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CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing Protein 6 (CMTM®6)
als prognostischer Biomarker im nicht-kutanen Plattenepithelkarzinom

des Kopf-Hals-Bereichs

Thesen

Nicht-kutane Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) stellen eine heterogene
Gruppe maligner Neoplasien mit Manifestation in Mundhohle, Rachen, Speicheldriisen,
Larynx sowie auf den Lippen dar. Weltweit zahlt das HNSCC mit einer Inzidenz von ca. 800.000

Fallen pro Jahr zu den acht haufigsten Krebserkrankungen.

Die Hauptrisikofaktoren in Deutschland fiir die Entstehung eines HNSCC sind einerseits
chronischer Tabak- und Alkoholkonsum sowie anderseits die Infektion mit onkogenen Viren.
Die durch Tabakrauch und Alkohol getriggerten Malignome treten meist in der Mundhdhle,
im Hypopharynx und Larynx auf. Die haufigen durch Humane Papillomviren (HPV) induzierten

Plattenepithelkarzinome finden sich nahezu ausschlieflich im Oropharynx.

Wir befassten uns mit CMTM6, das fir eine Immuncheckpoint-Therapie entscheidende
Protein PD-L1 stabilisiert bzw. ein entsprechendes Therapieansprechen in anderen
Malignomen positiv beeinflusst. Bislang ist Gber die prognostische und pradiktive Bedeutung
von CMTM6 in HNSCC wenig bekannt. In einem ersten Schritt wurde deshalb in einem
retrospektiven Ansatz die Immunexpression von CMTM6 in Tumorzellen und assoziierten

Immunzellen in einer HNSCC Kohorte kaukasischer Patienten untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Immunhistochemie den Einfluss der CMTM®6-Expression auf
Tumorzellen und assoziierten Immunzellen in einem Cisplatin-behandelten Kollektiv zu
untersuchen und die Ergebnisse mit dem Gesamtiiberleben der 95 HNSCC-Patienten in einem

6-Jahrigen Erhebungszeitraum zu korrelieren.



Es konnte gezeigt werden, dass der CPS von CMTMBG6 signifikant mehr exprimiert ist in HPV-assoziierten
Karzinomen, Mundhohlen- und Oropharynxkarzinomen. Weitere klinische Parameter (Patientenalter,
Geschlecht, Tumorstadien, Grading und Noxen-Assoziation) zeigten keinen Zusammenhang mit der

CMTM6-Expression.

Eine hohe CMTM6-Expression korrelierte positiv mit der Anzahl tumorinfiltrierender Lymphozyten,
welche in HPV-assoziierten Karzinomen laut Literatur fiir ein besseres Gesamtiiberleben stehen. Es
konnten keinen signifikanter Zusammenhang in der Expression von CMTM6 und PD-L1 nachgewiesen

werden.

Im Gegensatz zur Datenlage in der Literatur kommt diese Arbeit zu dem Schluss, dass ein
signifikanter Uberlebensvorteil entsteht, wenn Kopf-Hals-Tumore eine hohe Expression von

CMTMG6 aufweisen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Kopf-Hals-Karzinome

Nicht-kutane Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) stellen eine heterogene
Gruppe maligner Neoplasien mit Manifestation in Mundhohle, Rachen, Speicheldrisen,
Larynx sowie auf den Lippen dar. Histologisch betrachtet handelt es sich zu 90 % um
Plattenepithelkarzinome, welche die dominierende Tumorentitdt in diesem Bereich bildet
(Weichert et al. 2018). Weltweit zdhlt das HNSCC mit einer Inzidenz von ca. 800.000 Fallen pro
Jahr zu den acht haufigsten Krebserkrankungen (Sung et al. 2021). Im Jahr 2018 lag die
Inzidenz in Deutschland fir HNSCC insgesamt bei knapp 14.300 Neuerkrankungen und ist bei
Mannern auf Platz 9 (3,2 %), bei Frauen auf Platz 17 (1,4 %) aller Tumorerkrankungen. Die
relative 5-Jahres Uberlebensrate (JUR) betrug 2018 bei den Mannern 52 % und bei den Frauen
62 % (Robert Koch-Institut 2019).

1.2 Atiopathogenese

Die Hauptrisikofaktoren in Deutschland fiir die Entstehung eines HNSCC sind einerseits
chronischer Tabak- und Alkoholkonsum sowie anderseits die Infektion mit onkogenen Viren
(Weichert et al. 2018). In Abhingigkeit von dieser Atiopathogenese manifestieren sich die
Tumore in gewissen anatomischen Kompartimenten, haufig auch mit dem entsprechenden
typischen histologischen Subtyp: Die durch Tabakrauch und Alkohol getriggerten Malignome
treten meist in der Mundhohle, im Hypopharynx und Larynx auf (Johnson et al. 2020). Fiir
Lippenkarzinome sind zusatzlich die Risikofaktoren der Hauttumore mitverantwortlich,
insbesondere die Ultraviolettstrahlungs-Exposition ist hier zu nennen (Marur und Forastiere
2016). Diese sogenannten Noxen-assoziierten Karzinome zeigen die variantenreiche
Morphologie ,konventioneller” verhornter Plattenepithelkarzinome, deren generelle
Gemeinsamkeit die in Nestern gelagerten atypischen Plattenepithelien innerhalb eines
desmoplastischen Stromas ist. Ein weiterer dtiopathogenetischer Faktor stellt das Kauen der
Betelnuss in den asiatischen Liandern sowie Indien dar. Schatzungsweise 10 % der Welt-
bevolkerung konsumieren die Betelnuss als Genussprodukt bzw. Gesellschaftsdroge. Mehrere
Studien belegen, dass beim Kauen freigesetzte Substanzen (Alkaloide und Arecoline) karzino-

gen im Bereich der Mundschleimhaut wirken (Sharan et al. 2012).
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Die in der Bundesrepublik Deutschland eher seltenen durch das Epstein-Barr-Virus (EBV)
bedingten Karzinome sind im Nasopharynx lokalisiert; histologisch finden sich klassischer-
weise reichlich intra- und peritumorale Lymphozyten mit Verlust der Keratinisierung in den

polymorphen Tumorzellen.

Die haufigen durch Humane Papillomviren (HPV) induzierten Plattenepithelkarzinome finden
sich nahezu ausschlieBlich im Oropharynx und prasentieren eine basaloide Morphologie.
Diese imponiert mit wenig bis maRig polymorphen Zellen, schmalem Zytoplasma,
Mitosereichtum, Kernhyperchromasie, haufigen Nekrosen und frequent peripherer
Palisadenstellung der Zellkerne; die Verhornung der Tumorzellen ist gering ausgepragt oder
komplett fehlend. Eine Infektion der Mukosa des Oropharynx, schwerpunktmaBig am
unverhornten Plattenepithel der tonsillairen Oberflache, mit gewissen HPV-Typen kann
krebsauslosend (onkogen) sein. Aufgrund ihres onkogenen Potenzials werden diese HPV-
Hochrisikotypen den Niedrigrisikotypen gegenlibergestellt. Bei persistierenden Infektionen
mit HPV-Hochrisikotypen steigt das Risiko fur eine zufallige Integration des Virusgenoms in
das Erbgut infizierter Epithelzellen (Alimena et al. 2022). Im Falle der mukosalen Zellen der
Oropharynxkarzinome ist die vorherrschende Variante der Hochrisiko-Typ 16. Des Weiteren
finden sich hier die HPV-Typen 18, 33 und 52 (Michaud et al. 2014). In der Studie von Sritippho
et al. wird das Protein p16 eindeutig als Surrogat-Marker als HPV-Hochrisikotyp identifiziert
(Sritippho et al. 2016).

Die unterschiedliche prognostische Bedeutung der Noxen- und HPV-assoziierten
Karzinogenese findet aktuell noch keine hinreichende Beriicksichtigung im klinischen Setting,
insbesondere nicht in (neo-) adjuvanten Behandlungsregimen. Gleichzeitig resultierte die
bessere Prognose HPV-assoziierter oropharyngealer HNSCCs in einer Loslosung dieser
Karzinome von den restlichen HNSCCs dieser Lokalisation in eine eigene TNM-Klassifikation in
der 2017 publizierten 8. Version der UICC-Systematik (Wittekind 2020). Eine Neuerung im
Rahmen dieser Klassifikation fiir das diagnostische Prozedere ist - neben eines adaptierten
Stagings - das Grading virusassoziierter-Tumore: In der WHO-Malignitatsgraduierung wurde
das aggressive Potential HPV-assoziierter Oropharynxkarzinome bislang anhand der
Tumormorphologie mittels der histologischen Differenzierung (gut, G1; maRig, G2; niedrig,
G3) eingruppiert. Dieses konventionelle Tumorgrading entfdllt mit der aktuellen UICC-
Klassifikation, um die Diskrepanz von typischerweise geringem Tumorgrad und guter Prognose
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aufzulésen. Zuklnftig sollen alle HPV-assoziierten oropharyngealen HNSCCs als eigenstdndige
Entitdt angesehen und im Grading als ,p16-positiv” verschlisselt werden (Weichert et al.

2018).

1.3 Therapie

Die Therapie eines HNSCC ist generell, wie bei fast allen Tumoren, abhangig von der Lage,
GroRe und Ausdehnung des Primartumors. Auch der Wille und der Allgemeinzustand der
Patienten spielt in der Therapieentscheidung eine fiihrende Rolle (S3-Leitlinie
Mundhohlenkarzinom). Wie alle Karzinome werden auch die HNSCC mittels der TNM-
Klassifikation eingeteilt, welche in vereinfachter Form fir pl6-negative Plattenepithel-

karzinome des Oropharynx in Tabelle 1 exemplarisch dargestellt wird.

Tabelle 1: TNM-Klassifikation der Kopf-Hals-Tumore (vereinfacht)

Stadium Beschreibung

Tis Carcinoma in situ

T1 GrofSte Ausdehnung <2 cm

T2 Ausdehnung > 2 cm aber nicht <4 cm

T3 Ausdehnung > 4 cm oder Ausbreitung zur lingualen Oberflache der Epiglottis
T4 Primartumor infiltriert in benachbarte Strukturen

NO Keine Lymphknotenmetastasen

N1 Solitare, ipsilaterale Lymphknotenmetastase < 3 cm

N2a Solitdre, ipsilaterale Lymphknotenmetastase >3 cm, aber <6 cm
N2b Mehrere ipsilaterale Lymphknotenmetastasen < 6 cm

N2c Bi- oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen < 6 cm

N3 Lymphknotenmetastase/-n > 6 cm

MO Keine Fernmetastase/-n

M1 Fernmetastase/-n

(Lippe, Mundhohle, Pharynx, groRe Speicheldrisen), modifiziert nach TNM UICC 8. Auflage (Wittekind 2020)
Abkirzungen: T, Tumor; N, Nodalstatus; M, Metastasierung
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Die Tumorklassifikation bedingt das pra- und postoperative Therapiemanagement, welches
interdisziplindar im Rahmen regelmaRiger Tumor-Konferenzen erarbeitet wird. Wahrend bei
kleineren Tumoren (T1 und T2) die chirurgische Operation und die Strahlentherapie im
kurativen Setting gleichwertig sind, empfiehlt die aktuell giltige S3-Leitlinie fir
Mundhohlenkarzinome (Version 3.0, Marz 2021) federfiihrend die ,Deutsche Gesellschaft fir
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie” bei Patienten mit lokal begrenzten Primartumoren und
positivem Nodalstatus (pN1 Kategorie der Stadien T1 und T2) eine adjuvante
Radiochemotherapie (RCT). Entsprechende Empfehlung gilt unabhangig vom Nodalstatus
auch fur weiter fortgeschrittene Karzinome der Kategorien T3 und T4. Eine ausgedehnte
Resektion des Primartumors ist nach wie vor angezeigt. Ist eine tumorfreie Resektion (RO-
Status) nicht erreicht worden (R1-Status), muss gegebenenfalls (ggf.) nachreseziert werden.
Wie in der oben angefiihrten aktuellen S3-Leitlinie beschrieben, profitieren Patienten unter
60 Jahren besonders von einer Kombinationstherapie aus Strahlen- und Chemotherapie. Das
derzeit noch aktuelle systemtherapeutische Erstlinienprogramm ist das sogenannte
EXTREME-Schema - bestehend aus Cisplatin, 5-Fluorouracil und Cetuximab (Hoffmann 2022).
Die Strahlentherapie wird in mehreren Einzeldosen verabreicht: im konventionellen Schema
fraktioniert 1,8 — 2,0 Gray (GY) taglich an 5 Tagen pro Woche iber einen Monat. Alternativ
existieren akzelerierte (>10 Gy/Woche) oder hyperfraktionierte (1,1 — 1,2 Gy, 2-mal taglich)
Schemata. Der Effekt gegeniber einer alleinigen Strahlentherapie fiir diese Gruppe stieg auf
22-24 %. Die 60- bis 70-Jahrigen Patienten mit vergleichbaren Tumorstadien profitierten mit

einer Steigerung des Uberlebensvorteils von 12 % (S3-Leitlinie Mundhdhlenkarzinom).

