (50.0) 9(69.2)
Unknown — — - 1
Surgery Yes 6(42.9) 11 (78.6) 7 (50.0) 9(64.3) —
No 8(57.1) 3(21.4) 7 (50.0) 5(35.7)
Radiotherapy Yes 12 (85.7) 12 (92.3) 12 (85.7) 14 (100.0) =
No 2(14.3) 1(7.7) 2(143) 0(0.0)
Unknown — 1 — —
Chemotherapy Yes 11 (78.6) 7 (50.0) 9(64.3) 6 (42.9) _
No 3(214) 7 (50.0) 5(35.7) 8(57.1)
2.2 | DNA isolation and sequencing library 2.3 | Targeted NGS panel and variant calling

preparation

DNA isolation and library preparation were performed as de-
scribed previously.!” Briefly, DNA was isolated from macro-
dissected formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) primary
tumor tissue with the Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA
purification kit (Promega) following manufacturer's protocol.
DNA quantity was determined with the Qubit™ 1.0 fluorom-
eter (Thermo Fisher Scientific, Agilent Technologies) and
the High Sensitivity DNA Kit (Agilent 2100 Bioanalyzer).
Subsequently, 10 ng DNA per sample was prepared following
the protocol for the Ion AmpliSeq™ DNA and RNA Library
Preparation kit (Thermo Fisher Scientific). Sequencing was
performed on the Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific).

DNA sequencing with customized gene panel and variant
calling has been described prt:viously.I7 In brief, the targeted
NGS panel comprises the coding sequence of TP53 (exon
2-exon 11) and 90 target regions in 22 genes (Table S2),
which were frequently mutated in HPV+OPSCC.'*?>%
Primers were designed with the Ion AmpliSeq Designer
v5.4.2 (Thermo Fisher Scientific). Data were analyzed with
appreci8”?® and aligned to the reference genome GRCh37
(hg19). Minimum read depth was set to 50, minimum num-
ber of variant allele reads to 20, the alternative's average base
quality of reads to at least 15, the difference of the average
base quality between reference and alternative must not be
greater than 7, and the variant allele frequency had to be at
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FIGURE 1 Influence of local/distant recurrence (LDR) on overall

survival of patients with HPV—(n = 461, gray) and HPV +(n = 139,
black) OPSCC. Dashed lines: patients with LDR (HPV+: n = 21;
HPV—: n = 129); dotted lines: patients without LDR (HPV+: n = 118;
HPV-: n = 332). Censored patients (alive at last follow-up) are
indicated as vertical markers. p-values were calculated by log-rank test

least 5%. Only protein-altering mutations were considered
for further analysis.

2.4 | Statistical analysis

Analyses were performed using the SPSS statistical soft-
ware (IBM SPSS 26.0). Overall survival (OS) was calcu-
lated from date of initial diagnosis (date of routine biopsy
confirmed by histology) to the date of death due to any cause
or to the last known date when the patient was still alive. OS
rates were calculated by the Kaplan-Meier method and the
significance of differences was calculated by log-rank test.
Qualitative and quantitative data between all cohorts were
compared using Kruskal-Wallis test, and between distinct
cohorts using two-sided Mann—Whitney U test for inde-
pendent samples. Significance of results was expected for
p-values <0.05.

3 | RESULTS
3.1 | OS and occurrence of LDR in relation
to HPV status

For the OS and targeted NGS analysis, we included patients
with LDR diagnosed up to 2018 to increase the number of sam-
ples with the restriction that patients without LDR were only
included with the primary diagnosis before November 2014 to
ensure event-free follow-up for at least 5 years. In this patient

cohort, 23.2% were tested positive for p16[NK4A and high-risk
HPV-DNA; 15.1% of those patients developed LDR within
5 years after treatment. In contrast, patients with HPV-OPSCC
developed LDR in 28.0% of cases (p = 0.002, Table 2).

The OS of patients by HPV and LDR status is shown
in Figure 1. Patients with HPV+OPSCC have a signifi-
cantly improved OS compared to patients with HPV—
OPSCC (5y-OS: 75.3% vs. 43.6%). Divided into subgroups,
HPV+OPSCC patients without LDR showed the most favor-
able OS rate with a 5-year OS of 85.1%. Regarding patients
with HPV—-OPSCC, those without LDR showed improved
OS compared to patients with LDR without reaching sta-
tistical significance (5y-OS: 45.9% vs. 37.3%:; p = 0.204).
Patients with LDR and HPV+OPSCC have a substantially
reduced OS (5y-OS: 16.2%), which is even worse than
that of patients with HPV—OPSCC independent of LDR
(p = 0.056).

32 |
cohort

Targeted NGS of the HPV-OPSCC

Primary tumor tissue of matched patients with HPV—-OPSCC
was sequenced with a custom targeted NGS panel and data were
compared to previously analyzed HPV+OPSCC (Figure 2).
Only protein-altering mutations were considered in the analy-
ses. OPSCC cohort characteristics, matching criteria, and pa-
tient characteristics are listed in Table 1 and Tables S1 and S3.
The average base coverage of HPV—OPSCC in targeted NGS
was 4214 reads and 98% of bases in the sequenced region had
more than 100 reads (in comparison to an average base cover-
age of 3289 reads and 97% of bases with more than 100 read
of the previously reported sequencing of HPV+OPSCC'7).
Regarding TP53, the average base coverage was 3328 reads,
with 2999 reads in HPV+and 3659 reads in HPV—-OPSCC.
Each gene was mutated in at least one primary tumor of both
HPV—-OPSCC subgroups with and without LDR. In HPV—
OPSCC, tumors of patients with LDR harbored 129 muta-
tions (mean: 9.2, median: 2.5 mutations/tumor) altogether,
while tumors of patients without LDR harbored 335 mutations
(mean: 23.9 mutations/tumor; median: 8.5 mutations/tumor;
p=0.415, Mann-Whitney U test, Figure 2C). TP53 was by far
the most frequently mutated gene in HPV—OPSCC patients
(85.7%) irrespective of the LDR status. No TP53 mutation
was detected in 2/14 (14.3%) patients in each HPV—OPSCC
subgroup. HPV—OPSCC of patients without LDR had alto-
gether 64 TP53 mutations compared to 31 variants in HPV—
OPSCC in patients with LDR; however, the median number of
TP53 mutations per tumor is similar and the comparison did
not reach significance (p = 0.540; Figure 2D). The next most
frequently mutated genes in HPV—OPSCC of patients with
LDR were TP63, PIK3CA, and DDX3X (each mutated in 4/14
tissue samples, 28.6%). In HPV—-OPSCC of patients without
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TABLE 2 Five-year survival, recurrence, and mutation numbers in patients with OPSCC stratified according to HPV and LDR status
HPV+(n =139) HPV—(n =461) p-value
Recurrence rate [%] 15.1 28.0 0.002°
of those distant metastasis [%] 714 55.0
of those local recurrence [%] 28.6 45.0
5y-0S [%] 75.3 436 <0.001° (Figure 1)
HPV+(n = 28) HPV—(n =28) p-value
Total number of mutations in the 183 (6.5) 464 (16.6) 0.002 (Figure 2A)
analyzed genes (mean)
Number of 7P53 mutations (mean) 27(1.0) 95 (3.4) <0.001 (Figure 2A)
HPV+/LDR+ HPV+4/ HPV-/LDR+  HPV-/
(n=14) LDR-(n=14) (@m=14) LDR— (n=14) p-value
5y-0S [%] 16.2 85.1 373 459
Patients with mutations (%) 8(57.1) 5(35.7) 12 (85.7) 13 (92.9) 0.004°
Total number of mutations in the 165 (11.8) 18 (1.3) 129 (9.2) 335(23.9) 0.005°
analyzed genes (mean)
Patients with 7P53 mutations (%) 5(35.7) 2(14.3) 12 (85.7) 12 (85.7) <0.001°
Number of 7P53 mutations (mean) 25.(1.8) 2(0.1) 31(2.2) 64 (4.6) <0.001°
LDR+ (n =28) LDR—- (n =28) p-value
Total number of mutations in the 294 (10.5) 353 (12.6) 0.540 (Figure 2B)
analyzed genes (mean)
Number of 7P53 mutations (mean) 56 (2.0) 66 (2.4) 0.510 (Figure 2B)

p-values (asymptotic, two-sided) calculated by Mann-Whitney U test.

Abbreviations: HPV—, HPV-negative OPSCC; HPV+, HPV-driven OPSCC:; LDR—, patients without local or distant recurrence; LDR+, patients with local or distant

recurrence.

“Pearson’s Chi-square test.

PKaplan-Meier, log-rank test.
“Kruskal-Wallis test; bold: p-values <0.05.

LDR, the most frequent mutated genes were TP63 and FAT]
with aberrations in seven samples (50.0%) each. The individ-
ual mutation counts of the listed genes between patients with
and without LDR of HPV—-OPSCC were similar (Table S4).
Only FAT] was mutated at a significantly higher frequency in
patients without LDR than in patients with LDR (p = 0.043;
Table S4). Altogether 28 base variants resulted in truncated
proteins in seven patients without LDR, while in five LDR
patients nine variants led to truncated proteins. Fourteen and
18 variants resulted in a frameshift in the primary tumor tissue
of patients with and without LDR, respectively. All variants of
each patient are listed in Table S5.

3.3 | Number of mutations in the genes
studied and in 7TP53 is not a predictor for
recurrence status

The visualization of mutation numbers in HPV+and HPV—
OPSCC by LDR status is shown in Figure 2 and summa-
rized in Table 2. In ascending order, the fewest mutations

were found in HPV+OPSCC of patients without LDR, fol-
lowed by HPV—and HPV+OPSCC, each of patients with
LDR; the most mutations were found in HPV—-OPSCC of
patients without LDR (Figure 2A). Regardless of HPV status,
we found no difference in total and 7P53 mutation counts
between patients with and without LDR (Figure 2B). After
classification into the four subgroups (HPV—/HPV+, with/
without LDR), there is no significant difference in the total
number of mutations neither within HPV+(p = 0.109) nor
within HPV—(p = 0.415) OPSCC (Figure 2C). In patients
with LDR, the mutation number of HPV+OPSCC is simi-
lar to that of HPV—OPSCC (p = 0.351). HPV-OPSCC of
patients without LDR presented a higher number of muta-
tions than HPV+OPSCC of patients with LDR (p = 0.088;
Figure 2C). Within the HPV-OPSCC subgroup, there is
no difference in the number of 7P53 mutations (p = 0.540;
Figure 2D). However, HPV+OPSCC of patients with LDR
had less mutations in 7P53 compared to HPV—-OPSCC
in general (p = 0.014; Figure 2D) or compared to sub-
groups stratified by LDR status (LDR+: p = 0.059; LDR-:
p = 0.017; Figure 2D). The mutation numbers altogether and
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with respect to TP53 differ significantly between the four
subgroups (Table 2).