Das Chemotherapeutikum mit dem hochsten Stellenwert ist nach wie vor Cisplatin. Cisplatin,
auch cis-Diamindichlorplatin genannt, ist eine metallische Koordinationsverbindung mit
quadratisch-planarer Konformation und hat ein Molekulargewicht von 301,1 g/mol. Es fordert
die Bildung von Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Quervernetzungen und sorgt dement-
sprechend fir Punktmutationen und Hemmung der Telomerase-Aktivitdt in den Tumorzellen
(Hartmann et al. 2018). Bei unzureichende Nierenfunktion kann alternativ auch Mitomycin C
(zytotoxisches Antibiotikum mit alkylierender Schadigung der DNA) oder Carboplatin gegeben
werden (bei bereits bekannter Niereninsuffizienz). Ein weiterer Kombinationspartner zur
Alternative oder Augmentation von Cisplatin in der RCT ist Cetuximab. Cetuximab ist ein

monoklonaler Antikorper, welcher auf den epidermal-growth-factor-receptor (EGFR)
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inhibitorisch wirkt. Zusammen mit Cisplatin ist Cetuximab derzeit der einzige Ansatz in der
First-Line Therapie im kurativen Ansatz zur Behandlung von HNSCC im lokal fortgeschrittenen
Tumorstadium. Trotz moderner Therapie erleiden noch ca. 40 % der in kurativer Intention
adjuvant behandelten Patienten einen Progress und bei ca. 25 % kommt es zu Fernmetastasen

(Griin et al. 2019).

Daher ist es wichtig, effektivere und nebenwirkungsarmere Therapien zu entwickeln.
In den letzten 20 Jahren fokussierte sich die Wissenschaft bei der Bekdmpfung und
Progression von Tumoren immer mehr auf das Immunsystem (Peng et al. 2021). Es wurde
erkannt, dass Malignome in der Lage sind, dem Immunsystem bei der Entstehung und
Erkennung zu entkommen. Derzeit werden in vielen wissenschaftlichen Arbeiten Oberflachen-
molekile auf den Membranen von Tumoren identifiziert, sogenannte Immun-Checkpoint-
Proteine, welche in malignen Tumoren hochreguliert werden und eine inhibitorische Funktion
auf das Immunsystem ausiiben. Somit entfliehen die Tumorzellen einer Eliminierung durch

das Immunsystem (sogenannte Immunevasion) (Boussiotis 2016).

Die bereits als Therapie-Optionen etablierten Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICl) sorgen fir
einen vielversprechenden Ansatz in der Therapie verschiedener Krebserkrankungen und sind
im HNSCC bei Patienten mit rezidivierendem und/oder metastasiertem Karzinom zugelassen.
Die Erstlinienbehandlung von rezidivierenden bzw. metastasierenden Karzinomen sollte mit
Pembrolizumab durchgefiihrt werden, ein ICI (humanisierter 1gG4-Antikdrper) gegen den
sogenannten programmed death-receptor 1 (PD-1). Der folgende Flow-Chart visualisiert noch
einmal das Therapieschema bei rezidivierenden und/oder metastasierten Karzinomen im

Kopf-Hals-Bereich (Johnson et al. 2020).


https://flexikon.doccheck.com/de/Maligne
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Diagnose eines Rezidivs und/oder einer Metastasierung

A 4

Mdgliche lokale Therapie mit Resektion, Bestrahlung (low dose) ?

Ja Nein
Lokale Kontrolle <6 Monate seit der Cisplatin haltigen Chemotherapie
Ja 1 Nein
¥ l Monotherapie
CPS<1 CPS21 Nivolumab oder
1 Pembrolizumab

Geringe Tumorlast,
asymptomatisch, CPS>20

\ 4

| .
Kombination aus Ja 'L J' Nein
Chemotherapie + Monotherapie Kombination aus
Cetuximab Pembrolizumab Chemotherapie +
Pembrolizumab

Abbildung 1: Flow Chart zur Behandlungsempfehlung von rezidivierendes/metastasierendes HNSCC
Nach der Diagnose eines rezidivierenden und/oder metastasierenden Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich erhalten
Patienten, die flr eine lokale Therapie geeignet sind eine Resektion, Bestrahlung oder Bestrahlung mit
begrenzter Dosis und werden anschlieBend weiter beobachtet. Patienten, die fir eine solche Therapie nicht in
Frage kommen, erhalten dennoch eine System-Therapie. Pembrolizumab erhalten diejenigen mit einem CPS > 1
fiir PD-L1-positive Tumorzellen als Monotherapie mit asymptomatischem Verlauf, geringer Tumorlast und einem
CPS > 20. Patienten mit einem CPS < 20, hoher Tumorlast und symptomatischen Verlauf erhalten zuséatzlich eine
Kombination mit einer platinhaltigen CT. Zeigt sich keine Expression im Tumorgewebe fiir PD-L1 (CPS < 1), ist
eine Therapie mit Cisplatin und Cetuximab angezeigt. Patienten, die einen Rickfall unter/nach? platinhaltigen
Therapie erleiden, sollten eine Monotherapie mit Pembrolizumab oder Nivolumab bekommen (Johnson et al.
2020).

Abkirzungen: PD-L1, programmed death Ligand 1; CPS, kombinierter Positivitats-Score ; CT, Chemotherapie

Allerdings spricht nicht jeder Patient auf diese Therapien an und es gibt weiterhin
Forschungsbedarf, um neue Biomarker zu identifizieren und bekannte Biomarker in der
Anwendung zu validieren, um vorhersagen zu kdnnen, welche Patienten am

wahrscheinlichsten von einer ICI-Therapie profitieren wiirden (Becker et al. 2022).
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1.4 Die Bedeutung von programmed death-ligand 1

Der programmed death-ligand 1 (PD-L1) ist ein Oberflachenprotein, welches in Tumor-
zellmembranen lokalisiert ist. Es kommt ebenso in Lymphozyten und weiteren Immunzellen
vor (Boltz). Die Expression von PD-L1 wird durch bestimmte Zytokine [Interferone (INF)] (IFN-
a und IFN-y) beeinflusst. Wenn nun der PD-1 einer T-Zelle mit dem passenden PD-L1 einer
Tumorzelle interagiert, wird die Apoptose der T-Zelle eingeleitet. Indem nun die zytotoxische
Funktion der T-Zelle inhibiert ist, kann die Krebszelle dem Angriff des Immunsystems
entkommen (Perri et al. 2020). Die Interaktion von Rezeptor und seinem Liganden ist der
wichtigste adaptive Prozess von HNSCC-Tumoren, um dem Immunsystem zu entkommen.
Somit spielt dieser Signalweg eine entscheidende Rolle bei der Tumorprogression und dem

Gesamtiiberleben der Patienten (Cristina et al. 2019).

Dennoch wird PD-L1 in der Literatur kontrovers diskutiert. In manchen Entitaten wird die PD-
L1-Expression fir eine positive und in anderen Entitdten fir eine negative Gesamtprognose
fur das Uberleben beschrieben (Pai et al. 2019). Es scheint mehrere Faktoren zu geben, die
das quantitative Vorkommen von PD-L1 beeinflussen. In Betracht kommen: Lokalisation,
Lymphknotenstatus (LK), Alter, Heterogenitat des Tumors, Geschlecht und Risikofaktoren
(Perri et al. 2020). Wenngleich eine hohe PD-L1-Expression, welche im klinischen Alltag fiir das
HNSCC anhand des kombinierten Positivitdts-Scores (CPS) angegebenen wird, allgemein ein
Ansprechen auf Immunonkologika vorhersagt, treten einerseits Therapieversagen in PD-L1-
positiven Karzinomen und anderseits Langzeit-Therapieerfolge in PD-L1-negativen
Karzinomen auf (Doscher et al. 2016). Daher reicht PD-L1 als alleiniger pradikativer Marker
nicht aus, um zuverlassig das Ansprechen fiir ICls vorher zu sagen. Zukilinftig betrachtet, ware
ein zuverlassiger Biomarker wiinschenswert, der den Vorhersagewert und ggf. eine mogliche
(mogl.) Resistenz fiir eine Therapie identifiziert und Rickschlisse auf das Ansprechen des

Tumors bietet (Cristina et al. 2019).

1.5 Die Rolle von CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing Protein 6
CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing Protein 6 (CMTM®6) gehort zu der

Chemokin-ahnlichen-Faktor-Gen Superfamilie 1-8. Es ist auf dem Chromosom 3p22 lokalisiert
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und ein Typ 3 Transmembranprotein mit einer MARVEL-Domane, welche aus 4 Transmem-
bran-Helices besteht. Proteine der MARVEL-Domane sind wichtige Regulatoren im Transport
von Transmembranproteine mit einer GroRe von 20 Kilodalton (Zhao et al. 2020). Eine
beschriebene Funktion von CMTM6 ist die posttranslationale Stabilisierung von PD-L1, indem
es dessen lysosomalen Abbau verhindert (Chen et al. 2020). In diesem Zusammenhang wird
das mittels Immunhistochemie quantifizierte CMTM®6 im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom,
dem tddlichstem Malignom weltweit und Paradebeispiel fur die Erfolge der ICls, als positiver
pradiktiver Biomarker fiir eine ICI-Therapie beschrieben (Albanes et al. 2022). Weiterhin fand
die Arbeitsgruppe um Mohapatra et al. heraus, dass CMTM6 ein wichtiger Faktor bei der
Inversion von Immunzellen ist (Mohapatra et al. 2021). Die Autoren identifizierten CMTM®6 als
Schliisselmediater fir eine (erworbene) Cisplatin-Resistenz im HNSCC, was sie in ihren
Zellkultur-Experimenten auf eine CMTM®6-bedingte Aktivierung des kanonischen WNT-/R-
Catenin-Signalwegs zuriickflihren (Mohapatra et al. 2021). Eine 2020 veroffentlichte Arbeit
von Chen et al. brachte CMTM6 in dieser Tumorentitdit mit verstarkter epithelialer-
mesenchymaler Transition (EMT) und gesteigerter Immunevasion in Verbindung, was mit
einem schlechteren Gesamtiiberleben CMTM®6-positiver Patienten in diesem asiatischen
Kollektiv einherging (Chen et al. 2020). Wenngleich ein hohe (Protein-) Expression des erst
2014 entdeckten CMTM6 in gewissen Tumorentitdten, z.B. dem Glioblastom, mit einer
schlechten Prognose assoziiert, so ist seine Expression beispielsweise im Kolorektal- oder
Ovarialkarzinom ein giinstiger Marker fiir das Uberleben (Zhao et al. 2020), (Yin et al. 2022).
Ferner scheint das Molekil das Ansprechen auf verschiedene Chemotherapeutika positiv zu
beeinflussen, wie Peng et al. fir das kolorektale Karzinom (CRC) und Huang et al. fir das
hepatozellulare Karzinom (HCC) in ihren Arbeiten berichten (Peng et al. 2021; Huang et al.
2022). Im CRC wird hierbei eine CMTM6-vermittelte Aktivierung des Tumormikromilieus, im
HCC eine Inaktivierung des Tumorsuppressors Retinoblastom durch die Stabilisierung des
Cyclin-abhdngigen Kinase-Inhibitors 1 (p21) als Ursache fir die gute Chemosensitivitat

angenommen.
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1.6 Zielstellung

Ausgehend davon, dass Patienten mit einem fortgeschrittenem HNSCC unter Cisplatin-
Therapie einen Progress entwickeln und sich dadurch fiir eine Anti-PD-L1-Behandlung
qualifizieren — liegt das Ansprechen der Therapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICl) um
die 20 %. Dies ist zwar deutlich besser als bei herkommlichen Zweitlinienschemata, dennoch
gilt es die Effektivitat der Therapien zu steigern, um die Patienten zu selektionieren, die nicht

von ICls profitieren (Ddscher et al. 2016).

Daher bedarf es weiterer pradikativer Marker, um zuverldssig das Ansprechen fir ICls vorher

ZU sagen.

Wir befassten uns mit CMTM6, das fiir eine ICI-Therapie entscheidende Protein PD-L1
stabilisiert bzw. ein entsprechendes Therapieansprechen in anderen Malignomen positiv
beeinflusst. AuRerdem ist bislang Uber die prognostische und pradiktive Bedeutung von
CMTM6 in HNSCC wenig bekannt. In einem ersten Schritt wurde deshalb in einem
retrospektiven Ansatz die Immunexpression von CMTM6 in Tumorzellen und assoziierten

Immunzellen in einer HNSCC Kohorte kaukasischer Patienten untersucht.

Um unsere Hypothese zu untermauern, dass eine CMTM6-Uberexpression einen giinstigen
prognostischen Einfluss auf das Uberleben von HNSCC-Patienten hat, beleuchteten wir

folgende Aspekte:

1) Frequenz der Immunexpression von CMTM6 im kaukasischen HNSCC
2) Assoziation von CMTM®6 mit PD-L1

3) Bedeutung der CMTM6-Expression fir das Gesamtiberleben

4) Einfluss des CMTM®6 auf das Tumormikromilieu im HNSCC
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Das Ausgangskollektiv flr unsere retrospektive Analyse bildeten HNSCC-Patienten, deren
Tumormaterial im Einschlusszeitraum von Marz 2014 bis Juni 2021 im Institut fiir Pathologie
der Universitditsmedizin Rostock untersucht worden war. Dieses Kollektiv bestand aus-
schlieRlich aus internen, in der Universititsmedizin Rostock behandelten Falle mit
entsprechend zur Verfligung stehenden klinischen Daten. Patienten wurden in die Studie
eingeschlossen, wenn 1. histologisch ein HNSCC der Lokalisation Mundhdohle, Oropharynx,
Hypopharynx oder Larynx und/oder in Form von lokale(n) Halslymphknotenmetastase(n)
gesichert war, 2. ausreichend Tumormaterial vom Zeitpunkt vor Therapiebeginn (= Therapie-
naiv) fur Forschungszwecke zur Verfligung stand, 3. eine adjuvante RCT als Erstlinien-Therapie
zeitnah nach der Entnahme des histologischen Materials aufgrund klinischer Kriterien
durchgefliihrt wurde und 4. der klinische Verlauf bis zur letzten Konsultation (last follow-up)
bzw. Sterbedatum bekannt war. Das Krebsregister Mecklenburg-Vorpommern stellte alle
relevanten Informationen Datenrecht-konform mittels Patienten-individueller Verschlisse-
lung fur unsere Studie in dem oben genannten Einschlusszeitraum zur Verfligung. Klinische
Daten, wie Rezidiv- und Sterbedatum, Therapieart, pathologische Tumorklassifikation (pTNM)
und der Differenzierungsgrad konnten somit ermittelt werden. Uber das klinikinterne
Patientenmanagementsystem SAP® wurden die Alkohol- und Nikotinanamnese mittels
Durchsicht der Pflegedokumentation aus der Otto-Kérner-HNO Klinik und der Klinik fir Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie, vervollstandigt. Der p16-Status wurde ebenfalls im SAP® (iber die

dokumentierten Pathologiebefunde recherchiert.

Anhand dieser Daten konnte das Gesamtiberleben (OS) errechnet und in das Microsoft®
Office Excel-Programm einpflegt werden. Das OS (in Monaten) wurde definiert vom Tag der
Priméardiagnose bis zum Tod. Das Ende des Nachverfolgungszeitraums (follow-up) hinsichtlich
des OS war Juli 2022. Patienten, bei denen das primare Endpunktereignis bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums nicht eintrat oder aus der Studie ausschieden, wurden zensiert.
Nichtraucher wurde definiert als Nie-Raucher oder > 10 Jahre Nikotinabsenz. Material aus
Tumorresektaten wurden gegeniiber dem Material aus Biopsien, z.B. zur initialen
Diagnosesicherung, bevorzugt. Gemall den Einschlusskriterien wahlten wir bei Patienten mit

mehrzeitigem Materialeingang, typischerweise aufgrund eines Rezidivs, das dem vor RCT-
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Start zeitlich unmittelbar vorangegangene Material, was auch rezidivierte Tumore
miteinschloss. Falle mit einer Diagnosestellung vor 2017 wurden gemal der damals giiltigen
7. Edition der TNM-Klassifikation eingruppiert. Falle mit einer Diagnosestellung nach 2017
wurden nach der aktuell geltenden 8. Edition der TNM-Klassifikation befundet. Im Sinne der
Kollektiv-Harmonisierung wurden pl6-positive Karzinome des Oropharynx mit einer
Diagnosestellung vor 2017, welche die Kriterien des in der 8. Edition der TNM-Klassifikation
neu eingeflihrten Subtyps des , p16-positiven Oropharynxkarzinoms” erfiillten, hinsichtlich
ihres Nodalstatus unter Anwendung der 8. Edition re-klassifiziert. Alle Patienten wurden
pseudorandomisiert. Sdmtliche Vorgaben des Datenschutzes der Universitatsmedizin Rostock
wurden stets eingehalten. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Universitatsmedizin Rostock angenommen und mit der Nummer A-2022-0120

registriert.

2.2 Immunhistochemische Farbung

Die Immunhistochemische Farbung (IHC) ist eine etablierte Spezialfarbemethode, welche sich
in der Histologie zur gezielten Darstellung definierter Zielstrukturen eines bestimmten
Markers eignet. Mit ihr lassen sich hochspezifische Proteinmarker fir die Tumordiagnostik
und Klassifikation nachweisen. Die Methode basiert auf der Affinitat eines Primarantikorpers
zu einem bestimmten Epitop, einem intra- oder extrazelluldaren Antigen. In unserer Studie
verwendeten wir die Avidin-Biotin-Komplex-Methode. Sie basiert auf der Affinitat des Biotins
flr Avidin, welches eine starke Bindung eingeht. Diese Bindung produziert einen braunen

Farbumschlag der Ziel-Epitope.

2.2.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Zunachst wurden aus dem Archiv des Instituts fiir Pathologie der Universitdtsmedizin Rostock
die Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Gewebeschnitte aller potentieller Falle herausgesucht.
In Abhangigkeit vom klinischen Kontext lag das Gewebe entweder aufgrund einer
diagnostischen Abkldrung als Probe-Exzision (PE) oder infolge einer onkologisch-chirurgischen
Therapie als Tumorresektat vor. Im ersten Schritt wurden samtliche Praparate zur Evaluation

von Tumorgehalt und Verteilung des assoziierten Stromas mikroskopiert. Sofern auf dem

11



Material und Methoden

Schnitt ausreichend Tumormaterial fir weiterfihrende Untersuchungen vorhanden war,
wurden im zweiten Schritt die entsprechenden Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten
(FFPE) Gewebeblocke identifiziert. In Vorbereitung der immunhistochemischen Farbung
wurden 2um dicke Gewebeschnitte dieser Blocke mittels eines Mikrotoms der Firma Leica®
Biosystems (Nussloch GmbH, Deutschland) geschnitten, auf beschichtete Objekttrager

aufgetragen und Uber Nacht im Brutschrank getrocknet.

2.2.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung

Vor der Farbung mussten die FFPE-Gewebeschnitte einer Entparaffinierung und
Rehydrierung, gefolgt von einer hitze-induzierten Epitopdemaskierung unterzogen werden.
Dieses Verfahren wurde vollautomatisiert von dem Autostainer Link 48 der Firma
AgilentDako® (Kalifornien, USA) vorbereitet. Die anschlieBende IHC-Farbung wurde mit einem
Farbeautomaten der Firma Dako® und dem speziell fiir Kaninchen-Antikdrper entwickelten

Detektionssystem EnVision Flex (High pH Link; Code: K8000; AgilentDako®) durchgefiihrt.

2.2.3 CMTM®6 und PD-L1 Antikérper
Die verwendeten Antikorper fir die immunhistochemische Farbung von CMTM6 und PD-L1

werden in Tabelle 2 illustriert.

Tabelle 2: Immunhistochemische Antikorper fir CMTM6 und PD-L1

Protein Antikérper Hersteller Verdiinnung Vorbehandlung
Anti-CMTM®6 EnVision Flex (High
CMTM6 [EPR23015-45]; abcam® 1:1000 pH Link; Code:
Monoklonal von K8000;
Kaninchen AgilentDako®

EnVision Flex (High

Anti-PD-L1, Klon 22C3; pH Link; Code:
PD-L1 Monoklonal von Agilent® 1:50 K8000;
Mausen AgilentDako®

12
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2.3 Auswahl der Proben und lichtmikroskopische Auswertung

2.3.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopische Evaluation der Proben erfolgte an HE-gefarbten Schnitten an einem
Carl Zeiss® (Jena, Deutschland) Axioskop 50 Lichtmikroskop. Reprasentative Beispiele wurden
zur Veranschaulichung mittels einer Axiocam 305 color Mikroskop-Kamera ebenfalls der Firma

Zeiss® dokumentiert.

2.3.2 Auswahl des Tumormaterials

Die Entscheidung ganze Grof¥flachenschnitte auf Objekttrdgern zu untersuchen, basiert
darauf, dass das gesamte Tumormaterial und sein Farbeverhalten fiir die Protein-Expression
von CMTM6 und PD-L1 beurteilt werden konnte. Wir gehen davon aus, dass es zu falsch
negativen Ergebnissen kommen kann, wenn das Tumormaterial mit der TMA-Methode
(Multigewebeblocke, so genannte tissue microarrays = TMA) untersucht wird, bei der nur ein
Ausschnitt des jeweiligen Tumorgewebes bewertet werden kann. Wie in Abschnitt 2.3.3
beschrieben, ist die Expression von CMTM®6 und PD-L1 weitgehend heterogen im gesamten
Tumormaterial verteilt. Darliber hinaus sind die Immunzellen im peritumoralen Stroma besser

zu beurteilen und somit konnte das Scoring fiir den CPS und IC gewahrleistet werden.

2.3.3 Heterogenitat der Immunfarbung von CMTM6 und PD-L1

In nahezu allen Tumoren zeigte sich eine stark variierende Immunfarbung. Die
Herausforderung war fiir uns, die heterogene Expression der unterschiedlichen Areale zu
integrieren und daraus einen validen Scorewert zu ermitteln, um das gesamte Pradparat
reprasentativ abzubilden. Sowohl die Immunfarbung von CMTMG6 als auch von PD-L1 wiesen

diese Heterogenitat innerhalb der Tumorpraparate auf.

Um dies exemplarisch zu veranschaulichen, haben wir in Abbildung 2 jeweils ein Beispiel fir

die Heterogenitat der Immunfarbung fir CMTM®6 und PD-L1 dargestellt.
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Abbildung 2: Heterogenitit der Immunfirbung von CMTM6 und PD-L1.

Bild 1A stellt einen Abschnitt des Tumors dar, in dem vorherrschend die peritumoralen Immunzellen positiv auf
CMTMG6 reagieren und sich somit ein TPS < 50 aber ein CPS > 10 errechnet.

Bild 1B zeigt eine CMTM®6 Farbung des gleichen Tumors bei der tiber 50 % der Tumorzellen im oberen Bildrand
positiv reagieren (TPS > 50, ,high”). Im unteren Bildrand sind deutlich weniger als 50 % der Tumorzellen positiv
(TPS > 1, < 50; ,low").

Bild 2A und 2B zeigt zwei lokal unterschiedliche Abschnitte eines gemeinsamen Tumors mit der PD-L1 Farbung.
In Bild 2A ist fUr PD-L1 der CPS > 1 ,,positiv“. Dies liegt vor allem an den positiv gefarbten peritumoralen
Immunzellen.

In Bild 2B ist der CPS < 1 ,negativ” fur die PD-L1 Farbung — weder Tumorzellen, noch peritumorale Immunzellen
haben positiv auf die Farbung reagiert.

Abkirzungen: TPS, Tumor Proportion-Score; CPS, kombinierter Positivitats-Score
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2.3.4 Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Allgemein existieren verschiedene Auswertschemata zur Beurteilung der Anzahl und Dichte
der tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) im Tumorzentrum sowie im Bereich der
Inversionsfront (Ribbat-ldel et al. 2021). In dieser Arbeit zahlten wir Lymphozyten,
Makrophagen/Histiozyten sowie dendritische Zellen zu den TIL und exkludierten (brige
Immunzellen wie z.B. neutrophile Granulozyten oder Plasmazellen. Um eine valide, reliable
und objektive Auswertung an der teils begrenzten Tumormenge zu gewahrleisten,
entschlossen wir uns fiir eine zweistufige Klassifikation der TIL: Fille mit (nahezu) absenten
oder wenigen TIL (in zweihundertfacher VergrofRerung < 3 TIL pro Gesichtsfeld) und Falle mit
maRig vielen/reichlichen TIL (in zweihundertfacher VergroBerung > 3 TIL pro Gesichtsfeld).
Daraus resultierten Falle mit kaum/keinen TIL (Gruppe=0) und Falle mit maRigen/hohen TIL
(Gruppe=1). Zur Vereinheitlichung der Auswertung der Gewebeproben, die sowohl aus
Resektaten als auch Bioptaten bestanden, lieBRen wir die beiden anatomischen
Kompartimente von Tumorzentrum und Invasionsfront in die jeweiligen Eingruppierungen mit
einflieBen. Vor dem Hintergrund der schwer ermittelbaren, exakten Trennlinie dieser beiden
Kompartimente verzichteten wir auf eine separate Beurteilung beider Regionen. Um unser
Schema zu illustrieren, haben wir in Abbildung 3 vier reprasentative Beispiele von TIL

dargestellt (HPV-positives und -negatives Tumorgewebe der Gruppe 0 und Gruppe 1).
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Abbildung 3: Morphologie der Karzinome in Abhéngigkeit vom HPV-Status

Die obere Reihe der HE-gefarbten Schnitte (Bild 1A und 1B) zeigt zwei HPV-assoziierte Beispiele: Links (1A) mit
vielen TIL (Gruppe 1) und rechts (1B) mit wenigen TIL (Gruppe 0).

Die untere Reihe (Bild 2A und 2B) der Abbildung zeigt zwei HPV-negative Fille: links (2A) mit vielen TIL (Gruppe
1), rechts (2B) mit wenigen TIL (Gruppe 0).

Abkirzungen: HE, Himatoxylin-Eosin; HPV, Humanes Papillomvirus; TIL, tumorinfiltrierender Lymphozyten

2.4 Immunhistochemische Auswertung

2.4.1 Allgemeines Vorgehen

Um eine Ubersicht tiber die CMTM6- und PD-L1-gefirbten Gewebeschnitte zu gewinnen,
mikroskopierten wir die Praparate zunachst in 40-facher VergrofRerung und fokussierten die
Tumor-tragenden Areale. Dabei identifizierten wir in heterogen-gefarbten Tumoren Regionen
mit absenter bzw. prdsenter Farbereaktion. Flir unsere weiteren Analysen (in 200-facher
VergroBerung) wahlten wir in inhomogenen reagierenden Fallen positiv dekorierte
Tumorabschnitte fir das abschlieRende Scoring. GemalR diesem Schema selektierten wir in
samtlichen Proben positiv-gefarbte Areale fiir die Auswertung. Da je Objekttrager vollstandig

erfasste Tumorareale samt Heterogenitat dargestellt wurden, minimierten wir das Risiko,
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Patienten als falsch-negativ einzugruppieren. Fiir die Auswertung beider Farbungen waren
mindestens 100 erfasste vitale Tumorzellen pro Fall gefordert; Falle mit weniger als 100
Tumorzellen wurden von der Analyse ausgeschlossen. Pro Fall werteten wir, sofern auf dem
entsprechenden Objekttrager vorhanden, fiinf hochauflésende Gesichtsfelder (HPF) aus. Der

daraus gebildete Mittelwert wurde als Score fiir unsere Berechnungen tibernommen.