3.4 | Comparison of mutation patterns in
HPV+and HPV—-OPSCC of patients with/
without LDR

By comparing mutations in HPV+and HPV—-OPSCC, some
differences become visible; besides significantly more TP53
mutations in HPV—OPSCC (p < 0.001), further differences
in the mutation number were found in FATI (p = 0.096),
KRAS (p =0.045), NOTCH1 (p = 0.071), NRAS (p = 0.045),
and RBI (p = 0.045). Divided into the four subgroups,
we observed that HPV+OPSCC of patients without LDR
had the least number of mutations, followed by HPV—and
HPV+OPSCC of patients with LDR, whereas the highest
number of mutations was found in HPV—OPSCC of patients
without LDR (Figure 2C). Comparing HPV+OPSCC of pa-
tients with LDR with HPV—OPSCC (with or without LDR),
TP53 is the only gene with a significant difference; it is less
frequently mutated in HPV+OPSCC of patients with LDR
(5/14, 36%) compared to HPV—OPSCC with LDR (12/14,

86%, p = 0.059) and HPV—-OPSCC without LDR (12/14,
86%, p = 0.017) (Table S6). Significantly different mutation
frequencies between all four subgroups were found in 7P53
(p <0.001), RBI (p =0.024), HRAS (p = 0.043), and FATI
(p = 0.040), and trending toward significance were PIK3R1
(p = 0.070), TP63 (p = 0.060), and NOTCH1I (p = 0.085)
(Figure 3). Compared to the other subgroups, HPV-OPSCC
of patients without LDR had the highest number of mutations
in RBI, KRAS, NRAS, FATI, PIK3RI, PTEN, TP63, and
NOTCH1; HPV+OPSCC of patients with LDR had highest
mutation frequencies in HRAS (Figure 3).

4 | DISCUSSION

We observed tremendous differences in OS rates not only be-
tween patients with HPV+and HPV—-OPSCC, but especially
with regard to recurrence status (Figure 1). We hypothesized
that mutation frequencies and pattern in OPSCC are similar
in patients with LDR regardless of HPV status and we as-
sumed that gene mutations are an important driver for LDR.
Therefore, we investigated HPV—OPSCC of patients with
and without LDR by targeted NGS and compared frequencies

(A) p=0.002 (B) p=0.540
80 ° 80 °
- ® 7S °
@ 60 i ° w °
g7 . £ .
3 g s
g g 40
2 5 °
5 20 p<0.001 § 20 - p=0.510
: y o , i
== == o
®HPV+ HPV-  HPV+  HPV- ®lDR- LDR* LDR- LDR+ FIGURE 2 Number of mutations
overall TP53 overall P53 detected by targeted NGS in all genes
studied and in TP53 in HPV+and HPV—
p=0.351 —P=0059 OPSCC of patients with and without
(©) ,w"M‘ (D) ﬂ‘,w. local/distant recurrence. Overall and
- 16 TP53 mutation numbers of (A) HPV—and
. = HPV+OPSCC (n = 28, each) and (B)
2 60 . _E OPSCC in patients with and without LDR
S . £ 104 (n = 28, each). Overall (C) and TP53 (D)
2 E . mutation numbers of analyzed OPSCC
g © & subgroups stratified by LDR and HPV
E 5 status (n = 14, each). Center lines show the
E - g 8 ’l‘ medians; box limits indicate the 25th and
= E 75th percentiles; whiskers extend 1.5 times
. = b ] the interquartile range from the 25th and
0 : | | 75th percentiles; outliers are represented by
LDR- LDR+ LDR- LDR+ LDR- LDR+ LDR- LDR+ dots. p-values were calculated by Mann—
s il HE. . Whitney U test for independent samples;
‘0108 p=0.127 ‘p=0146  p=0.014 p-values <0.05 in bold
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and patterns of protein-altering mutations to previously ana-
lyzed primary tumors of HPV+OPSCC."”

The OS rate is significantly worse in patients with
HPV+OPSCC and LDR compared to patients with
HPV+OPSCC without LDR and surprisingly, even com-
pared to patients with HPV—OPSCC. In contrast, there is
no significant difference in OS of HPV—OPSCC patients
with and without LDR. These observations are in contrast to
the current literature, which reports that recurred p16-posi-
tive OPSCC patients survived significantly longer than their
pl6-negative counterparts.'®?’ This might be due to signifi-
cant differences in treatment regimens (Table SB).JO Patients
with HPV+OPSCC and LDR received less frequent radio-
therapy compared to patients with HPV—OPSCC with LDR
with a trend toward significance (p = 0.079, Mann—Whitney
U test; data not shown). Additionally, age at primary diagno-
sis could play a role in this context since the HPV+OPSCC
patients with LDR were older than patients in the other
groups (Table S3). The higher age we observed in patients
with HPV+compared to HPV—-OPSCC is in contrast to the
general opinion that patients with HPV+OPSCC are younger.
Nevertheless, as we mentioned in the recent publicationf’
most currently published data are based on clinical trials with
selected patient cohorts or registry data without the inclusion

of experimental data on HPV status. An important aspect
for OS in patients with LDR is the rate of distant metastasis,
which is 50% in HPV+compared to 17.3% in HPV-OPSCC
(Table S3). The rate of distant metastasis in HPV—-OPSCC is
consistent with the literature,’’ while different rates are de-
scribed for HPV+head and neck cancer, ranging from sim-
ilar 3 to higher rates > in HPV+compared to HPV—cases.
However, the observed high rate of distant metastasis in pa-
tients with LDR and HPV+OPSCC could also contribute to a
worse survival compared to the other subgroups.

In a previous study, we investigated HPV+OPSCC and
observed severely reduced survival rates of patients with
LDR. Our study revealed that patients with LDR had higher
mutation counts detected by targeted NGS using a custom
gene panel and especially oncogenes and transcription
factors were affected.!” Subsequently, the question raised
whether similar or different mutations are found in HPV—
OPSCC of patients with LDR. In line with previous stud-
ies, we observed higher mutation numbers in HPV—tumors
compared to HPV+tumors.**® This is not surprising given
the underlying carcinogenic mechanisms. Nevertheless,
other studies found no difference in the number of muta-
tions between HPV+and HPV—-OPSCC.'*? Therefore,
additional data are required, especially considering the low
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number of HPV+cancers and the inhomogeneous cancer
entities in previous studies.

Regardless of HPV, we could not find a significant differ-
ence between patients with and without LDR in terms of the
total or TP53 mutation numbers (Figure 2B). Furthermore,
there is no difference in the number of total and TP53 mu-
tations, neither within HPV+nor within HPV-OPSCC
stratified by LDR status (Figure 2C and D). We detected a
higher TP53 mutation frequency in HPV—OPSCC than in
HPV+OPSCC (p < 0.001; Figure 2D), which is consistent
with the literature.'>>*37 Therefore, TP53 variants do not ap-
pear to influence the course of disease in HPV—OPSCC, but
it remains open whether TP53 mutations play a role in the
development of recurrence in HPV+OPSCC.

With 7/28 (25.0%) cases, we detected higher TP53 mu-
tation frequencies in HPV+OPSCC than previously de-
scribed. In HPV+cancers, malignant cells arise primarily
from the degradation of p53 and deregulation of Rb by viral
E6 and E7 protein activity; however, not necessarily from
the accumulation of mutations in these genes. Therefore,
TP53 is usually present in its wild-type form. For example,
one study detected TP53 mutations in 84.8% of HPV—head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), but only in
2.8% HPV+HNSCC.'* However, a similar molecular pro-
file was described previously, including an enriched TP53
mutation frequency of 3/20 (15%) HPV+OPSCC from
patients with LDR.*® The even higher frequency of TP53
mutations in our study could be a consequence of the com-
position of the cohort, that is, the enrichment of patients
with LDR who have an increased number of 7P53 muta-
tions (Figure 3).

Mutations in the gene FAT atypical cadherin 1 (FATT)
were elevated in HPV—-OPSCC of patients without
LDR compared to HPV-OPSCC of patients with LDR
(p = 0.094). The human FATI regulates cell growth, mi-
gration, and polarization with a dual role as tumor suppres-
sor and oncogene.>® In esophageal SCC, FATI has been
reported to inhibit tumor growth and epithelial-mesenchy-
mal transition,** which is an important step during metasta-
sis. Another study found a strong association between FAT]
mutations and an improved OS in patients with HPV—but
not in HPV+HNSCC patients.*! In line with this, we de-
tected a higher number of mutations in HPV—-OPSCC of
patients without LDR than in HPV—OPSCC with LDR
(22 vs. 5 variants). Our results support the hypothesis that
mutations in FAT] negatively affect tumor progression in
HPV—-OPSCC patients.

Regarding the mutation frequency within all four sub-
groups, differences in statistical comparison seem to result
from the high mutation frequency in HPV—OPSCC of pa-
tients with LDR and the very low mutation frequency in
HPV+OPSCC of patients without LDR. The significant
differences in OS and our sequencing data suggest that

recurrence in HPV—OPSCC and HPV+OPSCC is caused by
different mechanisms. Specific mutations in HPV—-OPSCC
could drive the tumor into progression and hematogenic and
lymphogenic spread. On the other hand, a higher TP53 muta-
tion frequency in addition to specific driver mutations could
promote the development of recurrence in HPV+OPSCC.
The low number of patients with HPV+OPSCC and
LDR is a weakening of our study. Although the incidence
of HPV+OPSCC is increasing, the total number of patients
developing LDR is rare. Therefore, we were restricted to
a retrospective study design and the use of archived FFPE
samples. We also used targeted NGS and did not apply
whole exome (WES) or whole genome sequencing, which
requires high-quality DNA. As above, this is an unavoidable
drawback related to the type of available samples. Hence,
our data revealed interesting information, but underline the
fact that prospective multicenter studies are needed, includ-
ing frozen tissue biobanking and in-depth analysis of gene
variants in these clinically relevant subtypes of OPSCC.
WES was applied in a previous study showing that meta-
chronous HPV-related OPSCC shares a genomic landscape
with HPV-unrelated cancers and that HPV-related OPSCC
which recurred is genetically similar to non-recurring HPV-
related OPSCC.* These findings are consistent with our
results. Nevertheless, and in contrast to our study, the data
derived from available WES datasets '* and own sequenc-
ing data (using WES and targeted NGS to an unspecified
extend) represent different tumor localization and were
PUKAA staining without detection of HPV-DNA

in some samples, which is not sufficient for reliable HPV
4243

based on pl6

categorization.

In summary, we found that HPV+OPSCC of patients
with LDR carried a higher number of mutations in the an-
alyzed genes than HPV+OPSCC of patients without LDR,
with a mutation frequency similar to that of HPV-OPSCC
of LDR patients. Surprisingly, the primary tumor tissue
of patients with HPV—OPSCC who did not develop LDR
had the highest number of mutations. Furthermore, TP53
variants do not seem to influence the course of disease
in HPV-OPSCC. However, their role for development of
recurrence in HPV+OPSCC remains open. Although our
study is focused on protein-altering variant in a selected
number of genes, one could hypothesize that specific
driver mutations, rather than the number of mutations, are
dominant factors in recurrence. Additional whole-genome-
based studies are needed to investigate this speculation. In
addition, it can be speculated that a higher number of tu-
mor-specific neoantigens is caused by a higher number of
mutations in HPV—OPSCC.* In conclusion, this could be
a reason for an antitumor immune response after therapy
that supports a favorable course of disease in these cases.
This is in contrast to cases with fewer mutations, which as
a consequence develop LDR more frequently.
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2.4. Nachweis Tumor-spezifischer Mutationen im Plasma HPV-getriebener
OPSCC Patienten im Verlauf

Aus den Patienten der Liquid Biopsy Studie (s. Kapitel 2) wahlten wir einige Patienten,
von denen ebenfalls Formalin-fixiertes und in Paraffin-eingebettetes (FFPE-)Material
des Tumors vorlag und sequenzierten dieses mit dem beschriebenen Genpanel. Aus
den detektierten Varianten wurden weiter diejenigen ausgewahlt, die mit einer
Variantenallelfrequenz (VAF) von mindestens 4 % vorlagen. Von einem Patienten mit
LR/FM lagen nur Mutationen mit einer VAF unter 4 % vor. Hier wurden Mutationen mit
der hochsten Frequenz ausgewdahlt (Tabelle 5). Weiterhin lagen von diesen Patienten
Serumproben nach der Therapie vor und der Anteil der Variante konnte
dementsprechend im Verlauf analysiert werden. Die gewahlten Varianten wurde mit dem
slon Plus Fragment Library Kit“ von lon Torrent (Thermo Fisher Scientific) nach

Herstellerangaben amplifiziert und sequenziert (s. Kapitel 6.1.1).