Zur Bewertung der CMTM6-Expression gibt es mehrere Scoring-Systeme. Dabei wird jeweils
der prozentuale bzw. relative Anteile gefarbter Zielzellen in Relation zur Tumorzellpopulation

bestimmt.

2.4.2 Kombinierter Positivitats-Score
Der kombinierte Positivitdats-Score (CPS) schlieSt die gefarbten Tumorzellen sowie positiv-
gefarbte Immunzellen (Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen) ein und setzt sie

in Relation zu allen Tumorzellen, (Schildhaus 2018).

CPS = positive Tumorzellen + positive Immunzellen

Gesamtzahl aller vitalen Tumorzellen

Fiir unsere Analysen entschieden wir uns aufgrund der KollektivgréRe und Verteilung des
CMTM6-Immunstatus (vgl. diesbeziiglich auch die in der Diskussion ndher aufgefiihrten
Punkte) fiir eine bindre Aufteilung. Tumorproben mit einem CMTM®6-Score < 10 ordneten wir
der ,niedrig-positiven (low) und Tumorproben mit einem CMTM®6-Score > 10 der ,hoch-
positiven” (high) Gruppe zu. In Bezug auf PD-L1, einem in der diagnostischen Routine
etablierten Biomarker, transportierten wir aktuell giiltige Leitlinien in unser Auswerteschema

und definierten Falle mit einem PD-L1 CPS < 1 als ,,negativ” und Félle > 1 als ,,positiv“.

2.4.3 Tumor Proportion-Score

Der Tumor Proportion-Score (TPS) betrachtet ausschlieRlich die Tumorzellen, andere
Zelltypen werden nicht berilicksichtigt. Hinsichtlich der Positivitdt werden Tumorzellen mit
einer membranstandigen Farbereaktion jeglicher Intensitdt gezahlt, wobei sowohl eine

komplette (zirkuldre) als auch ein inkomplette (partielle) Anfarbung bericksichtigt wurde.
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Positive Tumorzellen werden zu den gesamten Tumorzellen in Relation gesetzt, was - anders
als beim CPS - die Haufigkeit positiver Tumorzellen in Prozent angibt (Schildhaus 2018).
positive Tumorzellen

TPS (%) = 100
(%) Gesamtzahl aller vitalen Tumorzellen *

In Anlehnung an die Alltagspraxis der diagnostischen Pathologie, welche den TPS bei
zahlreichen Tumorentitdten standardisiert angibt, definierten wir die Cut-offs des TPS in

unserem Kollektiv fiir die CMTM6-Proteinexpression wie folgt:

e keine (,non“, <1 %),
e geringe (,low”, 1-50 %)
e hohe (,,high”, > 50 %)

2.4.4 Inflammatorische Zellen
Das Scoring fiur die inflammatorischen Zellen (IC) bericksichtigt ausschlieBlich die positiv-
gefarbten Immunzellen (Lymphozyten, Makrophagen und Granulozyten) in Bezug auf die

Tumorflache multipliziert mit 100 in Prozent.

gefarbte Immunzellen
1€ (%) = Tumorflache * 100

Auch dieser Score ist in der diagnostischen Routine etabliert und wird in vier Kategorien

eingeteilt, welche wir fiir unsere Auswertungen analog tibernahmen:

e |CO0:<1%der Tumorflache sind von positiv-gefarbten Entziindungszellen bedeckt;
e [C1:21%und<5%der Tumorflache;
e |C2:25%und<10% der Tumorflache;

e |C3:210% der Tumorflache sind von gefarbten Immunzellen bedeckt.

Abbildung 4 veranschaulicht drei reprasentative Beispiele der IHC-Farbung fir CMTM®6 und
PD-L1 in 100-facher VergroBerung. Sie zeigt beispielhaft das Scoring-System fir den CPS und
TPS.
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Abbildung 4: IHC-Farbung fiir CMTM6 und PD-L1 und lllustration des Scoring-Systems fiir den CPS und TPS

Spalte links (1A-C) zeigt die IHC-Farbungen fiir CMTMBG6. In Bild 1A reagieren nahezu samtliche Tumorzellen
membranstandig positiv; der TPS ist > 50 %, der CPS > 50. In Bild 1B reagieren TIL Gberwiegend positiv, die
Tumorzellen bleiben weitestgehend negativ; der TPS ist kleiner < 1 %, der CPS > 10 und gemaR unserem
Schema somit positiv (trotz weitgehend negativer Tumorzellen). In Bild 1C sind Tumorzellen und TIL
weitestgehend negativ (einige TIL als interne Positivkontrolle reagieren positiv); der TPS ist < 1 %, der CPS < 10.
Spalte rechts (2A-C) zeigt analog zur linken Spalte die IHC-Farbungen flur PD-L1. Bild 2A zeigt einen positiven
Fall fiir den TPS > 50 % und CPS > 50. Bild 2B ist ein Beispiel fir einen TPS < 1 und CPS > 1, da die Tumorzellen
nicht auf die IHC-Farbung reagieren, die TIL jedoch schon. In Bild 2C sind sowohl Tumorzellen als auch die
peritumoralen Immunzellen negativ, TPS <1, CPS < 1.

Abkirzungen: IHC, Immunhistochemische Farbung; TPS, Tumor Proportion-Score; CPS, kombinierter
Positivitats-Score; TIL, tumorinfiltrierende Lymphozyten

19



Material und Methoden

2.5 Molekulare Analytik p16-positiver Falle

Zur Sicherung des HPV-Status, flihrten wir eine molekulare Analytik p16-positiver Falle durch.
Dazu wurde die DNA aus den FFPE-Bl6cken entsprechender Plattenepithelkarzinome extra-
hiert und nach Anleitung mittels des Wizard® DNA Clean-up-System gereinigt. Fir die
Identifikation der HPV-Typisierung wurde das von Chipron® HPV 3.5 LCD Array Kit (Germany)
nach Anleitung angewandt. Patienten, die eine nachgewiesene HPV high-risk-Infektion im
Oropharynx hatten, wurden trotz eventueller Noxen-Exposition als HPV-assoziierte Karzinome

gewertet.

2.6 Metaanalyse

Um unsere Ergebnisse vergleichen und einordnen zu kénnen, wurde eine Meta-Analyse der
Literatur Gber das Gesamtiiberleben sowie die PD-L1- und CMTM®6-Proteinverteilung von
HPV-positiven und -negativen HNSCCs durchgefiihrt und die Angaben mit den Ergebnissen der

Rostocker Kohorte verglichen.

2.7 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurden die ermittelten Daten aus einer Microsoft® Excel-
Tabelle in das Statistikprogramm Prism 8.0.2 (2019) von GraphPad® (Inc. San Diego,
Kalifornien, USA) Ubertragen. Die Kontingenzanalysen wurde mit dem Fisher-exact-Test
durchgefiihrt (Vergleich von CMTM6-Expression (CPS) mit dichotomen Variablen wie
Geschlecht, p16-Status, Noxen) sowie dem Chi-square-Test (Assoziation mit >2 Kategorien wie
Lokalisation, T-Stadium) und dem Student’s t-Test (Vergleich von Mittelwerten).

Korrelationen wurden mit dem Spearman-Korrelationskoeffizienten berechnet.

Die Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten erfolgte mit der Kaplan-Meier-
Methode. Univariate Uberlebenszeitanalysen erfolgten mit dem log rank-Testverfahren.
Subgruppen-Analysen verglichen das OS hinsichtlich der CMTM6-Expression in Bezug auf
Geschlecht, HPV-Assoziation, anatomischer Tumorlokalisation, Tumorstadium samt Nodal-
status, tumorinfiltrierender Lymphozyten und PD-L1-Expression. Das statistische

Signifikanzniveau lag bei einem p < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtkollektiv Analyse

Initial wurden 391 Patienten aus dem Krebsregister Mecklenburg-Vorpommern ermittelt,
welche innerhalb unseres Einschlusszeitraums an einem HNSCC erkrankten. Nach Anwendung
unserer Selektionskriterien konnten 95 Patienten in unsere retrospektive Analyse
eingeschlossen werden. Hierbei handelte es sich bei 94 Patienten um Primartumore, in einem

Fall lag die Lymphkotenmetastase eines sogenannten ,cancer of unknown primary“ (CUP) vor.

Das initiale Einschlusskriterium fir unser Ausgangskollektiv war ein fortgeschrittenes
Tumorstadium mit der klinischen Notwendigkeit einer systemischen-postoperativen
Behandlung in Form einer adjuvanten RCT. Wenngleich wir in Hinblick unserer Fragestellung
zu Beginn ausschlieBlich Patienten mit einer Cisplatin-haltigen RCT einschliefen wollten, so
weichten wir dieses Kriterium zugunsten der Kollektiverweiterung auf und bericksichtigten
auch jene Falle mit einer erganzenden oder alleinigen Cetuximab- oder Carboplatin-haltigen
Therapie: Eine erganzende/alleinige Cetuximab Therapie erhielten 8 Patienten. Bei zwei
Patienten wurde aufgrund einer bekannten Niereninsuffizienz initial eine Therapie mit
Carboplatin begonnen. Bis zum Abschluss des Beobachtungszeitraums erlitten 22 Patienten

ein Rezidiv.

3.2 Alters- und Geschlechtsverteilung

Das mittlere Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lag ebenso wie der Median
bei 64 Jahren, die Spannbreite reichte von 46 bis 80 Jahre. Bei Diagnosestellung zeigte sich
das Alter der Patienten im Shapiro-Wilk Test als normalverteilt. Am Ende des
Beobachtungszeitraumes (Juli 2022) waren noch 70 Patienten am Leben, 25 der Patienten
waren verstorben. Die 2-Jahres-Uberlebensrate lag bei 59 %. Das mediane Uberleben lag bei

30 Monaten.

Das Kollektiv setzte sich aus 76 Mannern (80 %) und 19 Frauen (20 %) zusammen. Das
Geschlechterverhaltnis betrug 5:1. Insgesamt erkrankten die Manner im Mittel mit 61 Jahren

und somit vier Jahre spater als die Frauen mit 57 Jahren.
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3.3 Tumorlokalisation und Klassifikation

3.3.1 Tumorlokalisation

In unserem HNSCC-Kollektiv verteilten sich die Tumore wie folgt in die vier definierten
Lokalisationen: 26 Tumore fanden sich im Bereich der Mundhohle (Wangenschleimhaut,
harter Gaumen, Zungenkdrper sowie Mundboden); 45 Tumore waren im Oropharynx (weicher
Gaumen, Tonsillen der Zunge und des Gaumens, Zungengrund sowie Uvula) lokalisiert; 12

Tumore fanden sich im Hypopharynx und 11 im Larynx.

Ein Patient wurde mit der Diagnose eines CUP erstdiagnostiziert. In diesem Fall blieb die
Lymphknotenmetastase ohne detektierbaren Primartumor bestehen. Die Manifestation
dieses in Form einer Lymphknotenmetastase manifesten CUP wurde hinsichtlich der Lokalisa-

tion des Primartumors als ,,unknown-localisation” angegeben.

Zur schematischen Ubersicht fassten wir Mundhéhle und Oropharynx in eine Gruppe und
Hypopharynx und Larynx in die andere Gruppe zusammen. Abbildung 5 stellt die absolute

Verteilung grafisch dar (rechts im zusammenfassenden bindren Schema).

B Mundhohle EEE Hypopharynx =3 CuP =3 Mundhdhle & Oropharynx
HEE Oropharynx [ Larynx [ Hypopharynx & Larynx

Abbildung 5: Absolute Haufigkeiten der anatomischen Tumorlokalisationen

Unterteilung links nach anatomischen Bezirken der TNM-Klassifikation und rechts nach unserer bindren
Einteilung.
Abkirzungen: n, Anzahl Patienten; CUP, cancer of unknown primary

3.3.2 Tumorklassifikation und -grad
Tumorstadium: Anhand der Kriterien der seit 2017 giiltigen 8. Auflage der TNM-Klassifikation
(Wittekind 2020) erfolgte die Tumorklassifikation unseres Kollektivs. Dabei zeigte sich

folgende Verteilung hinsichtlich der pathologischen Einteilung des Primartumors:
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Dominierende Gruppe war das pT2-Stadium mit 29 Fallen, gefolgt vom pT4-Stadium mit 24
Fallen, dem pT3-Stadium mit 22 Fallen und dem pT1-Stadium mit 19 Fallen. Im Falle des CUP

konnte der T-Status nicht ermittelt werden (siehe Abbildung 6).

pT1
pT2
pT3
pT4
Cup

ononi

Total n=95

Abbildung 6: Absolute Haufigkeiten der pathologischen Tumorstadien

Abkiirzungen: n, Anzahl Patienten; CUP, cancer of unknown primary

Nodalstatus: Wie in der Methodik angegeben, erforderte die von 2017 auf 2018 aktualisierte
TNM-Klassifikation eine Re-Klassifizierung von Patienten mit positivem Nodalstatus p16-
positiver Tumore unseres Kollektivs, um die klinisch gilinstige Prognose HPV-assoziierter
Tumore abzubilden. Unter Berlicksichtigung der in der 8. Auflage der TNM-Klassifikation
aufgefihrten Gruppe p16-positiver (HPV-assoziierter), nicht-kutaner Plattenepithelkarzinome
im Kopf-Hals-Bereich aktualisierten wir im Interesse der Harmonisierung unserer Kohorte bei
funf Patienten den Nodalstatus von pN2b auf pN1. Somit wurden diese Patienten, die ein p16-
positives Karzinom in der Tonsille mit ipsilateraler Lymphknotenmetastase < 6 cm in groBter
Ausdehnung erlitten, hinsichtlich ihres Nodalstatus niedriger eingruppiert (Doescher et al.
2017).