Tabelle 5:Variantenallelfrequenz von Mutationen, die im Tumorgewebe und im Serum der ersten
vorliegenden Probe analysiert wurden.

Variante VAF Tumor VAF Serum  Zeitpunkt Graph
(%] (%]
TAF1 ¢.5506G>A, p.Glu1836Lys 5,8 0,02 PE Abb. 9A
PIK3CA c.1633G>A, p.Glu545Lys 38,3 1,3 PE Abb. 9B
43,6 0,03 PE
4,7 0,04 PE
25,2 0,04 PE
JAK2 c.1201C>T, p.His401Tyr 28,8 0,05 oP Abb. 9C
PIK3CA c.1624G>A, p.Glu542Lys 18,2 0,07 PE Abb. 9D
RB1 ¢.2106+23C>T 3,0 0,04 NS Abb. 10A
NOTCH1 ¢.3294C>T, p.Ser1098= 2,9 0,07 NS Abb. 10B
EP300 ¢.2242-18G>T 6,6 0,2 PE
PDGFRA c.1711G>A, p.Glu571Lys | 7,0 0,02 PE
DDX3X ¢.1684G>A, p.Glu562Lys 14,5 1,2 PE
TP53 c.501G>A, p.GInl167= 9,9 0,05 PE
PIK3CA c.3140A>T, p.His1047Leu 20,0 0,0 PE

Ausgewahlte Mutationen aus dem FFPE-Tumorgewebe wurden im Serum zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose (bei einem Patienten mit LR/FM zum Zeitpunkt der ersten vorliegenden Nachsorge
vor der Diagnose des Rezidivs) auf ihr Vorliegen untersucht. VAF: Variantenallelfrequenz, PE:
Panendoskopie, NS: Nachsorge, OP: Operation; fir die Bedeutung der Gennamen s. Kapitel 5.1.

2.4.1. Nachweis  Tumor-spezifischer  Mutationen in Patienten ohne
Therapieversagen im Krankheitsverlauf

Beispielhaft werden hier die Verlaufe der vier Varianten TAF1 (TATA-Box Binding
Protein Associated Factor 1):p.Glul836Lys, PIK3CA:p.Glu545Lys, JAK2 (Janus
Kinase 2):p.His401Tyr und PIK3CA:p.Glu542Lys detaillierter untersucht. Im
Primartumor lagen die Variaten zu 5,8 %, 38,3 %, 28,8 % bzw. 18,2 % vor (Tabelle 5).
In der Serumprobe zum Zeitpunkt der Panendoskopie bzw. der Operation lies sich eine
VAF von 0,02 %, 1,3 %, 0,05 % und 0,07 % ermitteln (Tabelle 5). Bei einer Variante stieg

die VAF zum Zeitpunkt der Operation im Vergleich zur Panendoskopie leicht an, sank
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aber zum Zeitpunkt der ersten Nachsorge wieder ab (Abb. 9A). Bei den drei anderen
Varianten sank die Mutationslast im Serum Uber die Therapie und blieb bis zur ersten
Nachsorge Probe auf einem niedrigen Niveau. Bei einer Variante in PIK3CA blieb der
Anteil der Variante auch tber die folgenden zwei Nachsorge-Termin auf einem niedrigen
Level bestehen (Abb. 9B). Die JAK2 Mutation war im Serum wahrend eines Nachsorge-
Zeitpunkts erneut mit einem Anteil von 0,16 % nachweisbar, sank aber danach wieder
ab (Abb. 9C). Der Anteil der zweiten PIK3CA Mutation hingegen blieb Uber den
gesamten untersuchten Zeitraum latent mit einem Anteil zwischen ca. 0,07 % und
0,05 % nachweisbar (Abb. 9D).
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Abb. 9: Anteil von vier detektierten Varianten (A-D) im Plasma im Verlauf von Patienten ohne
LR/FM.

(A) TAF1 c.5506G>A, p.Glul836Lys, (B) PIK3CA c.1633G>A, p.Glu545Lys, (C) JAK2
€.1201C>T, p.His401Tyr, (D) PIK3CA ¢.1624G>A, p.Glu542Lys. Der obere Graph zeigt jeweils
den Anteil im Verhdltnis zu den Gesamtreads an der Position und der untere Graph den Anteil
normalisiert auf den Zeitpunkt der Diagnose (PE bzw. OP). PE: Panendoskopie; PT: Primartumor;
OP PT: Operation des Primartumors; NS: Nachsorge (nach der Therapie).
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2.4.2. Nachweis  Tumor-spezifischer = Mutationen in Patienten  mit
Lokalrezidiv/iFernmetastase im Krankheitsverlauf

Von einem Patienten mit Lokalrezidiv/Fernmetastase lagen Mutationsdaten aus dem
Gewebe des Primartumors und aus Plasmaproben zum Zeitpunkt der ersten
Rezidivtherapie (Operation) sowie der Panendoskopie des zweiten Rezidivs und
wahrend der Nachsorge vor. Im Priméartumor lagen die Varianten RB1 ¢.2601+23C>T
und NOTCHL1 p.Ser1098= zu 3,0 % und 2,9 % vor (Tabelle 5). Wahrend des ersten
Nachsorgezeitraums konnten die Varianten mit einem Anteil von 0,04 % und 0,08 %
detektiert werden. Zum Zeitpunkt der Operation des Rezidivs stieg der Anteil beider
Varianten auf 0,07 % bzw. 0,1 %. Im weiteren Verlauf der Nachsorge und bis zur
Panendoskopie des zweiten Rezidivs konnten divergierende Anteile der Varianten
detektiert werden: fir die untersuchte Variante in RB1 stieg der Anteil innerhalb eines
Monats nach der Operation auf 0,32 % und sank im néachsten Monat wieder auf 0,05 %.
Zum Zeitpunkt der Panendoskopie des zweiten Rezidivs stieg ihr Anteil erneut leicht auf
0,09 %. Der Anteil der NOTCH1 Variante dagegen sank im ersten Monat nach der
Operation auf 0,03 %, stieg dann auf 0,1 %. In der Plasmaprobe zum Zeitpunkt des
zweiten Rezidivs sank ihr Anteil auf 0,06 % (Abb. 10).

A RB1 ¢.2106+23C>T B NOTCH1 p.Ser1098=
035 0,12

0,10
0,08
0,06

0,04

Anteil Variante [%)]

0,02

0,00 0,00
NS1 Therapie Rez (OP) NS2 NS3 Diagnose Rez (PE) NS1 Therapie Rez (OP) NS2 NS3 Diagnose Rez (PE)

Abb. 10: Anteil detektierter Varianten im Plasma im Verlauf eines Patienten mit LR/FM.
(A) RB1 ¢.2106+23C>T, (B) NOTCH1 ¢.3294C>T, p.Serl098=. Rez: Rezidiv; NS: Nachsorge
Termine; OP: Operation; PE: Panendoskopie.
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3. Diskussion

Primares Ziel des Projekts war zunéchst die Identifizierung und Monitorierung
spezifischer Mutationen HPV* OPSCC in FlUssigbiopsien. Daflr wurde nach einer
Literaturrecherche ein spezifische Auswahl an Genen (Genpanel) erstellt, welche haufig
in HPV* HNSCC mutiert sind und zeitgleich analysiert werden kénnen. Mittels des
Panels analysierten wir Tumorproben von Patienten mit HPV* OPSCC mit und ohne
LR/FM auf genetische Unterschiede, um fur jeden Patienten spezifische Marker zu
identifizieren, da wir insbesondere bei Patienten mit LR/FM die Nachweisbarkeit
relevanter genetischer Marker vermuteten. Trotz interessanter Ergebnisse, lagen die
meisten Mutation jedoch nur mit einer geringen Allelfrequenz vor, so dass diese Marker
mittels der zur Verfliigung stehenden Techniken nicht direkt in der Flussigbiopsie
untersucht werden konnten. Deswegen wurde zunachst die Tauglichkeit von HPV-DNA
als Marker in Flussigbiopsien analysiert. HPV-DNA ist in HPV* Tumoren ein stabiler
Marker, der im Gegensatz zu heterogenen Tumormutation auch bei einem HPV* Rezidiv
vorliegen sollte. Nach dem erfolgreichen Nachweis der HPV-DNA im Plasma
untersuchten wir anschlieBend zuvor detektierte Mutationen in der FlUssigbiopsie
wahrend des Krankheitsverlaufs.

Im Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse der Teilaspekte dieser Arbeit im Detail

interpretiert und im Zusammenhang zur bestehende Literatur eingeordnet.

3.1. Entwicklung des Genpanels
Zur Identifikation Patienten-spezifischer genetischer Marker fihrten wir eine
Literaturrecherche beztglich HPV® OPSCC und HNSCC auf Gene und bestimmte
chromosomale Regionen durch, die haufig als mutiert beschrieben wurden. Basierend
auf der wachsenden Technologie der Sequenzierung wurden bereits mehrere Studien
veroffentlicht, die das Genom HPV* Tumore untersuchten. Rekurrente Mutationen
wurden in Proteinen des PI3K-Signalwegs (besonders PIK3CA), in Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (besonders FGFR2 und FGFR3), Signalwegen der DNA-Reparatur (z.B. Ataxia-
telangiectasia mutated kinase (ATM), Fanconi anemia group G protein (FANCG),
Fanconi anaemia, complementation group A (FANCA), RAD51 Paralog B (RAD51B))
und der Immunantwort (z.B. TRAF3, Humane Leukozytenantigene A und B (HLA-A,
HLA-B)) gefunden (Rusan et al. 2015; Seiwert et al. 2015). Diese Studien berichten,
dass viele Gene sowohl in HPV* als auch in HPV- HNSCC mutiert sind (z.B. NOTCH,
Gene der myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (MLL), RAS, TP63) (Rusan et al.
2015). Allerdings zeigen sich Unterschiede in den Mutationsraten von CDKN2A und
TP53, welche im Grof3teil der HPV* HNSCC in ihrer Wildtyp-Form vorliegen. 60-80 %
der HNSCC insgesamt und ca. 84 % der HPV- HNSCC weisen Mutationen von TP53 auf
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(Leemans et al. 2011). Hingegen wies der PI3K-Signalweg, und davon besonders
PIK3CA, in HPV* HNSCC am haufigsten Mutationen auf. Eine weitere Ubersicht zu
genomischen Aberrationen in HNSCC bestétigt die vorherigen Studien (Leemans et al.
2018). Die haufigsten Aberrationen in HNSCC Tumorzellen finden sich auf den
Chromosomen 3p, 9p und in TP53. Auf dem Chromosom 9p liegt das Gen CDNK2A,
das den Zellzyklus kontrolliert (vgl. Abb. 3). Der WNT-Signalweg, der eine zentrale Rolle
bei der Embryogenese spielt und auch bei vielen Karzinomen Veranderungen aufweist,
ist bei HNSCC ebenso betroffen. Als Teil dieses Signalwegs wurden in HNSCC
besonders die Gene FAT1, NOTCH1 und AJUBA in mehreren Studien als mutiert
beschrieben. Dogan et al. untersuchten prognostische Marker in HPV* und HPV
OPSCC mittels gezielter Exomsequenzierung (Dogan et al. 2019). Dabei zeigte sich,
dass HPV' OPSCC, Rauchen und die Tumorlokalisation am Gaumensegel einen
negativen Einfluss auf die Prognose haben. Innerhalb der HPV* OPSCC sind NOTCH1
Mutationen mit einem schlechteren Uberleben assoziiert. Auf chromosomaler Ebene
wurden in HPV* OPSCC mehr Aberrationen auf Chromosom 8p, 8q und 16q gefunden,
wohingegen bei HPV- OPSCC die Chromosomen 9p, 18q und 21q betroffen waren.
Neue, potentiell funktionelle intragenische Deletionen in HPV* OPSCC wurden in den
Genen JAK3, MYC und EP300 gefunden. Bezuglich rekurrenter bzw. metastasierter
HPV*" HNSCC unterscheidet sich das genetische Profil im Vergleich zu Primartumoren.
Morris et al. konnten zeigen, dass das molekulare Profil rekurrenter/metastasierter HPV*
HNSCC &hnlich zu HPV- HNSCC ist, inklusive einer erhdohten Mutationsfrequenz von
TP53 sowie Genomduplikationen und Deletionen auf dem Chromosom 3p (Morris et al.
2017). In der beschriebenen Kohorte zeigten 43 % der fortgeschrittenen HPV* HNSCC
einen Genotyp, der primaren HPV- HNSCC &hnelt. Diese ,HPV- ahnlichen® HPV*
HNSCC wiesen zudem ein verschlechtertes Uberleben auf. Weiterhin lagen in
rekurrenten/metastasierten HPV* HNSCC hohere Mutationsfrequenzen von TP53 und

geringere Mutationsraten von PIK3CA vor als in primaren HPV* HNSCC.

3.2. Einsatz nicht-invasiver Flissigbiopsien im Klinikalltag
Nicht-invasive Flussigbiopsien sind ein wachsender Forschungsbereich und werden
genutzt, um das Therapieansprechen und die Tumorlast wéhrend der Nachsorge zu
Uberwachen, zur Detektion eines minimalen Residualtumors und zur Erforschung der
Krebsevolution (Bronkhorst et al. 2019; Corcoran et al. 2018; De Mattos-Arruda et al.
2013; Jung et al. 2010; Schwarzenbach et al. 2011). Ein etablierter Bereich der cfDNA
Detektion ist die ldentifikation von EGFR Mutationen im NSCLC als Alternative zu
Gewebebiopsien (Papadopoulou et al. 2019). Einige diagnostische Tests (z.B. der FDA

(U.S. food and drug administration)-zugelassene cobas® EGFR Mutation Test v2
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(Roche Diagnostics) und CellSearch®-based Circulating Tumor Cell Auszahlung) sind
bereits im Klinikalltag angekommen und etabliert (Babayan et al. 2018; Bardelli et al.
2017; Douillard et al. 2014). In HNSCC ist die Detektion von EBV im Plasma von
Patienten mit NPC als Biomarker zur frihen Detektion und als Prognostikator nach der
Therapie verifiziert (Li et al. 2021; Papadopoulou et al. 2019). Aufgrund der inter- und
intraumoralen Heterogenitat solider Tumore bezlglich aberranter Gene stellt die
Bestimmung spezifischer und stabiler Marker ein Problem dar (Ledgerwood et al. 2016;
Mroz et al. 2017; Tellez-Gabriel et al. 2016), die in Fllssigbiopsien im Verlauf untersucht
werden kénnten. Verglichen mit somatischen Mutationen ist DNA kanzerogener Viren
dagegen ein stabiler Marker in Bezug auf die klonale Selektion, da die Zellproliferation
im Tumor meist auf die Aktivitat der viralen Onkoproteine angewiesen ist. Daher sind
Flissigbiopsien besonders geeignet fir Patienten mit einer Infektion kanzerogener
Viren, beispielsweise HPV.

3.3. Identifikation genetischer Varianten bei HPV-getriebenen und HPV-

negativen OPSCC

3.3.1. Mutationsraten HPV-getriebener und HPV-negativer OPSCC
Aufgrund der zugrunde-liegenden karzinogenen Mechanismen werden in HPV- OPSCC
mehr Mutationen erwartet. Konform der Erwartungen detektierten wir eine hohere
Mutationszahl in HPV- (insgesamt 464 Mutationen, 16,6 Mutationen/Tumor) verglichen
zu HPV"* (insgesamt 183 Mutationen, 6,5 Mutaionen/Tumor; p<0,001) OPSCC. In der
Literatur gibt es einerseits Publikationen, die keine Unterschiede in der Mutationsrate
zwischen HPV- und HPV* Kopf-Hals-Tumoren fanden (Cancer Genome Atlas 2015;
Seiwert et al. 2015) und andererseits solche, die mehr Mutationen in HPV- OPSCC als
in HPV* OPSCC detektierten (Agrawal et al. 2011; Boscolo-Rizzo et al. 2016; Harbison
et al. 2018). In den Studien von TCGA, Seiwert et al. und Agrawal et al. wurden HNSCC
allgemein untersucht, wovon der Oropharynx nur ein Bereich ist und sich der Anteil HPV~*
Tumore verringert (Agrawal et al. 2011; Cancer Genome Atlas 2015; Seiwert et al. 2015).
Die Studien von Boscolo-Rizzo et al. und Harbison et al. dagegen fokussierten ihre
Analysen auf OPSCC (Boscolo-Rizzo et al. 2016; Harbison et al. 2018). Diverse Studien
zeigen, dass sich die Entitaten der Kopf-Hals-Tumore bzw. der HNSCC in ihren
klinischen und molekularen Charakteristika unterscheiden und differenziert betrachtet
werden missen (Andreasen et al. 2019; Chow 2020; Gillison 2004; Klussmann 2017;
Murray et al. 2015; Powell et al. 2021). Besonders aufgrund der geringen Zahl an HPV*
Tumoren und der Inhomogenitat eingeschlossener Entitaten in vorherigen Studien
werden detailliertere Untersuchungen gebraucht, um die Fallzahlen bezulglich seltener

Tumorentitaten zu erhéhen und den Fokus auf eine spezifische Entitat legen zu kénnen.
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3.3.1.1. Mutationsrate von TP53 in HPV-getriebenen und HPV-negativen OPSCC
Hinsichtlich TP53 Mutationen detektierten wir eine héhere Rate in HPV- als in HPV*
OPSCC (p=<0,001), was den Erwartungen und der Literatur entspricht (Agrawal et al.
2011; Kobayashi et al. 2018; Litwin et al. 2017). Da das p53 Protein den Zellzyklus
reguliert, akkumulieren viele Tumore Mutationen in TP53, was zu einem
Funktionsverlust des Proteins und damit einer unkontrollierten Zellreplikation fihrt. In
unserer Studie war TP53 in je 12/14 (85,7 %) Patienten mit HPV- OPSCC mit und ohne
LR/FM mutiert, aber nur in finf Patienten mit HPV* OPSCC mit LR/FM und zwei
Patienten ohne LR/FM. Daher scheinen TP53 Mutationen den Krankheitsverlauf weder
bei Patienten mit HPV- noch HPV*® OPSCC signifikant zu beeinflussen. Wir fanden
hohere TP53-Mutationsraten in der Gruppe der HPV* OPSCC als zuvor in der Literatur
beschrieben: in unserer Studie wiesen insgesamt 7/28 (25,0 %) HPV* OPSCC eine
TP53 Mutation auf. Eine Studie beschreibt TP53 Mutationen in 84,8 % der HPV- HNSCC,
aber nur in 2,8 % der HPV* HNSCC (Cancer Genome Atlas 2015). Allerdings wurde
auch bereits ein &hnliches molekulares Profil von HPV* OPSCC von Patienten mit
LR/FM und HPV- OPSCC beschrieben, inklusive einer hoheren Mutationsrate in TP53
(15 % HPV* HNSCC) (Morris et al. 2017). In HPV* Tumoren entstehen maligne Zellen
hauptséachlich aufgrund der Degradation von p53 und der Deregulierung von pRb unter
Einwirkung der viralen Proteine, jedoch nicht aufgrund der Akkumulation von Mutationen
in diesen Genen. Daher liegt p53 in HPV* Tumoren Ublicherweise in seiner Wildtyp-Form
vor. Eine erhdéhte Mutationsrate in unserer Kohorte von HPV* OPSCC im Vergleich zur
Literatur kdnnte aus der Zusammenstellung der Kohorte mit einer groBeren Zahl an
Patienten mit LR/FM hervorgehen, da HPV* OPSCC von Patienten mit LR/FM in unserer
Studie mehr TP53 Mutationen (5/14 Patienten) zu haben scheinen als das
Tumorgewebe von Patienten ohne LR/FM (2/14 Patienten). Aufgrund der geringen
Fallzahlen waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Dies konnte allerdings durch
groRere Studien mit mehr Patienten kompensiert werden und eindeutigere Ergebnisse
zur besseren Einordnung und Interpretation liefern. Beziglich der Mutationsfrequenz
zwischen allen vier Untergruppen entstehen die Unterschiede vermutlich aus der
insgesamt hohen Mutationsrate in HPV- OPSCC von Patienten ohne LR/FM und der
sehr geringen Rate in HPV* OPSCC von Patienten ohne LR/FM.

3.3.2. tNGS-identifizierte Mutationen in Patienten in Abhangigkeit des

Therapieansprechens
Unterteilt man unsere Kohorte unabhangig vom HPV-Status, sind weder bezlglich der
Gesamtmutationszahl, noch bezilglich TP53-Mutationen Unterschiede zwischen
Patienten mit und ohne LR/FM sichtbar. Weiterhin gibt es innerhalb der HPV* oder der
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HPV- OPSCC, jeweils aufgeteilt nach LR/FM-Status, keinen Unterschied in der Gesamt-
und TP53-Mutationsrate. Diese Daten lassen vermuten, dass nicht die absolute Anzahl
an Mutationen fur den Krankheitsverlauf verantwortlich ist, sondern dass andere
Mechanismen oder individuelle Treibermutationen wichtigere Faktoren sind.