Abbildung 7 veranschaulicht die Haufigkeiten und Verteilung der vier Lymphknotenstadien in
unserer Kohorte unter der Berlicksichtigung der Re-Klassifizierung HPV-assoziierter

Karzinome.
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Il NO E= N22a-c
Bl N1 Bl N3

Abbildung 7: Absolute Haufigkeiten des Nodalstatus (nach der 8. Auflage der TNM-Klassifikation)

Abkirzungen: n, Anzahl Patienten; N, Nodalstatus

Metastasen: In 14 Fillen waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen (M) vor-
handen (Lokalisationen siehe Tabelle 3). Bei den (ibrigen 81 Patienten bestand eine MO-

Situation.

Tabelle 3: Lokalisation der Metastasen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Lokalisation der Fernmetastasen Anzahln
Mediastinum 3
Lunge 9
Pleura 1
Haut 1

Tumorgrad: Gemal aktueller WHO-Klassifikation entfallt bei HPV-assoziierten Tumoren die
konventionelle Tumorgraduierung aufgrund der Diskrepanz zw. morphologisch schlechter
Tumordifferenzierung (typischerweise geringer Tumorgrad, G3) und gleichzeitig guter
klinischer Prognose. Daher verzichten wir auf die Angabe des Tumorgrads der HPV-
assoziierten Tumoren unseres Kollektivs. In Tabelle 4 wird zusammenfassend der Differenzie-
rungsgrad (G) der 60 nicht HPV-assoziierten Karzinome, wovon 16 im Oropharynx und die
restlichen 44 in den Ubrigen Lokalisationen (bei einem Karzinom war im initialen

pathologischen Befundbericht kein Tumorgrad angegeben) gezeigt.
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Tabelle 4: Differenzierungsgrad der Karzinome

Differenzierungsgrad (G) Anzahln
G1 6
G2 41
G3 13
HPV-assoziiert 34
nicht klassifiziert 1

Abkirzungen: G, Differenzierungsgrad (Grading); HPV, Humanes Papillomavirus

3.4 Noxen-assoziierte Karzinome

Sofern aus den klinischen Unterlagen exakt zu eruieren, zeigte sich hinsichtlich der Nikotin-
und Alkoholanamnese folgendes Risikoverhalten: 38 Patienten gaben in der Pflegeanamnese
an, zu rauchen, 57 waren Nichtraucher. Beziiglich Alkoholkonsum gaben 19 Patienten regel-
maRigen Konsum und 76 keinen bzw. unregelmaRigen Konsum an. Schlussendlich wiesen 43
Patienten eine der beiden oder beide Noxen in ihrer Anamnese vor, 52 verneinten eine

entsprechende Noxen-Exposition.

3.5 HPV-assoziierte Karzinome und Verteilung der HPV-Typen

Aufgrund gangiger Leitlinien wurde in 72 Fallen im Rahmen der diagnostischen Routine eine
Farbung fiir p16 als Surrogat-Marker einer HPV-Assoziation durchgefiihrt. In 34 Tumoren
zeigte sich ein als positiv zu wertendes Farbeergebnis. Oropharyngeale Karzinome mit Tumor-
sitz in der Tonsille zeigten mit 24 Fallen die hochste Frequenz HPV-assoziierter Tumore. Die
Ubrigen p16-positiven Tumore fanden sich entlang der Zunge in der Mundhdhle sowie in zwei
Fallen im Hypopharynx (siehe Tabelle 5). Bei den beiden letztgenannten Karzinomen ist
vorrangig ein tiefsitzendes Zungengrundkarzinom mit lokal ausgedehnter Primartumor-

ausdehnung bis in den Hypopharynx anzunehmen.

Tabelle 5: Lokalisation der HPV-assoziierten Fille

Lokalisation Anzahl n
Mundhéhle (Mundboden) 1
Mundhdohle (Zungenkorper) 3
Oropharynx (Tonsille) 24
Oropharynx (Zungengrund) 4
Hypopharynx 2
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Fir die molekulare Subtypisierung stand Tumormaterial von 18 der 34 p16-positiven Falle zur
Verfligung. Hiervon hatten 16 Proben eine ausreichende DNA-Qualitat fiir die molekulare
Untersuchung. Die Subtypisierung dieser Falle zeigte 13-mal eine onkogene Infektion mit dem
Hochrisikotyp HPV-16, und in je einen Fall die Subtypen HPV-26, -33 und -35. Tabelle 6 fasst

die klinisch-pathologischen Daten unseres Kollektivs zusammen.

Tabelle 6: Klinisch-pathologische Daten des Gesamtkollektives

Charakteristika Anzahl der Patienten (n=95) in %

Alter in Jahren

Median 64
Spannbreite 46 — 80
Geschlecht
Maénnlich 76 80
Weiblich 19 20

Alkoholkonsum

keinen/gelegentlich 19 20

regelmaRig 76 80
Nikotinanamnese

Raucher 38 40

Nichtraucher 57 60
Lokalisation

Mundhohle 26 27

Oropharynx 45 46

Hypopharynx 12 12

Larynx 11 13

unbekannt 1 2
HPV-Status

pl6-positiv 34 36

pl6-negativ 61 64

Adjuvante Therapie

Cisplatin 85 89

Carboplatin 2 2

Cetuximab 8 9
Rezidiv

ja 22 23

nein 73 77

Abkirzungen: n, Anzahl Patienten; HPV, Humanes Papillomavirus

3.6 CMTM6- und PD-L1-Expression
Es wurde die Protein-Expression von CMTM®6 und PD-L1 initial mittels der drei Scores TPS, CPS

und IC auf den Tumorzellen bzw. den assoziierten Immunzellen bestimmt.
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3.6.1 CMTMe6-Expression fiir den TPS

GemaR der Definition fiir die Schwellenwerte des CMTM6 TPS (< 1 % ,,non”“, 1-50 % ,,low" und
> 50 % ,high”“ Expression) konnte bei 76 der 93 Tumore eine IHC-Farbung von CMTM6
nachgewiesen werden. Hierbei war CMTMG6 bei 19 Fallen stark hoch-reguliert (> 50 % ,,high”)
(siehe Tabelle 7). In zwei Fallen war die Auswertung der CMTM6-Immunhistochemie aufgrund

unzureichenden Gehalts vitaler Tumorzellen nicht moglich.

Tabelle 7: CMTM6-Expression fiir den TPS

CMTM6 Expression im Haufigkeit Prozent
Tumorgewebe
TPS<1% 17 18
TPS 1-50 % 57 61
TPS > 50 % 19 20
N/A 2 1
Gesamt 95 100

Abkirzungen: TPS, Tumor Proportion-Score; N/A, ,not applicable “

3.6.2 CMTMe6-Expression fiir den CPS

Ahnlich Ergebnisse liefert der CMTM6 CPS (Cut-off: < 10 ,,niedrig-positiv“ und > 10 , hoch-
positiv“): 76 % der Tumorzellen inklusive des peritumoralen Stromas mit den Immunzellen
reagierten nach Anwendung eines Cut-offs > 10 , hoch-positiv” auf die Immunfarbung mit

CMTMBG6 (siehe Tabelle 8). Der Median des CPS lag bei 30 und der Mittelwert bei 40,2.

Tabelle 8: CMTM6-Expression fiir den CPS

CMTM6-Expression im Haufigkeit Prozent

Tumorgewebe und Stroma

CPS<10 23 24
CPS210 72 76
Gesamt 95 100

Abkirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score

3.6.3 IC-Score in Abhdngigkeit der CMTMG6-Expression
Die Auswertung ergab, dass anhand des IC-Scores aufgrund der geringen Positivitatsrate

desselbigen weder fir CMTM6 noch fir PD-L1 sinnhafte bzw. sicher reproduzierbare
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Ergebnisse vorlagen. Daher klammerten wir den IC-Score flr weitere Analysen aus und

verzichten auf die detaillierte Angabe der Ergebnisse des IC-Scores fir CMTM6 und PD-L1.

3.6.4 PD-L1-Expression fiir den CPS

Aufgrund des klinischen Kontextes und den Vorgaben der Leitlinien haben wir uns bei der PD-
L1-Expression ausschlieRlich auf den CPS konzentriert und den TPS fiir PD-L1 nicht erhoben.
Flr die Auswertung der PD-L1-Farbung mittels CPS nutzen wir den im klinisch-diagnostischen
Alltag etablierten Schwellenwert ,1“ (Cut-off: < 1 ,negativ’ und > 1 ,positiv“) (Schildhaus
2018). Tabelle 9 zeigt, dass gemal dieser Definition 66 Karzinome in unserem Kollektiv positiv

fur PD-L1 waren.

Tabelle 9: PD-L1-Expression fiir den CPS

PD-L1-Expression im Haufigkeit Prozent

Tumorgewebe und Stroma

CPS<1 29 31
CPS21 66 69
Gesamt 95 100

Abktirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score

Insgesamt stellte sich die Protein-Expression in den Tumoren unseres Kollektivs sowohl fiir
CMTMG6 (CPS und TPS) als auch fiir PD-L1 (CPS) sehr heterogen dar. Dies belegt die Spannbreite
(O bis 100) des CPS beider Proteine.

3.6.5 Assoziation von CMTMG6 CPS und PD-L1 CPS

Vergleicht man den CPS von CMTM®6 und PD-L1, so lasst sich kein Zusammenhang in der
Expression feststellen (p=0,435). Von den 23 Fallen, die fir den CMTM6 CPS niedrig-positiv
waren, hatten fiunf Falle ein negatives Ergebnis der IHC-Farbung von PD-L1 und 18 Falle waren
positiv fiir PD-L1. Die 72 hoch-positiven Falle flir CMTM6 (CPS >50) waren in 24 Fallen negativ
und in 48 Falle fiir PD-L1 positiv (vergleiche Tabelle 10).
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3.6.6 Tumorinfiltrierende Lymphozyten

Wie in der Methodik (Absatz 2.3.4) dargelegt, erfolgte die Bewertung der TIL nach einem
bindren Schema. Es wurde folgende Konstellation fiir unser Kollektiv ermittelt: Fiir die ,low”
Gruppe (< 3) waren 16 Falle ,niedrig-positiv” und 39 Falle ,,hoch-positiv” fiir CMTM®6. In der
,high” Gruppe (= 3) der TIL waren 7 Falle ,niedrig-positiv“ und 31 Falle ,hoch-positiv“ fir
CMTMB®6. Bei zwei Fallen konnte der TIL-Status nicht erhoben werden. Wir konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede zw. den Gruppen mittels Vierfelder-Tafel erkennen

(p=0,329).

3.7 Klinisch-pathologische Parameter in Bezug auf die CMTM6-Expression

Firr die statistische Auswertung wurde in Anlehnung an bereits publizierte Daten mit dem
CMTM6 CPS (Cut-off: < 10 ,,niedrig-positiv“, 2 10 , hoch-positiv“) gearbeitet. Dabei wurde die
Kohorte in zwei Gruppen (low und high) stratifiziert, um eine ausreichende Gruppenstarke fiir
weitere Subgruppenanalysen zu gewahrleisten. Hervorzuheben sind die Ergebnisse zum HPV-
Status und der Lokalisation die einen signifikanten Unterschied in der CMTM6-Expression

zeigen.

Klinisch-pathologische Kerndaten in Abhdngigkeit der CMTM6-Expression sind in Tabelle 10

zusammengefasst.