3.3.2.1. Vergleich der Mutationen in HPV-getriecbenen OPSCC unterteilt in
Patienten mit und ohne Therapieversagen

Bei der Untersuchung von HPV* OPSCC detektierten wir unterschiedliche
Mutationsraten in mehreren der analysierten Genen bei Patienten mit und ohne LR/FM.
In Primartumorgewebe von Patienten mit LR/FM lagen Mutationen in mehr Genen und
mehr Einzelmutationen vor als von Patienten ohne LR/FM. Insbesondere die Gene
STK11, HRAS, PIK3R1 und TP63 waren haufiger mutiert. Ubereinstimmend mit
Literaturdaten detektierten wir keine Mutationen in den Codons 12, 13 oder 15 von KRAS
(Prigge et al. 2014). Allerdings fanden wir eine KRAS Mutation in Tumorgewebe eines
Patienten ohne LR/FM. Laut Literatur fuhrt der detektierte Aminoséaureaustausch von
Serin zur Asparagin an Codon 17 (p.Serl17Asn) zu einer erhdhten Bindungsaffinitat der
Austauschfaktoren (Matallanas et al. 2003). Somit konkurriert die Mutante mit Wildtyp
RAS-Proteinen um die Austauschfaktoren, kann aber nicht mit intrazellularen Effektoren
interagieren und resultiert daher in unproduktiven Komplexen. In den TCGA Daten finden
sich keine Informationen zu LR/FM bei Patienten mit HPV* OPSCC (Cancer Genome
Atlas 2015; Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013; Uber https://www.cbioportal.org/study/
summary?id=hnsc_tcga_pub, Stand: 19.01.2022). In Anbetracht der Probenanzahl und
Rezidivrate bei HPV* OPSCC kann vermutet werden, dass alle 22 HPV* OPSCC
Patienten der TCGA Studie ohne LR/FM sind. Weiterhin fanden sich in dieser Studie
keine TP53 Mutationen in HPV* OPSCC (Cancer Genome Atlas 2015), wohingegen wir
TP53 Varianten in funf (41,7 % mit LR/FM) bzw. zwei (16,7 % ohne LR/FM) HPV*
Proben detektierten. Abgesehen von Exon 6, Exon 7 und Exon 11 sind die Frequenz
und Verteilung der TP53 Mutationen iiber alle Exons vergleichbar mit publizierten Daten
(Internationale Agentur fir Krebsforschung (International Agency for Research on
Cancer, IARC), Vertffentlichung R19) (Bouaoun et al. 2016). Exon 6 und 7 (geringere
Mutationsfrequenz in unserer Kohorte mit LR/FM verglichen zu TCGA Daten) sind Teil
der DNA-Bindedoméane, wahrend fir Exon 11 keine funktionelle Proteindoméane
beschrieben ist. Allerdings sind in Exon 11 (héhere Mutationsfrequenz in unserer
Kohorte mit LR/FM verglichen zu TCGA Daten) Aminosduren mit biologischer (z.B.
Variante p.Gly389GIu) oder post-transkriptioneller Funktion beschrieben, deren Mutation
die Transkriptionsaktivitat beeinflussen (Feng et al. 2005; Friedler et al. 2005; Pirolli et
al. 2010). Zudem ist beschrieben, dass metachrone, rezidivierende OPSCC eine

genomische Landschaft ahnlich zu HPV- OPSCC und dementsprechend auch eine
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hohere TP53 Mutationsrate aufweisen (Harbison et al. 2018). Obwohl TP53 Mutationen
in HPV* OPSCC eher selten auftreten, konnten sie in unserer Kohorte eine Rolle bei der
Entstehung von LR/FM spielen. Es bleibt aber offen, ob LR/FM in Patienten mit HPV*
OPSCC kausal mit individuellen TP53 Mutationen in Zusammenhang gebracht werden
kann oder ob zusatzliche Lifestyle-Risikofaktoren (z.B. Tabakkonsum) und
korrespondierende (pra-kanzerogene) genetische Veranderungen den karzinogenen
Mechanismus der HPV-Infektion verstarken. Trotz unseres limitierten Panels an
sequenzierten Regionen ergab unserer Studie interessante und (bezilglich TP53)
unerwartete Ergebnisse. Insgesamt konnten wir zeigen, dass genetische Unterschiede
zwischen den Gruppen bestehen.

3.3.2.2. Unterschiede der Mutationen in HPV-negativen OPSCC unterteilt in
Patienten mit und ohne Therapieversagen

Innerhalb der HPV- OPSCC zeigten sich, abgesehen von FAT1, keine signifikanten
Unterschiede in der Mutationsfrequenz der untersuchten Gene zwischen Patienten mit
und ohne LR/FM. Mutationen im Gen FAT1 waren in HPV- OPSCC von Patienten ohne
LR/FM haufiger als in Patienten mit LR/FM (p=0,043). Das humane FAT1 Gen reguliert
das Zellwachstum, die Migration sowie die Polarisierung mit einer Rolle sowohl als
Tumorsuppressor als auch als Onkogen (Hayes et al. 2016). Eine Studie zeigte, dass
FAT1 im Osophaguskarzinom das Tumorwachstum und die epithelial-mesenchymale
Transition inhibierte, welche ein wichtiger Schritt der Metastasierung ist (Hu et al. 2017).
Eine weitere Studie fand eine Assoziation zwischen FAT1 Mutationen und einem
verbesserten Gesamtiberleben in Patienten mit HPV- OPSCC, jedoch nicht bei
Patienten mit HPV* OPSCC (Kim et al. 2016). In Ubereinstimmung damit detektierten
wir mehr FAT1 Mutationen in Patienten mit HPV- OPSCC ohne LR/FM als in Patienten
mit HPV- OPSCC mit LR/FM (22 vs. 5 Varianten). Dieses Ergebnis stiitzt die Hypothese,
dass Mutationen in FAT1 die Tumorprogression in HPV- OPSCC Patienten negativ
beeinflusst.

3.3.3. Zusammenfassung der Mutationsstudie zwischen HPV-getriebenen und
HPV-negativen OPSCC mit und ohne Therapieversagen

Mittels der Sequenzanalysen von HPV+ OPSCC und HPV- OPSCC, jeweils von
Patienten mit und ohne LR/FM, konnten wir mehrere Schliisse ziehen: (I) mit Hilfe eines
limitierten tINGS-Panels konnten keine Mutationen identifiziert werden, die eindeutig und
in Patientengruppen wiederkehrend mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert
sind. (II) Insgesamt scheint nicht die Anzahl der Mutationen fir den Krankheitsverlauf
ursachlich zu sein, sondern (lll) vielmehr spezifische Mutationen scheinen am ehesten

mit einem erneuten Auftreten der Krankheit assoziiert zu sein. (IV) Mit der Ausnahme
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von TP53 zeigen HPV" OPSCC von Patienten mit Therapieversagen ein ahnliches
Mutationmuster wie HPV- OPSCC.

Eine Schwache unserer Studie ist die geringe Zahl an primaren HPV* OPSCC von
Patienten, die LR/FM entwickeln. Obwohl die Inzidenzen HPV* OPSCC steigen, ist die
Patientenzahl, die ein Rezidiv entwickeln im Verhaltnis gering und wir waren auf ein
retrospektives Studiendesign und archivierte FFPE Gewebeproben beschrénkt.
Weiterhin verwendeten wir tNGS anstelle von WES oder Genomsequenzierung (whole
genome sequencing, WGS), welche qualitativ sehr hochwertige DNA bendétigen. Neben
zukUnftigen technologischen Fortschritten von Sequenzierungsmethoden l6sen
Multicenter und/oder longitudinale Studien dieses Problem aber fur weitere Studien oder
einer Wiederholung der aktuellen Probe. In unserer Studie konnten durch die in ihren
klinischen Eigenschaften entsprechenden Patientenproben Unterschiede aufgrund der
Tumoreigenschaften vermindert werden. Allerdings konnten durch die Selektion der
Proben aus den nicht-limitierten Patientengruppen ebenso Artefakte eingebracht
werden. Die signifikanten Unterschiede im Gesamtuberleben und in unseren
Sequenzierungsdaten lassen vermuten, dass ein erneutes Tumorauftreten in HPV- und
HPV® OPSCC durch unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen wird. In HPV-
OPSCC konnten spezifische Mutationen die Tumorprogression und Metastasierung
vorantreiben. In HPV* OPSCC dagegen scheint neben spezifischen Treibermutationen
eine erhohte TP53-Mutationsfrequenz (wie wir sie in entsprechenden Proben fanden),
moglicherweise als ein sekundéarer Prozess, das Wiederauftreten des Tumors zu
begunstigen.

In einer friheren Studie wurde mittels WES die Mutationslandschaft rezidivierter und
nicht rezidivierter HPV* OPSCC im Vergleich zu HPV- Tumoren untersucht (Harbison et
al. 2018). Es wurde gezeigt, dass metachrone HPV* OPSCC eine ahnliche genomische
Signatur aufweisen wie HPV- Kopf-Hals-Tumore und dass wiederauftretende HPV*
OPSCC genetisch vergleichbar mit nicht rekurrenten HPV* OPSCC sind. Diese
Erkenntnisse stimmen mit unseren Ergebnissen (berein, obwohl die Studie von
Harbison et al. zwei wesentliche Schwéachen aufweist: (I) die kombinierten Datensétze
aus oOffentlichen WES Daten (Cancer Genome Atlas 2015) und deren eigenen
Sequenzierungsdaten (mittels WES und tNGS in nicht definiertem Umfang)
reprasentieren eine selektierte Kohorte unterschiedlicher Sublokalisationen, wahrend
unsere Studie sich auf OPSCC konzentriert. (Il) Proben aus eigenen Archiven wurden
nur auf pl6™<*A Farbung untersucht und nicht auf HPV-DNA, was zur HPV-
Kategorisierung nicht ausreichend ist (Bussu et al. 2014; Rietbergen et al. 2014; Wagner
et al. 2020).

Zusammengefasst stellten wir fest, dass HPV* OPSCC von Patienten mit LR/FM mehr
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Mutationen aufwiesen als HPV* OPSCC von Patienten ohne LR/FM. Allerdings ist die
Mutationsrate  ahnlich der von LR/FM-Patienten mit HPV-  OPSCC.
Uberraschenderweise hatte das Primartumorgewebe von Patienten mit HPV- OPSCC
ohne LR/FM die meisten Mutationen und nicht wie erwartet die HPV- OPSCC der
Patienten mit LR/FM. Wir nehmen an, dass nicht die Anzahl an Mutationen, sondern
spezifische Treibermutationen die dominant kausalen Faktoren fur
Tumorwiederauftreten sind.

3.4. Die Konzentration der zell-freien HPV-DNA im Plasma korreliert mit dem
Krankheitsverlauf

In 25/28 (89 %) Plasmaproben unserer Patienten mit HPV* OPSCC konnten wir zell-
freie E6- und E7-DNA vor der Therapie detektieren. Neun Patienten zeigten Signale fiir
die HPV-Onkogene in mindestens zwei Nachsorge-Proben. Entsprechend der Literatur
(Hanna et al. 2018) konnten wir einen Anstieg der cfHPV-DNA vor Klinischer Diaghose
des Rezidivs in vier Patienten beobachten. In den anderen finf Patienten wurde bis zum
Ende der Nachbeobachtung im Rahmen dieser Studie (02/2020) klinisch kein
Anhaltspunkt fir ein Rezidiv diagnostiziert. Einer dieser funf Patienten wurde klinisch mit
R1 (mikroskopische Detektion von Residualzellen am Schnittrand) klassifiziert, einer
wurde nur mit einer priméaren Radiochemotherapie behandelt; die restlichen drei waren
RO nach einer Operation (einer ohne, zwei mit adjuvanter Radio(chemo)therapie).
Aufgrund der Sensitivitdt zur Detektion MRD verschiedener Krebsentitaten, kann
vermutet werden, dass in R1-klassifizierten Patienten verbliebene Tumorzellen im Blut
detektierbare HPV-DNA verursachen konnten (Bidard et al. 2019; Chakrabarti et al.
2020; Diehn et al. 2017; Yang et al. 2020b). Die Primarumordiagnose aller fiinf Patienten
lag zwischen 2015 und 2017, was bis April 2020 innerhalb der 5-Jahresrate lag, in der
die Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv noch sehr hoch ist (Lin et al. 2013).
Beachtenswert ist, dass die gemessene E7-DNA Konzentration durchgéngig héher war
als die der entsprechenden E6-DNA. Das kann an einer erhghten Bindungseffizienz der
entsprechenden Primer und Sonden oder an einer geringeren Stabilitdt der E6
Fragmente verglichen mit den E7 Fragmenten im Blut liegen. Dies unterstreicht das
Problem eines validen Schwellenwerts. Da es sich hier um eine Pilotstudie handelt,
definierten wir keinen Schwellenwert, sondern berichteten absolute Werte. Betrachtet
man allerdings unsere Reihenverdiinnung des Standards, kdnnten wir eine valide
Nachweisgrenze von 10 Kopien/Reaktion empfehlen, was in unserem Fall einem
Schwellenwert von 2,5*10% Kopien/Milliliter Plasma entspricht.