Tabelle 10: Kontingenztabelle nach der CMTM6-Expression

CMTM6 CMTM6 Signifikanz
Charakteristika low <10 % high 210 % p-Wert
(n=23) (n=72)
Alter in Jahren
<65 18 25 53 75 0,786
265 5 21 19 79
Geschlecht
Mannlich 21 28 55 72 0,145
Weiblich 2 11 17 89
HPV-Status
positiv 4 12 30 88 0,0455
negativ 19 31 42 69
Noxen-assoziiert
ja 11 26 32 74 0,813
nein 12 23 34 77
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CMTM6 CMTM6 Signifikanz
Charakteristika low <10 % high 210 % p-Wert
(n=23) (n=72)
Lokalisation
Gruppel (Mundhohle, 13 19 58 81
Oropharynx) 0,028
Gruppe2 (Hypopharynx, 10 43 14 57
Larynx)
Tumorstadium
T1+T2 8 16 41 84 0,093
T3+T4 15 33 31 67
Tumor-Grading*
G1+G2 15 31 33 69 0,999
G3 4 31 9 69
TIL**
<3 (low) 16 29 39 71 0,329
> 3 (high) 7 18 31 82
PD-L1-Status
negativ 5 17 24 83 0,435
positiv 18 27 48 73
Nodal-Status
negativ 5 25 15 75 0,9
positiv 18 24 57 76

Abkiirzungen: n, Anzahl Patienten; HPV, Humanes Papillomvirus; T, primar Tumor; G, Grading
(Differenzierungsgrad); TIL, tumorinfiltrierende Lymphozyten; *, p16-positive Karzinome wurden als
eigenstandige Entitdt angesehen; **, zwei Fille konnten nicht erfasst werden; p-Werte wurden mit dem Fisher-

exact-Test berechnet

3.8 Korrelationsanalyse

Fir die Korrelationsanalyse mit den klinisch-pathologischen Parametern nutzen wir auf Grund
der ordinal-skalierten Werte den Rangkorrelations-Koeffizienten nach Spearman (r). Fir
unsere bivariate Korrelationsanalyse korrelierten wir zuerst den CMTM6 CPS mit dem CMTM6
TPS. Es ergab sich eine hochsignifikante Korrelation (p=0,001; r=0,725). Wir haben uns
aufgrund der Tatsache, dass die Korrelation von CPS und TPS flir CMTMBG6 sehr stark ist und der
CPS nicht nur die CMTM6-Expression im Tumorgewebe abbildet, sondern auch die CMTM6-
Expression in positiven Immunzellen, fiir weitere Analysen auf den CMTM®6 CPS konzentriert.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Bivariate Korrelationsanalyse fiir CMTM6 CPS

CMTM6 CPS CMTM6CPS CMTM6CPS CMTM®6 CPS CMTM6 CMTM6 CPS
Parameter vs. IC vs. TIL vs. Grading  vs. Alter bei CPS vs. vs. Nodal-

ED T-Status Status

Korrelations-
Koeffizient 0,252 0,301 -0,065 -0,0725 -0,257 -0,085
Spearman (r)

Signifikanz (p) 0,015 0,0035 0,55 0,4875 0,026 0,416

Abkirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score; IC, inflammatorische Zellen; TIL, tumorinfiltrierende
Lymphozyten; ED, Erstdiagnose

3.9 Uberlebensanalysen

Um eine prognostische Vorhersage zu treffen, berechneten wir fiir unsere Ergebnisse der IHC-
Farbungen und den klinisch-pathologischen Daten das Gesamtiberleben (OS) mittels uni-
variabler Analyse und stellten diese mit der Kaplan-Meier-Methode dar.
Fir die Uberlebensanalyse konnten wir aus dem retrospektiven Kollektiv alle 95 Fille
inkludieren. Von den 95 Fallen waren am Ende unserer Analyse noch 70 Patienten am Leben
und wurden als zensiert betrachtet. Aufgrund der geringen Anzahl an Ereignissen (25 Tote von
insgesamt 95 Patienten) konnte das mediane Gesamtiiberleben nicht berechnet werden.
Wir definierten das Gesamtiiberleben vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Tod bzw. der
Zensierung. Fir die Uberlebensanalyse wurde nicht zw. tumorassoziierter und tumor-

unabhangiger Todesursache unterschieden.

3.9.1 Gesamtiiberleben

Insgesamt ergab sich eine 1-Jahresiiberlebensrate (JUR) von 82 % und eine 2-JUR von 59 %.
Wenn man nun das Kollektiv nach dem Auftreten von CMTM6 im Tumorgewebe stratifiziert,
hatten die Falle mit CMTM®6 CPS 2> 10 einen hochsignifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber
denen mit niedrigen bzw. einen CPS < 10 (p=0,004) (siehe Abbildung 8).
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Gesamtiiberleben CMTM®6 CPS

Prozent

n=95

p=0,004

Log-rank-Test

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 8: Gesamtiiberleben des Kollektivs in Abhangigkeit des CMTM6 CPS

Abkirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score; n, Anzahl Patienten

Um den prognostischen und pradiktiven Stellenwert von CMTM6, welcher sich auch fiir
alternativ gewahlte Schwellenwerte des CMTM6 CPS mit variablen Signifikanzniveaus
bestéitigte, einordnen zu kénnen, fiihrten wir Uberlebensanalysen bestimmter Subgruppen
durch. Das Kollektiv teilten wir hierfir in Abhangigkeit vom CMTM6 CPS jeweils konsequent
in zwei Gruppen: Tumorfalle mit einem CMTM®6 < 10 wurden der ,,low”, Tumorfalle mit einem

CMTMG6 > 10 der ,high” Gruppe zugeordnet.

3.9.2 Gesamtiiberleben Subgruppenanalysen
Fiir Subgruppenanalysen des Gesamtiiberlebens (OS) in Abhangigkeit des CMTM6 CPS

stratifizierten wir unser Kollektiv nach den folgenden Parametern:

- Tumorstadium

- Lokalisation

- HPV-Status

- Noxen-Assoziation

- Nodalstatus

- Tumorinfiltrierender Lymphozyten

- PD-L1-Expression (CPS)
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3.9.2.1 Tumorstadium

Betrachtet man das OS in Abhangigkeit der CMTM®6-Expression ausschlieRlich in lokal
begrenzten Tumoren (entsprechend pT1/pT2-Stadien) oder exklusiv in fortgeschrittenen
Karzinomen (pT3/pT4-Stadium), erkennt man einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir die
CMTM6 (CPS) hoch-positiven Félle in beiden Subgruppen, p=0,0105 und p=0,014 (siehe
Abbildung 9).

Gesamtiiberleben

. P m Gesamtiiberleben
in Abhangigkeit von CMTM6 CPS fiir pT1 und pT2 in Abhangigkeit von CMTM6 CPS fiir pT3 und pT4

100

—— CPS=10

-
. .
5 5
5 50 N 50 —— (CPS<10
& —— CPS<10 £ e - ,

n=49

p=0,0105 nas

/0105 p=0,014
0 Log rankITest I I T 1 0 Log-rank-Test
0 20 40 60 80 100 ' ' I : :

0 20 40 60 80 100

Gesamtiiberleben in Monaten Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 9: Gesamtiiberleben der Tumorstadien in Abhangigkeit des CMTM6 CPS
Gesamtlberleben Tumorstadien pT1 und pT2 in Abhadngigkeit vom CMTM®6 CPS links
Gesamtiiberleben Tumorstadien pT3 und pT4 in Abhadngigkeit vom CMTMG6 CPS rechts

Abkirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score; pTx, pathologisches Tumorstadium; n, Anzahl Patienten
Unabhangig von der CMTM6-Expression wurde kein Unterschied zw. den Tumorstadien (pT1-—

pT4) gefunden (p=0,496). Fiir die Analyse fassten wir die Tumorstadien pT1 und pT2 in eine
Gruppe und die Stadien pT3 und pT4 in eine andere Gruppe zusammen (siehe Abbildung 10).
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Gesamtiiberleben
Tumorstadium pT1+pT2 vs. pT3+pT4
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Abbildung 10: Gesamtiiberleben der Tumorstadien pT1+pT2 und pT3+pT4

Abkirzungen: pTx, pathologisches Tumorstadium; n, Anzahl Patienten

3.9.2.2 Lokalisationen

Mit Fokus auf samtliche in der Mundhohle, der Zunge und dem Oropharynx manifesten
Karzinome (n=71) zeigte sich, dass die Gruppe mit besonders vielen CMTM®6 hoch-positiven
(CPS > 10) Fille einen hochsignifikanten Uberlebensvorteil hatten im Vergleich zu den niedrig-

positiven (CPS < 10) Karzinomen (p=0,0001), (siehe Abbildung 11).

Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von CMTM6
fiir Karzinome der Mundhéhle und des Oropharynx

100

€
CIN.)
© 50—
a
—— (CPS<10

n=71

p=0,0001

Log-rank-Test

0 T T

I I 1
0 20 40 60 80 100

Gesamtliberleben in Monaten

Abbildung 11: Gesamtiiberleben fiir Tumore in Mundhohle + Oropharynx in Abhdngigkeit von CMTM6 CPS

Abkirzungen: CPS, kombinierter Positivitdats-Score; n, Anzahl Patienten
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Dem gegenlibergestellt konnten wir keinen Unterschied im Gesamtiiberleben der Karzinome
mit Manifestation im Hypopharynx bzw. Larynx feststellen, wenn wir diese Subgruppe nach

CMTM6 CPS stratifizierten (p=0,583).

3.9.2.3 HPV-Status

In unserem Kollektiv wiesen HPV-positive Karzinome (n=34) mit einem CMTM®6 CPS > 10 einen
hochsignifikanten Uberlebensvorteil im Vergleich zu ihren CPS niedrig-positiven Pendants auf
(p=0,0002). Von den 30 Patienten mit hoch-positiver CMTM®6-Expression lebten am Ende des
Beobachtungszeitraums 100 %, von den vier Patienten mit niedrig-positiven Tumoren 50 %,

(siehe Abbildung 12).

Gesamtiiberleben p16-positiver Karzinome
in Abhdngigkeit von CMTM6 CPS
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Log-rank-Test
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0 20 40 60 80 100

Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 12: Gesamtiiberleben HPV-positive Karzinome in Abhdngigkeit der CMTM6-Expression

Abkirzungen: HPV, Humanes Papillomvirus; CPS, kombinierter Positivitats-Score; n, Anzahl Patienten

3.9.2.4 Noxen-Assoziation
Dahingegen haben HPV-negative, also Noxen-assoziierte Karzinome (n=61), einen
vergleichsweise schwachen signifikanten Vorteil im Uberleben, wenn der CPS fir CMTM6

hoch-positiv war (p=0,0434).
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3.9.2.5 Nodalstatus

In Bezug auf den Nodalstatus (nodal-positiv vs. nodal-negativ) der Karzinome in unserem
Kollektiv, ergab sich kein Unterschied im Gesamtiliberleben in Abhangigkeit der CMTM®6-
Expression (p=0,9).

3.9.2.6 Tumorinfiltrierende Lymphozyten
Um Hinweise auf ein moglicherweise existentes Zusammenspiel zw. CMTM6 und dem
Tumormikromilieu (TME) aufzudecken, untersuchten wir den Einfluss der CMTM6-Expression

auf das OS in jenen Tumoren mit wenigen bzw. vielen TIL separat.

In der TIL ,low” Gruppe waren 55 Fille CMTMG6 hoch-positiv, sie hatten einen

hochsignifikanten OS-Vorteil (p=0,008).

In den Tumorfallen mit vielen TIL (high Gruppe) waren 38 Falle CMTM6 hoch-positiv, sie hatten

keinen OS-Vorteil.

3.9.2.7 PD-L1-Expression

In der Annahme, dass CMTM®6 PD-L1 stabilisiert und dadurch eine Bedeutung fiir den
klinischen Verlauf PD-L1-positiver Tumore hat, untersuchten wir die Existenz eines CMTM®6-
assoziierten Uberlebensvorteil separat fiir PD-L1-positive (CPS > 1) und -negative Tumore. In
der PD-L1-positiven Gruppe (n=66) waren 73 % CMTM®6 hoch-positiv, sie hatten einen
statistisch signifikanten OS-Vorteil gegeniiber der CMTM®6 low Gruppe (p=0,009). In den PD-
L1-negativen Tumorfdllen waren 83 % CMTM6 hoch-positiv und hatten ebenfalls einen
signifikanten OS-Vorteil gegentiber der CMTM6 low Gruppe (p=0,0051). Die Abbildung 13

veranschaulicht diesen Sachverhalt.
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Gesamtiiberleben PD-L1-positiv
in Abhangigkeit von CMTM6 CPS

Prozent
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p=0,009
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Abbildung 13:Gesamtiiberleben PD-L1 positiver Falle

Abkirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score; n, Anzahl Patienten

Gesamtiiberleben PD-L1-negativ
in Abhangikeit von CMTM®6 CPS
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Abbildung 14: Gesamtiiberleben PD-L1 negativer Fille

Abkiirzungen: CPS, kombinierter Positivitats-Score; n, Anzahl Patienten
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle von CMTM6

Immun-Checkpoint-Inhibitoren spielen seit einiger Zeit eine immer wichtigere Rolle in der
Bekampfung von Karzinomen. Sie werden zunehmend Bestandteil etablierter Therapiesche-
mata. Durch die Zulassung der Food and Drug Administration (FDA) von ICls im Jahre 2016 zur
Therapie von metastasierenden und 2019 fiir inoperablen Tumoren als Erstlinientherapie im
Kopf-Hals-Bereich, bot sich endgiiltig die Moglichkeit vieler weiterer klinischer Studien, um

den Erfolg der ICIs weiter voran zu bringen.

Trotz des Erfolgs der neuen ICls profitiert derzeit nur eine Subgruppe der HNSCC-Patienten.
Aufgrund dessen ist die Etablierung von pradiktiven Biomarkern so entscheidend. Hinweise
deuten darauf hin, dass die PD-L1-Expression in HNSCC-Tumoren einen klinischen Nutzen
haben. Deshalb wurde 2019 Pembrolizumab (PD-1-Antikorper) zur Erstlinientherapie bei
Patienten zugelassen, deren Tumore einen CPS > 1 fir PD-L1 exprimieren (Johnson et al.

2020).

Wir befassten uns mit dem Protein CMTM®6, welches die Aufrechterhaltung und Stabilitat von
PD-L1 in der Membran von Tumorzellen unterstiitzt, in dem es die Ubiquitinierung von PD-L1
unterdrickt und dadurch den lysosomalen Abbau verhindert. AuRerdem scheint CMTM®6 die
Zusammensetzung der Tumormikroumgebung zu beeinflussen, was ebenfalls eine
Schliisselfunktion in der (kbrpereigenen) Bekampfung von Malignomen darstellt (Burr et al.

2017).

Laut aktueller Forschung wurde herausgefunden, dass CMTM®6 in verschieden Tumoren
differenzielle Bedeutung fiir die Prognose hat. Zhu et al. beschreibt, dass eine hohe CMTM6-
Expression mit einer besseren Prognose im hepatozellularem Karzinom assoziiert ist (Zhu et
al. 2019). Ebenso wurde dieser Zusammenhang beim Adenokarzinom der Lunge (Wang et al.
2020), tripel-negativen Brustkrebs (Mamessier et al. 2018) und im kolorektalen Karzinom
(Peng et al. 2021) festgestellt. Paradoxerweise spricht eine hohe CMTM®6-Expression im
Adenokarzinom des Pankreas (Mamessier et al. 2018), bei Gliomen (Guan et al. 2018), sowie
im HNSCC (Mohapatra et al. 2021; Chen et al. 2020) fiir eine schlechtere Prognose in der
Uberlebenswahrscheinlichkeit.

In dieser wissenschaftlichen Arbeit untersuchten wir mittels IHC-Farbung das Vorliegen von
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CMTM6 sowie PD-L1 in nicht-kutanen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs in
einem Cisplatin-behandelten Kollektiv und fanden heraus, dass eine hohe Expression von
CMTMS6 in Tumorzellen sowie im peritumoralen Stroma (assoziierte Immunzellen) mit einer

besseren Prognose fiir das Gesamtiberleben verbunden ist.

Im Gegensatz zu Chen et al. und Mohapatra et al. konnten wir keinen negativen Effekt hoher
CMTMe6-Expression auf das OS im HNSCC erkennen. Mogl. Griinde waren, dass erstens die
Atiopathogenese eine wichtige Rolle spielen kdnnte, da im indischen und asiatischen Raum
weniger HPV-assoziierte Karzinome vorkommen als im europdischen und amerikanischen
Raum. Zweitens: Der chronische Konsum von Kautabak und der Betelnuss haben als Noxen
einen deutlich grofReren Stellenwert im Vergleich zum kaukasischen Kollektiv. Drittens: Die
Auswertschemata der beiden genannten Studien unterscheiden sich im Gegensatz zu den in
dieser Studie angewandten Scoring-Systemen (Chen et al. 2020). Fiir die Ermittlung und
Auswertung der Scores (CPS und TPS) fiir CMTM6 und PD-L1 wurde sich ausschlief8lich auf
Proteinebene mittels IHC-Farbung bewegt und nicht auf mRNA-Ebene. Der simultane
Nachweis von mRNA, intrazellularen Proteinen und unseren Oberflachenmarkern wird ein
immer groRerer Stellenwert beigemessen. Ob sich die komplexen Mechanismen in vivo
Prozessen auch in vitro abbilden lassen wird derzeit noch erforscht. Ausgehend davon, dass
die mRNA-Nachweismethoden méglicherweise sensitiver sind, dennoch instabiler, muss man
von einer hoheren biologischen Wertigkeit vom Protein ausgehen. Deshalb stellt sich die
Frage, in welchen Ansatzen sich die Kombination aus der Bestimmung von mRNA- und dem
korrespondierenden Oberflachenprotein sinnvoll anwenden ldasst und wann die schnell und

kostenglnstigere IHC-Farbung zum Nachweis geniigend Informationsgewinn bietet.

Zusammenfassend gehen wir davon aus, dass die unterschiedlichen Ergebnisse der
prognostischen Wertigkeit der Expression von CMTMG6 neben eines unterschiedlichen
Patientenkollektivs (asiatischer vs. europdischer Raum), auf die verschiedenen angewandten

Messmethoden samt Bewertungssysteme (Scoring) zuriickzufiihren sind.

Kollektiv-GroRe: Die geringe GroRe mit insgesamt 95 Fallen unseres Kollektivs ist einer der
grofSten Einschrankungen in unserer Studie. Ein substanzieller Anteil histologischer Praparate

bzw. entsprechender tumortragender Gewebebldcke von initial eingeschlossenen Patienten
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war aufgrund einer anderen wissenschaftlichen Studie aus dem Jahr 2018 nicht verfiigbar und
schwachten somit die Fallzahl unseres Kollektivs. Um diese Kollektivschmalerung

abzumildern, entschieden wir uns, das Kollektiv zu erweitern.

Miteingeschlossen wurden zwei Falle mit First-Line Therapie Carboplatin und 8 Falle mit First-
Line Therapie Cetuximab. Hinzu kommt eine liickenhafte Dokumentation insbesondere von
Patienten mit einer Erstdiagnose (ED) vor 2018, welches sich in diesem retrospektiven Design
als herausfordernd darstellte und eine unzureichende Erfassung einzelner Parameter (z.B.
Noxen-Anamnese) bedingte. Zudem wurden nur Patienten ausgewahlt, die ausschliefRlich an
der Universitdtsmedizin Rostock behandelt worden sind. Um die Fallzahl zu erh6éhen, hatte

man von unserer Single-Center-Studie auf ein multizentrisches Design wechseln kénnen.

Immunhistochemische Farbung: In der Routinediagnostik der Histopathologie wird die
immunhistochemische Farbemethode eingesetzt. Es handelt sich um ein automatisiertes und
standardisiertes Verfahren mit geringer Fehlerquote. Die Farbeautomaten werden regelmalig
gewartet und zu jedem IHC-Farbungslauf werden positive und negative Kontrollen
durchgefihrt. Die Ergebnisse hangen jedoch von verschiedenen Faktoren ab, wie dem Zustand
des Gewebes, dem verwendeten Antikérper und den IHC-Bewertungskriterien (Scoring). Ein
Nachteil ist, dass die Antigenitdat im Gewebe moglicherweise unzureichend erhalten bleibt
aufgrund von Paraffineinbettung, Formalinfixation oder nicht fachgerechte oder langerer
Lagerung der Paraffin-Gewebeblocke. Dies kann zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Ein
weiterer Aspekt ist, dass die Sensitivitdt der Antikorper fiir CMTM6 und PD-L1 von
verschiedenen Firmen zu unterschiedlichen Ergebnissen flihren kann und so die Vergleich-
barkeit von Studien erschwert. Die Auswertung und der Vergleich von IHC-Farbeergebnissen
anderer Studien sind zudem problematisch, da jeder Pathologe subjektiv beurteilt und

unterschiedliche Bewertungskriterien verwendet.

Tumorgehalt und Reprédsentativitidt der Proben: Einige der Praparate enthielten bereits im
Vorfeld fur Diagnostik und anderen Studien (mehrfach erfolgter) Anschnitte eingeschrankt
Tumormaterial. Félle bei denen die Masse des Tumorgewebes fir unsere IHC-Farbung und
dem Scoring nicht reprasentativ (kleiner 100 vitale Tumorzellen) waren, wurden ausselektiert.
Dies bedingte ebenfalls eine Kohorten-Minimierung. Wie Schildhaus in seiner Arbeit zum
,Pradiktiven Wert zur PD-L1-Diagnostik” beschreibt, konnte das Alter der Proben die Qualitat
der Protein-Expression von CMTM6 und PD-L1 negativ beeinflussen. Fille, die vor 2018
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immunhistochemisch gefarbt wurden, missen aufgrund des mogl. Antigenitatsverlustes als
kritisch beurteilt werden (Schildhaus 2018). Wie im Methodikteil erwdhnt und in vielen
Studien zitiert, spielt die Heterogenitat der Expression von PD-L1 eine grof3e Rolle (Peng et al.
2021). Dies spiegelt sich ebenfalls in der Expression von CMTM6 wider. Aus diesem Grund
haben wir uns fiir Ganzflachen-Praparateschnitte entschieden, da die reprasentativen Areale
inklusive des peritumoralen Stromas umfassender zu analysieren sind als bei der TMA-

Methode.

Scoring System: Wir orientierten uns beim Scoring in unserer Studie an den Empfehlungen
von Schildhaus (Schildhaus 2018). Jedoch wahlten wir fiir unseren CMTM6 CPS in Anlehnung
an die PD-L1-Positivitat, einschlieRlich hier nicht detailliert dargestellter Receiver-Operating-
Characteristics-Analyse (ROC-Analyse), einen Cut-off von 10. Der CMTM6 CPS steht derzeit fiir
HNSCC noch nicht im Fokus und hat uns deshalb den Spielraum fir den Cut-off von 10
gegeben. Fir den CMTM6 TPS wahlten wir einen Cut-off von 50 %.

Die in der Literatur unterschiedlich gewahlten Cut-offs in den Scorings fur den TPS und CPS
konnen die Vergleichbarkeit der einzelnen Studien verzerren. Folgende Kritikpunkte unter-

mauern diese Problematik:

1. Subjektive Bewertung der Gewebeproben: Die Auswertung von Protein-Expression
(CMTM6 und PD-L1) basiert auf der Bewertung von Gewebeproben durch den
begutachtenden Pathologen. Es gibt jedoch keine klaren, weltweit-standardisierten
Kriterien zur Beurteilung der Expression von Oberflachenmarkern, was zu einer
gewissen Subjektivitat fihren kann (Schildhaus 2018).

2. Unterschiedliche Ansichtspunkte fiir Positivitat: Der CPS verwendet einen Cut-off von
1 fir die Positivitat von PD-L1, was bedeutet, dass eine geringe PD-L1-Expression als
positiv gewertet wird (vergl. CMTM®6 Cut-off bei 10). Dieser Schwellenwert kann je
nach Studie variieren, was zu Inkonsistenzen bei der Interpretation und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiihren kann (Schildhaus 2018).

3. Relevanz des CPS fiir die Therapieentscheidung: Es gibt keine eindeutigen Beweise
dafir, dass der CPS allein ein zuverldssiger Score fir das Ansprechen auf

Immuntherapien ist. Es wird argumentiert, dass andere Faktoren wie die
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tumorinfiltrierenden Lymphozyten oder das Vorhandensein bestimmter Genmuta-
tionen zusatzlich eine bessere Vorhersage der Therapieantwort ermdéglichen kénnte

(Burr et al. 2017).

Es ist wichtig anzumerken, dass diese Kritikpunkte auf die spezifische Anwendung des CPS bei
PD-L1-Expression abzielen und nicht notwendigerweise die gesamte PD-L1-Immuntherapie
betreffen. Die Bewertung unteranderem von PD-L1 und die Entwicklung der Scoring-Systeme
sind ein aktives Forschungsfeld, und es ist notwendig, dass sich in Zukunft neue Ansatze und

Standards etablieren.

Als ein weiterer Kritikpunkt ist anzusehen, dass der Score fiir die TILs in nur einem
Kompartiment durchgefihrt wurde. Es wurde in dem Zusammenhang nicht zw. der
Invasionsfront (peritumorales Stroma) und intratumoral unterschieden. Ferner wurde mit
einem vereinfachten bindren System (low/high) beim Scoring der TILs gearbeitet. Da nicht
immer komplette Resektate zur Verfligung standen, in denen das peritumorale Stroma gut
beurteilt werden konnte, sondern auch einige Biopsien mit teilweise absenter Invasionsfront

des Tumors.

Lokalisation der Tumore: Eine weitere Schwache spiegeln die verschiedenen Lokalisationen
im HNSCC Kollektiv dar. Es ist bekannt, dass Hypopharynxkarzinome ein schlechteres
Uberleben aufweisen als Mundhéhlen-, Oropharynx- und Larynxkarzinome. AuBerdem spielt
die Atiopathogenese in unserem kaukasischem Kollektiv eine Rolle. Oropharynxkarzinome
sind zumeist HPV-assoziiert, wobei Mundhohlen-, Hypopharynx- und Larynxkarzinome Noxen-
assoziiert sind. Demzufolge ist unser bindres System (Zusammenfassen von Mundhohle +

Oropharynx und Hypopharynx + Larynx) als mogliche Schwéache unserer Studie anzusehen.

Wir haben in der Uberlebensanalyse nicht zw. Tumor-assoziierter und Tumor-unabhingiger
Todesursache unterschieden, da uns diese Daten nicht vorlagen. Aufgrund dessen kénnen

keine Aussagen zu dem Erkrankungs-spezifischen Uberleben gemacht werden.

Um den Erfolg neuer Immuntherapien zu maximieren und ein mogl. insuffizientes Ansprechen
auf Chemotherapeutika vorherzusagen, ist es essentiell, weiter an prognostischen und pra-

diktiven Biomarkern zu forschen. In der vorliegenden Studie konzentrierten wir uns zuerst auf
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den Zusammenhang und mogl. Einfluss von CMTM6 auf PD-L1 und weiteren klinisch-
pathologischen Parametern, um den prognostischen Effekt von CMTM®6 in einem HNSCC-
Kollektiv fortgeschrittener Tumorstadien (mit adjuvanter Therapie) heraus zu finden. Erst in
einem zweiten Schritt wird die pradiktive Bedeutung von CMTM®6 in HNSCC beleuchtet

werden.

4.3.1 Klinische Parameter des HNSCC-Kollektiv

Das mediane Erkrankungsalter in unserer Studie von 64 Jahren zeigt sich mit den Daten des
Robert Koch-Instituts mit 65 Jahren fast kongruent, so auch das Geschlechterverhaltnis von
5:1 (auf Seiten der Manner) und ist somit reprasentativ (Robert Koch-Institut 2019). Es ergab
sich sowohl flr das Alter bei ED als auch zw. den Geschlechtern in Abhangigkeit der CMTM6-
Expression kein Unterschied. In den Studien von Chen et al., Peng et al. und Burr et al. wurde
nicht auf den Unterschied der Geschlechter eingegangen, sodass wir dazu keinen Vergleich
ziehen konnten (Chen et al. 2020; Peng et al. 2021; Burr et al. 2017). Ungewdhnlich flr unser
Kollektiv war hingegen, dass Frauen im Mittel vier Jahre friiher erkrankten als Manner. Diese
Tatsache deckt sich nicht mit den Daten des Robert Koch-Instituts, bei denen die Manner im
Mittel zwei Jahre friiher erkrankten (Robert Koch-Institut 2019). Eine mogl. Erklarung waren
vermehrte Mundhohlenkarzinome, die frither entdeckt werden, sowie eine vermehrte

Nikotin-Exposition, wie sie in Mecklenburg-Vorpommern vorherrscht.