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass die Detektion zirkulierender HPV-DNA vor der
Erstlinien-Therapie und nach Chemotherapie eine prognostische Signifikanz bei HPV*

fortgeschrittenen Analkarzinomen hat (Mallen-St Clair et al. 2016). Obwohl die

60



DISKUSSION

Rezidivrate in HPV* OPSCC gering ist, zeigen die Daten unserer Studie, dass
cfHPV-DNA im Plasma mit konventionellen Methoden (Real-time
Polymerasekettenreation, RT-PCR) detektiert und mit der Tumorlast und dem
Krankheitsverlauf korreliert werden kann. Um ihre Rolle als Biomarker zu validieren, sind
allerdings groRRere Patientenkohorten und langere Nachsorge-Intervalle nétig. Dies
wurde in der Studie von Chera et al. realisiert (Chera et al. 2020): Hier wurden
115 Patienten mit nicht metastasiertem OPSCC uber einen Zeitraum von 23 Monaten
mittels digitaler PCR auf cfHPV-DNA im Plasma untersucht. 13 % der untersuchten
Patienten enwickelten ein Rezidiv und mit der Detektion von cfHPV-DNA in zwei
konsekutiven Plasmaproben lag der positive pradiktive Wert bei 94 %. Wie auch wir in
unserer Studie (s. Kapitel 2.1, Abb. 4 der Publikation) konnten Chera et al. einen Anstieg
der cfHPV-DNA bereits vor (im Median 3,9 Monate) der klinischen Bestatigung eins
Rezidivs beobachten. Eine weitere Studie zeigte eine Korrelation zwischen cfHPV-DNA
vor der Therapie und dem Lymphknotenstatus sowie der Gesamttumorlast (klassifiziert
mit UICC Edition 6) (Dahlstrom et al. 2015). Unsere Untersuchungen bestétigen diesen
Zusammenhang zwischen der E6- und E7-cfHPV-DNA mit dem Lymphknotenstatus (NO
vs. N+; E6: p<0,001, E7: <0,001; vgl. Publikation in Kapitel 2, Abb. 2) und dem Satus der
Fernmetastasierung (MO vs. M+; E6: p<0,001, E7<0; vgl. Publikation in Kapitel 2, Abb.
2). Bezuglich der Gesamttumorlast nach UICC Edition 8 lag in unseren Daten allerdings
kein Zusammenhang vor, weder klassifiziert nach Stadium I+11 vs. llI+1V noch klassifiziert
nach Stadium I-lll vs. IV (E6: p=0,615 bzw. p=0,518, E7=0,518 bzw. p=0,518; Mann-
Whitney U Test). Allerdings kann diese Differenz auch an der unterschiedlichen
Tumorklassifizierung (UICC Version 6 vs. 8) und der Anzahl untersuchter Falle liegen.
Lee et al. untersuchten lokal fortgeschrittene HPV* Kopf-Hals Tumore auf zirkulierende
HPV-DNA mittels NGS (Lee et al. 2017). Sie zeigen, dass der entwickelte NGS-Assay
HPV16-detect in Kombination mit der Positronen-Emissions-Tomographie mit
Computertomographie (PET-CT) zuverlassig das Wiederauftreten des HPV* Tumors
detektiert. Allerdings ist NGS eine Zeit- und Kosten-intensive Methode, die fiur eine
~einfache“ HPV-DNA Detektion im Plasma sehr hochwertig ist. Im Gegensatz zu Tumor-
spezifischen Mutationen bengtigt die Detektion von cfHPV-DNA keine Sequenzierung
und detaillierte Analyse des Primartumors.

Eine allgemeine Schwéche beziiglich der Analyse Tumor-spezifischer Mutationen stellt
die Tumor-Heterogenitat dar: sogar innerhalb eines Tumors kdnnen Zellen
unterschiedliche Mutationsprofile tragen (Ledgerwood et al. 2016) und anhand des
Primartumorgewebe  ausgewaéhlte  Mutationen  konnten  aufgrund  klonaler
Selektionsprozesse im rezidivierenden Tumor fehlen, was fur virale DNA in HPV*

Tumoren normalerweise nicht der Fall ist (Gravitt et al. 2017; Mirghani et al. 2018), sofern
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die rezidivierenden Tumorzellen weiterhin von der viralen Karzinogenese abhangig sind.
Die beobachtete Korrelation von Tumorlast und Detektion viraler cfDNA im Plasma
stimmt mit frGheren Daten HPV™ Oropharynxkarzinome Uberein, die mit digitaler PCR
analysiert wurden (Hanna et al. 2018) und zum grof3en Teil mittels einer Chemo- oder
einer Immuntherapie behandelt wurden. Demgegenuber nutzten wir gqRT-PCR und
63,3 % unserer Patienten erhielten eine sanierende Operation als primére Therapie.
Einschrankungen unserer Pilotstudie sind die kleine Probengrdf3e und eine gewisse
Inkonsistenz der Zeitpunkte der Probensammlung, welche sich aus den individuellen
Nachsorgeterminen der Patienten ergab. Weiterhin ist ein Wiederauftreten des Tumors
in HPV* OPSCC ein vergleichsweise seltenes Ereignis. Daher waren wir auf retrospektiv
gesammelte Proben angewiesen, was ebenfalls zu den inkonsistenten Zeitpunkten der
Probenentnahme beigetragen hat. Wir nutzten gRT-PCR anstelle anderer, eventuell
sensitiverer Methoden (z.B. multiplexer digitaler PCR) aus folgendem Grund: qRT-PCR
ist eine Preis-glnstige, etablierte Methode und die bendétigten Materialien und Gerate
sind in den meisten Diagnostik- und Forschungslaboren vorhanden. Nichtsdestoweniger
ist eine Starke unserer Studie die longitudinale Probensammlung bezogen auf die
Behandlung und die Bedeutung viraler DNA als Biomarker in OPSCC. Besonders die
hohe Zahl an Patienten mit einer sanierenden Operation ist eine Stéarke unserer Studie,
da in Deutschland sanierende Operationen, im Gegegnsatz zu vielen
englischsprachigen Landern, die bevorzugte Therapieform fir OPSCC sind. Folglich
werden  weitere  Studien mit groReren  Patientenkohorten,  definiertem
Probenentnahmeplan und langeren Nachbeobachtungszeiten benétigt, um unsere
Ergebnisse zu verifizieren.

Insgesamt betrachtet ist die Detektion von cfHPV-DNA im Plasma von Patienten mit
HPV* OPSCC eine valide und zuverlassige Methode, um die virale Onkogen-Last in
OPSCC zu beobachten. Wir konnten zeigen, dass gRT-PCR geeignet ist, um die An-
beziehungsweise Abwesenheit zell-freier DNA der HPV Onkogene E6 und E7 zu
verfolgen. Weiterhin konnten wir zeigen, dass Veradnderungen in der cfHPV-DNA
Konzentration mit dem Krankheitsverlauf korrelieren. Daher ist cfHPV-DNA ein
vielversprechender Biomarker, um minimale Residualtumore zu detektieren, Rezidive
frihzeitig zu erkennen und um die Reduktion der Tumorlast wahrend der Therapie zu
Uberwachen. Besonders im Hinblick auf bevorstehende de-eskalierende
Therapiestrategien, konnte die Detektion von cfHPV-DNA genutzt werden, um das
Therapieansprechen zu kontrollieren und Hochrisiko-Patienten frihzeitig zu
identifizieren, die fur ein de-eskaliertes Therapiekonzept ungeeignet sind.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere Pilotstudie interessante Daten
hervorgebracht hat, die cfHPV-DNA als vielversprechenden Biomarker fiur HPV* OPSCC
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andeutet.

3.5. Detektion Tumor-spezifischer Mutationen HPV-getriebener OPSCC im
Plasma wahrend der Nachsorge

Neben dem Nachweis viraler DNA konnen auch Tumor-spezifische Mutationen
monitoriert werden. Diese somatischen Marker werden bereits vielfach bei Leuk&mien
genutzt (Aziz et al. 2017). Jedoch sind solide Tumore heterogener in ihrem
Mutationsprofil als beispielsweise Leukamien und Selektionsprozesse wahrend der
Therapie konnten das Wachstum von Zellklonen begtinstigen, die im Primartumor nur in
geringer Zahl vorhanden sind. Diesen Klonen kdnnte der gewahlte genetische Marker
fehlen, was ein Monitoring erschweren wirde. Weitere Herausforderungen sind die
schwankenden cfDNA Konzentration (Aravanis et al. 2017; Ignatiadis et al. 2015; Tang
et al. 2016) sowie die zum Grof3teil unerforschte genetische Charakterisierung von HPV*
OPSCC. Allerdings gibt es bereits Studien, die somatische Mutationen des HNSCC
Primartumors im Krankheisverlauf untersuchten. Wang et al. analysierten somatische
Mutationen und HPV-DNA in Speichel und Plasma von Patienten mit HNSCC mittels
zwei PCR-basierter Methoden (Safe-SeqS und digitaler PCR) (Wang et al. 2015). In
75 HNSCC Patienten (12 HPV* und 63 HPV- HNSCC) wurden somatische Mutationen
in Flussigbiopsien untersucht, die zuvor mittels Sequenzierung ausgewahlter Gene in
Tumor-DNA detektiert wurden. Von 35 der 75 Patienten (9 HPV®, 26 HPV") lag Speichel
und Plasma vor, von den restlichen 40 (3 HPV™, 37 HPV") nur Speichel. Die Mutationen
lagen in den Genen TP53, PIK3CA, CDKN2A, FBXW7, HRAS und NRAS
(Neuroblastoma RAS). Betrachtet man nur die somatischen Mutationen konnten in
61/63 HPV- HNSCC und 9/12 HPV* HNSCC die vorbekannte Variante in Speichel
und/oder Plasma detektiert werden. Die VAF lag dabei zwischen 0,001 % und 11,467 %
im Speichel und zwischen 0,016 % und 2,858 % im Plasma. Im Vergleich lagen die VAF
unserer untersuchten Varianten im Plasma zwischen 0,02 % und 1,3 % (s. Kapitel 2.4.1)
in einem &hnlichen Bereich. Eine Arbeit der US-amerikanischen Association for
Molecular Pathology (AMP) empfiehlt, dass eine VAF <1 % aufgrund intrinsicher Fehler
bei der Amplifikation und der Sequenzierung mit Vorsicht zu behandeln sind (Jennings
et al. 2017). Demgegenuber steht die Notwendigkeit zur Detektion der MRD oder
subklonaler Veranderung (Bewicke-Copley et al. 2019). Dafir wurden unique molecular
identifiers (UMI) entwickelt, um PCR-Duplikate zu identifizieren, die Sensitivitdt und die
Detektionsgenauigkeit auch bei DNA mit geringer Qualitat zu erhéhen (Bewicke-Copley
et al. 2019; Salk et al. 2018). Die Detektion von derart geringen VAF profitiert von der
sensitiven Sequenzierungsmethode, die allerdings nicht in allen Laboren vorliegt und in
der Routine durchgefuhrt wird. Weiterhin sind sensitive Sequenzierungsmethoden

immer noch verhaltnismaiig teuer und bendtigen eine relativ lange Bearbeitungszeit
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(Dudley et al. 2021; llie et al. 2014).

3.6. Zusammenfassung des Nachweises von cfHPV-DNA in Plasma

In unserer Pilotstudie zur Monitorierung spezifischer Varianten zeigte sich ein sehr
heterogenes Bild beziiglich der VAF in Korrelation zur Therapie: in einigen Proben sank
der Anteil der Variante nach der Therapie, wahrend bei anderen Proben dieser relativ
konstant blieb. Auch in Korrelation zu einem Rezidiv konnten wir in unseren Daten
keinen klaren Trend erkennen. Eine vorherige Studie tUber das Mutationsprofil solider
Tumore in Flussigbiopsien, die mehrere Krebsentitditen umfasste, konnte eine
Ubereinstimmung von 89 % in fortgeschrittenem und 32 % in frthem Stadium
nachgewiesen werden (Balaji et al. 2018). Das zeigt, dass eine Monitierung moglich,
aber besonders in frihen Stadien schwierig ist. Eine groRe Schwache unserer
Untersuchung  war, dass kein  standardisiertes  Setting mit festen
Blutabnahmezeitpunkten vorlag und zu wenig Patienten mit verschiedenen
Therapieoptionen in die Studie aufgenommen wurde. Damit konnte der Einfluss der
gewahlten Therapie nicht detaillierter analysiert werden. Die Abnahmezeitpunkte sind in
solchen Untersuchungen von groRRer Bedeutung. Abhéngig von physiologischen und
pathologischen Umstanden und Methode wird fur cfDNA eine Halbwertszeit zwischen
4 Minuten und 12 Stunden beschrieben (Khier et al. 2018). Zuséatzlich zu diesen
exogenen Einflissen spielt bei der DNA-Konzentration im Blut auch die physiologische
Reaktionen des Patienten auf die Operation (Henriksen et al. 2020) oder allgemein die
Behandlung eine Rolle. Daher scheint eine hohe Schwankung der DNA-Konzentration
in Abhangigkeit zum Abnahmezeitpunkt (vor/wéhrend/nach der Operation) naheliegend.
Weiterhin lagen die untersuchten Varianten bereits im Primartumor zu einem relativ
geringen Anteil vor (Kapitel 3.5), was sich dementsprechend in einem verhaltnismafig
verringerten Anteil im Plasma widerspiegelt. Um diese Schwéachen auszugleichen, wére
eine Studie unter standardisierten Bedingungen mit einer gré3eren Anzahl an Patienten,
einer grofReren Auswahl detektierter Varianten pro Patient und Probenentnahmen tber
einen langeren Zeitraum notwendig. Weiterhin sollte eine hoch-sensitive
Sequenzierungtechnologie gewahlt werden, um auch Variantenallelfrequenzen nahe der
Nachweisgrenze valide detektieren zu kdnnen (Dudley et al. 2021; Eboreime et al. 2016;
Kinde et al. 2011; Kukita et al. 2015). Um die Sensitivitdt und Spezifitdt zu erhdhen,
kénnten zudem Mutations-spezifische quantitative PCR durchgefiihrt werden wie sie in
der Diagnostik bereits etabliert sind (z.B. Quantifizierung von Nucleophosmin (NPM1)
Mutationen bei akuten myeloischen Leuk&amien (Forghieri et al. 2018; Freeman et al.
2019) oder Nachweis/Quantifizierung der BRAF p.Val600Glu Varianten bei
Haarzellleukdmien (Lung et al. 2020; Schnittger et al. 2012)).
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4. Ausblick

Ein umfangreicheres Verstandnis der Karzinogenese sowie Fortschritte in der
Sequenzierungstechnologie deuten darauf hin, dass zukunftig individuelle Marker und
Therapien eine grof3e Rolle bei der Analyse und Verlaufskontrolle von Krebserkrankung
spielen werden. Um unsere Ergebnisse zu validieren und zu starken, kdnnte ein gro3er
angelegtes Genpanel helfen, Gene und Varianten zu identifizieren, die einen Einfluss
auf das Therapieansprechen und damit den Krankheitsverlauf haben. Somit kdnnten
poor responder friihzeitig identifiziert und moéglicherweise alternativen Therapieansatzen
zugefuhrt werden. Dies ist besonders unter dem Aspekt der aktuell diskutierten und
untersuchten Therapie De-Eskalation (Hecht et al. 2020; Strohl et al. 2020) fiir Patienten
mit HPV* OPSCC von Bedeutung. Weiterhin zeigen unsere Daten, dass Plasma von
Patienten mit HPV* OPSCC wahrend der Nachsorge regelmaRig auf HPV-DNA
untersucht werden sollte. Hierdurch kann das Therapieansprechen und der weitere
Krankheitsverlauf tberwacht werden. Sobald cfHPV-DNA nachgewiesen wird, sollte
eine umfassende Kklinische Untersuchung in Betracht gezogen werden. Neben
Blutplasma sollte hier auch die Tauglichkeiten weiterer Flissigbiopsien fur die
Monitierung von cfHPV-DNA wahrend der Nachsorge im Bereich der
Oropharynxkarzinome untersucht werden. Der Fokus sollte besonders auch auf
Speichel liegen, da dieser in der Handhabung einfach zu gewinnen, in grof3er Ressource
vorhanden ist und bei der Abnahme auch fur den Patienten keine Schmerzen oder
andere Unannehmlichkeiten bereiten. Bezliglich OPSCC ist ein weiterer Vorteil von
Speichel die rdumliche Néhe zur Primartumorlokalisation und die damit einhergehende
Annahme, dass Tumor- oder virale DNA in einer messbaren Konzentration vorliegen
sollte. Die Untersuchung von Flissigbiopsien im Patienten wurde bisher erfolgreich im
Melanom, Mamma-, Kolorektal- und Lungenkarzinom eingesetzt (Pinzani et al. 2021).
Bis zur klinischen Anwendung der Monitorierung spezifischer Mutationen in
Flissigbiopsien weiterer solider Tumore, unter anderem HPV* und HPV- OPSCC,
werden weitere Studien bendtigt. Neben der bereits etablierten Detektion therapie-
sensitiver Mutationen (z.B. EGFR) in cfDNA, ist auch die Kontrolle der MRD mittels
Flussigbiopsien von Bedeutung. Hierfir werden Studien mit hoheren Fallzahlen je
Tumorentitat und standardisierten Untersuchungsprotokollen benétigt, um eventuell
vorherrschende Mutationen bestimmter Gene zu bestimmen.

Die erlauterten Aspekte sind prinzipiell auch auf andere Karzinomentitaten tibertragbar.
Der Fortschritt in der Technologie deutet darauf hin, dass zukunftig eine
Sequenzierungen des gesamten Exoms zur individuelle Analyse der Krebserkrankung

gehodren wird. Damit kénnte der Grundstein gelegt werden, Patienten-spezifische und

65



AUSBLICK

Tumor-basierte Mutationen wéhrend der Therapie zu tUberwachen, und um zeitnah auf

Veranderungen der Variantenallelfrequenz reagieren zu kdnnen.
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ABSTRACT

Abstract

Patients with HPV-driven (HPV+) oropharyngeal squamous cell carcinoma (OPSCC)
show an improved overall survival and treatment response than patients with HPV-
negative (HPV-) OPSCC. Nevertheless, 13 % to 25 % of HPV+ OPSCC patients develop
local recurrence or distant metastasis (LR/DM) and show a course of disease similar to
that of HPV- OPSCC patients. We aimed to determine specific genetic tumor markers
between all four subgroups (HPV+, HPV-, with/without LR/DM) for monitoring minimal
residual disease and identifying HPV+ OPSCC patients with an increased risk of relapse.
Therefore, we designed a gene panel for targeted next generation sequencing
comprising 90 target regions in 22 genes. With this panel, we analyzed the mutational
profile of 14 patients each with HPV+/HPV- OPSCC with/without LR/DM for somatic
mutations and copy number aberrations. Subsequently, cell-free (cf) DNA from plasma
was examined for the previously identified variants. Additionally, a quantitative PCR
(gPCR) for the HPV-oncogenes E6 and E7 in cfDNA before therapy and during follow-up
care was performed.

HPV- OPSCC had significantly more mutations in general and in TP53 than HPV+
OPSCC. Overall mutation rates in OPSCC of patients with and without LR/DM were
similar. Within HPV- OPSCC, FAT1 was mutated more frequently in patients without
LR/DM than in patients with. In HPV+ OPSCC, HRAS, PIK3R1, STK11 and TP63 were
mutated more frequently in patients with LR/DM than in patients without. Excepting
TP53, HPV+ OPSCC from patients with LR/DM and HPV- OPSCC showed a similar
overall mutation pattern. Regarding chromosomal aberrations, no specific differences
were observed between HPV+ OPSCC patients with and without LR/DM. Somatic
mutations from our solid OPSCC tumors could only be detected in a small proportion of
our samples and with limited validity in cfDNA from plasma. However, 85.7 % pre-
therapy plasma samples from patients with HPV+ OPSCC were positive for at least one
of the examined HPV-oncogenes by gPCR; no signals were detected in HPV- OPSCC
patients. In patients with no clinical sign of relapse, cfHPV-DNA concentration decreased
significantly after therapy. Conversely, cfHPV-DNA levels increased or remained above
threshold in five patients who had residual disease or developed relapse.

In summary, we assume that specific mutations are responsible for the course of disease
in HPV+ OPSCC patients with LR/DM. Furthermore, we show that cfHPV-DNA detection
in plasma correlates with the clinical course of the disease. Consequently, a full clinical
evaluation should be considered if cfHPV-DNA is detected during follow-up examination
of patients with HPV+ OPSCC. Despite, a decreased sensitivity of our mutation-specific
tNGS method compared to gPCR in cfDNA, future techniques will overvome this

problem.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Obwohl Patienten mit HPV-getriebenem (HPV®) Oropharynx Plattenepithelkarzinom
(oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC) im Vergleich zu Patienten mit HPV-
negativem (HPV") OPSCC ein verbessertes Gesamtiiberleben und Therapieansprechen
zeigen, entwickeln 13 % bis 25 % der HPV* OPSCC Patienten ein Lokalrezidiv oder
Fernmetastasen (LR/FM) und zeigen einen &hnlichen Krankheitsverlauf wie HPV-
OPSCC Patienten. Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung spezifischer genetischer
Tumormarker zur Uberwachung der minimalen Resterkrankung sowie zur Identifizierung
HPV* OPSCC Patienten mit erhéhtem Risiko fiir ein Rezidiv.

Wir analysierten das Mutationsprofil von jeweils 14 HPV*/HPV- OPSCC Patienten
mit/ohne LR/FM mittels eines 90 Zielregionen in 22 Genen umfassenden Genpanels,
welche haufig in HPV* OPSCC mutiert sind. AnschlieRend untersuchten wir zellfreie
(cell-free, cf) DNA aus dem Plasma auf zuvor identifizierte Varianten. Zuséatzlich
tberwachten wir die Konzentration der HPV-Onkogene E6 und E7 in cfDNA mittels
guantitativer PCR (gPCR) vor der Therapie und wéahrend der Nachsorge.

HPV- OPSCC zeigten insgesamt und in TP53 mehr Mutationen als HPV* OPSCC.
Unabhéangig des HPV-Status wurden keine Unterschiede der Mutationsraten zwischen
OPSCC von Patienten mit und ohne LR/FM festgestellt. Bei HPV- OPSCC war FAT1 in
Patienten ohne LR/FM haufiger mutiert als in Patienten mit LR/FM, wahrend bei den
HPV* OPSCC HRAS, PIK3R1, STK11 und TP63 in Patienten mit LR/FM haufiger mutiert
waren als bei Patienten ohne LR/FM. Ausgenommen TP53 zeigten HPV* OPSCC von
Patienten mit LR/FM ein ahnliches Mutationsmuster wie HPV- OPSCC. Bezlglich
Chromosomenaberrationen wurden zwischen HPV® OPSCC Patienten mit und ohne
LR/FM keine spezifischen Unterschiede beobachtet. Somatische Mutationen aus den
OPSCC Proben wurden in cfDNA in sehr geringem Anteil und mit limitierter Validitat
nachgewiesen. Hingegen waren in der gPCR 85,7 % der pra-Therapie Proben von
Patienten mit HPV* OPSCC positiv fir mindestens ein HPV-Onkogen; bei HPV-
OPSCC-Patienten wurden keine Signale detektiert. In Patienten ohne klinisches
Anzeichen eines Rezidivs reduzierte sich die cfHPV-DNA-Konzentration nach der
Therapie, wogegen die cfHPV-DNA-Spiegel bei finf Patienten mit Resterkrankung oder
Rezidiv nach der Therapie oberhalb des Schwellenwerts lagen.

Zusammenfassend nehmen wir an, dass bei HPV* OPSCC Patienten mit LR/FM
spezifische Mutationen zu einem erneuten Auftreten der Krankheit fihren. Weiterhin
zeigen wir, dass der cfHPV-DNA-Nachweis mit dem Kklinischen Krankheitsverlauf
korreliert. Folglich sollte eine umfassende klinische Untersuchung durchgefihrt werden,
wenn cfHPV-DNA wéhrend der Nachuntersuchung detektiert wird. Die geringere
Sensitivitdt des Nachweises somatischer Mutationen in cfDNA mittels Sequenzierung
wird zuklnftig dank verbesserter Methoden behoben sein.
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5. Verzeichnisse

5.1. Abklrzungsverzeichnis
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6. Anhang

6.1. Methoden

6.1.1. Herstellung der Library zur Fragmentsequenzierung
Fur die Fragmentsequenzierung wurde die DNA mit dem ,lon Plus Fragment Library Kit*
von lon Torrent (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerprotokoll vorbereitet.
Zuerst wurde mit dem ,TopTaq Master Mix Kit“ (Qiagen) eine PCR mit Primern, die die
gewahlte Mutation flankieren, durchgefiihrt. Die Reagenzien wurden in einem

Endvolumen von 30 pl wie folgt gemischt:

Tabelle 6: Pipettierschema zur Herstellung des spezifischen Amplifikats mit dem ,TopTaq Master
Mix Kit" von Qiagen.

Reagenz Konzentration / Volumen
Probe 3ul

Primer forward 0,025 uM

Primer reverse 0,025 uM

2X TopTaqg Master Mix 1X

ddH20 add 30 pl

Eine Negativkontrolle mit 3 ul ddH.O wurde bei jeder PCR ebenfalls mitgefihrt. Der
Ablauf der PCR mit Temperatur, Zeit und Zyklenzahl ist in der folgenden Tabelle

aufgefihrt:

Tabelle 7: PCR-Schema fur die Amplifikation ,TopTag Master Mix Kit* von Qiagen.
Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94° C 3 min 1
Denaturierung 94° C 30 sek
Primer Anlagerung 52° C 40 sek 35
Verlangerung 72° C 1 min
Finale Verlangerung 72° C 10 min 1
Abkiihlen 10°C o0 -

Die Produktgrof3e wurde mit einem 10 %-igem Polyacrylamid (PAA)-Gel Uberpriift.

Tabelle 8: Pipettierschema zur Herstellung eines 10 % igen Polyacrylamid Gels.

Reagenz Konzentration / Volumen fur ein Gel
50X TAE-Puffer 1X

40 % PAA 10 %

6 % APS 0,05 %

TEMED 16 pl

ddH20 add 10 pl

10 pl des PCR-Produkts wurden mit 2 pl 6X Loading Dye (Thermo Fisher Scientific)
gemischt und auf das Gel aufgetragen. Als Grolienmarker wurde der ,Low Molecular
Weight DNA Ladder* (NEB) verwendet. Bei einer Spannung von 150 V wanderte die
DNA circa 40 min durch das Gel. AnschlieRend wurde die DNA 20 min mit dem
Interkalator ,Midori Green® (5 pl in 50 ml 1X TAE-Puffer) inkubiert, 5 min in ddH>O
gewaschen und anschliel3end bei einer Langenwelle von 480-530 nm entwickelt.

20 pl des PCR-Produkts werden anschlieBend mit 36 pl magnetischen Agencourt

AMPure XP Kugelchen (Beckman Coulter™) gemischt und 5 min bei Raumtemperatur

A
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(RT) inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von 3 min auf einem Magnetstander wird
der Uberstand verworfen. AnschlieBend wird das gebundene Amplifikat dreimal mit
150 pl 70 % Ethanol gewaschen und der Ethanol vollstandig verworfen. Die Kugelchen
mit der DNA werden nun 5 min getrocknet und in 15 pl Nuklease-freiem Wasser
suspendiert. Die DNA 18st sich von den Kiigelchen und durch eine Inkubation von 1 min
am Magnetstander trennen sich die Kiigelchen von der Losung. Die Konzentration des
Uberstands wurde dann mit einem Qubit™ Fluorometer (Themor Fisher Scientific)
bestimmt. Als Vorbereitung fir die Ligation werden 10-100ng des Amplikons

folgendermafen behandelt:

Tabelle 9: Pipettierschema fir die Vorbereitung der DNA fir die Ligation.

Reagenz Konzentration / Volumen
Amplikon Pool 10-100 ng

5X End Repair Buffer 20 ul

End Repair Enzyme 1yl

ddH20 add 100 pl

Die Suspension wird fur 20 bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend mit
Agencourt AMPure XP Kigelchen (Beckman Coulter™) aufgereingt. Daflir werden
dieses mal 180 pl der Agencourt AMPure XP Kiigelchen (Beckman Coulter™) mit den
100 pl des behandelten Amplikons gemischt und wie bereits weiter oben beschrieben
inkubiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach den Waschschritten werden die
Kugelchen zur Ablésung der DNA in 25 pl Low TE Puffer suspendiert und der Uberstand
nach Inkubation am Magnetstander in ein neues Gefal3 Uberfuhrt. Fur die

Adapter-Ligation werden folgende Reagenzien gemischt:

Tabelle 10: Pipettierschema fur die Ligation des Adapters an das Amplifikat.

Reagenz Volumen
DNA 25 pL

10X Ligase Puffer 10 pL (1X)
lon P1 Adapter 2L

lon Xpress Barcode X 2L
dNTP Mix 2 L
Nuklease-freies Wasser 49 L
DNA-Ligase 2L

Nick Repair Polymerase 8 uL

Die Adapter werden bei folgendem Programm ligiert:

Tabelle 11: PCR-Protokoll fur die Ligation des Adapters an das Amplifikat.

Temperatur Zeit Zyklen
25°C 15 min 1
72° C 5 min 1
4°C bis 1 h 1

Anschlieend werden die 100 ul Amplikon entsprechend der vorherigen Schritte (180 uL
Agencourt AMPure XP Klgelchen (Beckman Coulter™)) aufgereinigt und gewaschen.

Die DNA wird erneut in 25 pl Low TE Puffer geldst.
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Fur die Amplifikation der Proben werden folgende Reagenzien gemischt:

Tabelle 12: Pipettierschema fur die Amplifikation der Adapter-ligierten Probe.

Reagenz Volumen
Library 25 pL
Platinum PCR SuperMix High 100 pL
Fidelity

Library Amplification Primer Mix 5L

Das Programm fir die Amplifikation lautet folgendermaf3en:

Tabelle 13: PCR-Protokoll zur Amplifikation der Adapter-ligierten Probe.

Temperatur Zeit Zyklen
95° C 5 min 1

95° C 15 sek

58° C 15 sek 6

70° C 1 min

4° C bis 1 h 1

Es werden erneut die 130 ul Amplikon entsprechend der vorherigen Schritte (diesmal
mit 195 yL Agencourt AMPure XP Kigelchen (Beckman Coulter™)) aufgereinigt und
20 ul Low TE Puffer geltst. AbschlieRend wird die DNA
Konzentration mit dem Qubit™ Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) gemessen und

gewaschen. Die DNA wird in

mit Low TE Puffer auf 0,4-0,6 ng/ul verdlinnt. Die verdiinnte Lésung wird mit dem ,High
Sensitivity DNA Kit* (Agilent2100 BioAnalyzer) gemessen und die Fragmentlange

Uberprift. Die DNA wird mit Nuklease-freiem Wasser auf 100 pM eingestellt und mit dem

lon Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific) sequenziert.
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6.2. Materialien

Tabelle 14: Sequenzen der Primer fur die genannte Variante in der Fragmentsequenzierung.

Variante Primer Sequenz (5°-3°) Temp. GroRe
[°C] [bp]
Vorw. AAAGAAGTAGCACCTCCAGCC  57.1
JAK2:p.His401Tyr riickw. TGTATTACTCACGAAATTGGGC 55,2 70
c
_ ~ VOrw. GCTCACCATCGCTATCTGAG 551
TP53:p.GIn167= riickw. CATGGCCATCTACAAGCAGT 55,1 89
VOrW. AGGATTTGTTGGATCTTCTTGT 52,6
DDX3X:p.Glus62Lys T 115
riickw. CCTCACCTCTTAGAACGTCC 54,4
_ VOIW. ACCCAAGACACAAGCTTCAG 55,2
TAFLp.Glul83dlys  —n GACCTGGCTTAGTACGCTC 54.9 108
VOIW. ATGACAAAGAACAGCTCAAAG 554
. CA
PIK3CA:p.GluS42lys CATTTTAGCACTTACCTGTGAC 557 103
TCC
VOrw. CTCAAAGCAATTTCTACACGAG 531
_ A
PIK3CA:p.Glus45Lys  —na ACAGAGAATCTCCATTTTAGCA 52,8 101
C
VOrw. GACAGGCATTTGGACCAAGTA 554
_ A
RBL:c.2106+23C>T  —ga CAGTTAACAAGTAAGTAGGGA 53,7 70
GGA
, ~ vorw. CACAGCAGGTTACCTTGTCG 55,9
NOTCH1:p.Ser1098=  — 1w, AGACCCACACCCAGTACC 56.4 112

vorw.: vorwarts; rickw.

. rickwarts; Temp.: Temperatur; bp: Basenpaare
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