Es zeigte sich keinen Unterschied in der Expression von CMTM6 in Noxen-assoziierten und
nicht-Noxen-assoziierten Karzinomen (v.a. HPV-assoziiert). Zu vergleichbaren Ergebnissen
kam auch die Arbeitsgruppe um Chen et al, die CMTM6 im HNSCC als negativen
prognostischen Biomarker identifizierte (Chen et al. 2020). In der Studie von Peng et al. wurde
gezeigt, dass CMTM®6 vor allem im Frihstadium exprimiert wurde (Peng et al. 2021). Diesen

Zusammenhang konnten wir in unserem HNSCC-Kollektiv nicht beobachten.

Einen signifikanten Unterschied konnten wir im HPV-Status unseres Kollektivs erkennen. HPV-
positive Karzinome wiesen eine deutlich héhere CMTM6-Expression auf. Es ist bekannt, dass
die HPV-assoziierten Oropharynxkarzinome ein signifikant besseres Uberleben haben. Grund
dafir ist die hohe Anzahl an TIL und einem aktiveren TME (Perri et al. 2020). Da in unserer
Studie CMTMG6 (CPS) ebenfalls mit den TIL und einem aktiven TME korreliert, finden sich mit

anderen Studien Uibereinstimmende Ergebnisse (Peng et al. 2021). Bzgl. der Ergebnisse zum
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Tumor-Grading und dem Lymphknotenstatus konnten wir im Gegensatz zu Chen et al. keinen

Zusammenhang in der CMTM6-Expression ausfindig machen (Chen et al. 2020).

4.3.2 Koexpression von CMTM6 und PD-L1

Ein genaueres Verstandnis der molekularen Mechanismen und der Regulation von PD-L1 in
Tumorzellen kénnten den Erfolg der Therapie mit ICI deutlich verbessern. Burr et al. Hatten
gezeigt, dass CMTM6 ein Schliissel-Protein in der Expression von PD-L1 und somit der Anti-
Tumor-Immunitat ist. Sie beschreiben, dass CMTM6 nicht an der Reifung von PD-L1
malgeblich beteiligt ist (Interferon y als Zytokin spielt eine weitaus wichtigere Rolle), sondern
ein zentraler Faktor fiir die Stabilisierung von PD-L1 an der Plasmamembran von Tumorzellen

und fir die Verhinderung des lysosomalen Abbaus von PD-L1 ist.

Einen klaren Zusammenhang in der Koexpression von CMTM6 und PD-L1, die Burr et al. sowie
Chen et al. in ihren Studien herausgefunden haben, konnten wir in unserer Arbeit nicht
bestatigen (Chen et al. 2020). Sowohl 73% der PD-L1-positiven als auch 83% der PD-L1-
negativen Tumoren waren fir CMTM®6 CPS hoch-positiv. Interessanterweise konnten Peng et
al. ebenfalls keinen Zusammenhang zw. CMTM6 und PD-L1 in ihrer Studie zum CRC feststellen

(Peng et al. 2021).

Wir schlussfolgern daraus, dass zum einen diese widersprichlichen Ergebnisse in der
Koexpression von CMTM6 und PD-L1 an den verschiedenen Methoden zur Bewertung IHC-
Farbungen liegen kann, und zum anderen spielt die Heterogenitat der Entitdten und innerhalb
der Karzinome eine wichtige Rolle. Gleichzeitig ist eine weitere mogliche Ursache fiir den nicht
beobachteten Zusammenhang die geringe GroRRe unseres Kollektivs sowie moglicherweise
unser gewahltes Auswerteschema. Ausblickend sei erwahnt, dass eine zwischenzeitlich
erfolgte VergrofRerung des hier untersuchten Kollektivs durch Verlangerung des
Einschlusszeitraums bis einschlieBlich 06/2021 eine statistisch signifikante positive Korrelation
der PD-L1 und CMTM®6-Expression von 150 HNSCCs zeigt (bislang nicht publizierte Daten der

Arbeitsgruppe).
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Die Heterogenitat von CMTM6 und PD-L1 bezieht sich auf die Unterschiede in der Expression

der beiden Proteine auf verschiedenen Zellen oder Geweben. Die Expression innerhalb eines
Tumors stellt sich sehr verschieden dar, was bedeutet, dass einige Tumorzellen hohe Mengen
an CMTM6 und PD-L1 exprimieren, wdhrend andere keine oder nur geringe Mengen

aufweisen.

Die Bedeutung der Heterogenitat von potentiellen Biomarkern kann Auswirkungen auf die
Wirksamkeit von Immuntherapien haben. Wenn ein Tumor eine hohe Heterogenitat von z.B.
PD-L1 aufweist, kann dies bedeuten, dass nicht alle Tumorzellen auf die Immuntherapie
ansprechen werden. Einige Zellen mit niedriger oder keiner PD-L1-Expression kdnnten dem
Immunangriff entgehen. Daher ist es wichtig, die PD-L1-Expression (und vielleicht auch spater
die CMTM6-Expression) vor Beginn einer Immuntherapie zu untersuchen, um das potenzielle

Ansprechen auf die Behandlung vorherzusagen (Burr et al. 2017).

Auch zu erwdhnen ist, dass die Heterogenitat von CMTM6 und PD-L1 nicht nur auf
Tumorzellen begrenzt ist, sondern auch bei TIL beobachtet werden kann. Diese kann die
Interaktion zw. Tumorzellen und den TIL beeinflussen und die komplexe Dynamik des TME

verstarken.

Die Expression von CMTM®6 kann in Geweben und Zelltypen unterschiedlich sein, vergleicht
man dazu die Expression in verschieden Tumorentitdten, wie z.B. HNSCC und CRC. Hinzu
kommt, dass es auch durch verschiedene Faktoren wie Umweltbedingungen, unterschiedliche
Ethnien, Krankheitszustinde oder der Atiopathogenese, wie Noxen oder HPV, beeinflusst

werden kann (Johnson et al. 2020), (Peng et al. 2021).

Insgesamt zeigt die Heterogenitat von CMTM6 und PD-L1, dass es verschiedene Facetten gibt,
die zu Variationen in der Genexpression, Proteinstruktur und Funktion fihren kénnen. Die
Erforschung des Heterogenitats-Musters ist wichtig, um ein besseres Verstandnis der Rolle

von CMTM®6 und PD-L1 in der Biologie und in Krankheitsmechanismen zu erlangen.

4.3.4 In welcher Beziehung stehen CMTM6 und HPV?
Das Bewusstsein flir den Zusammenhang zw. HPV und Oropharynxkarzinomen hat seit einigen

Jahren einen deutlichen Einfluss auf die klinische Praxis. Es wurde gezeigt, dass die HPV-
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Impfung wirksam ist, um Infektionen mit den HPV-Typen, insbesondere HPV-16, zu

verhindern, die hauptsachlich fiir HPV-positive HNSCC verantwortlich sind.

Wahrend die Inzidenz von Tabak-assoziierten HNSCC weltweit zuriickgeht, nimmt die Zahl der
HPV-positiven Falle zu. Tatsachlich Gbersteigt die Anzahl der Manner mit HPV-positivem
HNSCC mittlerweile die Anzahl der Frauen mit HPV-assoziiertem Gebarmutterhalskrebs in den
USA. Dies deutet darauf hin, dass HPV-positive HNSCC ohne eine umfassende HPV-Impfung

epidemische Ausmalie annehmen kénnte (Johnson et al. 2020).

Im Gegensatz zu Chen et al., welche CMTM6 als negativ prognostischen Biomarker in HNSCC
beschreiben (Chen et al. 2020), konnten wir einen statisch hoch-signifikanten Zusammenhang
zw. der Expression von CMTM6 und p16, als Surrogat-Marker fiir HPV-Infektionen, erkennen.
P16-positive, also HPV-assoziierte Oropharynxkarzinome, hatten in unserer Studie einen
klaren Uberlebensvorteil, wenn in den Tumorproben einen CMTM6 CPS > 10 identifiziert

wurde.

Es ist zu vermuten, dass CMTM6 einen Einfluss auf die TIL im Bereich des Oropharynx hat.
Johnson et al. kristallisierten ebenfalls einen signifikanten Unterschied in Bezug auf die
Haufigkeit und Zusammensetzung von Immunzellen zwischen HPV-positiven und HPV-
negativen Tumoren heraus (Johnson et al. 2020). HPV-positive Tumoren weisen in der Regel
eine hohere Anzahl von TIL auf im Vergleich zu HPV-negativen Tumoren. Es ist wichtig zu
beachten, dass Patienten mit HPV-positiven Tumoren, die hohe TIL-Spiegel aufweisen, eine
exzellente Prognose haben, wahrend Patienten mit HPV-positiven Tumoren und niedrigen TIL-
Spiegeln dhnliche Uberlebensraten aufweisen wie Patienten mit HPV-negativem (also Noxen-

assoziierten) HNSCC (Johnson et al. 2020).

4.3.5 Der Einfluss von CMTM6 auf die tumorinfiltrierenden Lymphozyten

Das Vorkommen der tumorinfiltrierenden Lymphozyten in der Tumormikroumgebung (TME)
ist nicht alleine durch die Expression von CMTM6 und PD-L1 zu erklaren, sondern es spielen
viele weitere Faktoren eine Rolle. Dennoch fanden Burr et al. heraus, dass CMTM6 ein
entscheidender Regulator der T-Lymphozyten vermittelten Antitumor-Immunitat darstellt

(Burr et al. 2017). Dahingegen berichten Chen et al., dass ein Ausschalten (Depletion) von
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CMTMG6 im HNSCC den immunsuppressiven Zustand abschwacht und sich dadurch die Anzahl
der TIL erh6ht (Chen et al. 2020).

In der vorliegenden Studie korrelierte eine erhéhte Expression von CMTM6 mit einer hohen
Anzahl an TIL. Untermauert werden diese Ergebnisse von der Arbeitsgruppe um Peng et al. -
Sie stellten fest, dass die Expression von CMTM6 im kolorektalen Karzinom (vor allem im
Frihstadium T1) hoch reguliert wurde und zu einem vermehrten Aufkommen
tumorinfiltrierender Lymphozyten fiihrte, was per se fiir eine bessere Prognose im OS steht

(Peng et al. 2021).

Die exakte Auswirkung des CMTM®6-Signalweges ist bis heute noch nicht endgliltig verstanden.
Im HNSCC wird angenommen, dass die Uberexpression von CMTM6 fiir eine schlechtere

Prognose steht (Chen et al. 2020).

In unserer Studie fanden wir heraus, dass Patienten mit CMTM®6 hoch-positiven Tumoren ein
signifikant besseres Gesamtiberleben hatten als die Gruppe mit niedrig-positiver CMTM6-

Expression (CPS <10).

Als ungewdhnlich anzusehen ist, dass das Tumorstadium (pT1 — pT4) keinen Einfluss auf das
OS hatte. Wir sehen die Ursache in der Heterogenitat des Kollektivs (Tumorstadien, HPV-
assoziierte Karzinome, Lokalisation der Tumore) samt Behandlung (Falle mit standardisierter

RCT, Abbruch nach x-Zyklen aufgrund Komorbiditaten, etc.).

Dennoch wurde festgestellt, dass die Subgruppe der Tumorstadien in dem gewahlten binaren
System (Gruppe 1 = pT1 + pT2 und Gruppe 2 = pT3 + pT4) ein signifikant besseres OS hatten,
wenn die Expression von CMTM6 CPS > 10 war.

Betrachtet man die Lokalisationen der Tumore in diesem Kollektiv, so konnten wir fir die
Mundhohlen- und Oropharynxkarzinome einen signifikanten Unterschied im OS erkennen,
wenn sie CMTM6 hoch-positiv waren. Dahingegen kam es zu keinem Vorteil in Hypopharynx-
und Larynxkarzinomen. Das kénnte zum einen an den HPV-assoziierten Karzinomen liegen,
welche eine bessere Prognose aufweisen, und zum anderen werden Hypopharynxkarzinome

spater erkannt und haben zumeist eine schlechtere Prognose.

47



Diskussion

Der Vergleich des Gesamtuberlebens mit anderen Studien gestaltete sich als schwierig, da
zum einen die asiatische Bevolkerung weniger an HPV-assoziierten Karzinomen leidet und die
Noxen-Assoziation eine andere ist (Kautabak und Betelnuss) (Johnson et al. 2020), sodass wir

hier keine eindeutige Aussage zum prognostischen Wert treffen konnen.
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5 Zusammenfassung

Bei nicht zufriedenstellender Prognose von fortgeschrittenen HNSCC-Tumoren besteht
Forschungsbedarf, um die Eigenschaften von Tumoren dem Immunsystem zu entfliehen,
besser zu verstehen und perspektivisch addaquat zu therapieren. Ein Mechanismus der
Immunevasion ist die Expression von Immun-Checkpoint-Molekiilen, wie beispielsweise PD-
L1. Dieses sorgt auf der Tumorzelloberfliche fiir eine Blockierung der T-Zell-vermittelten
Immunreaktion. Um die Therapien noch zielgerichteter und effektiver zu gestalten, ist es
essentiell, die Co-Molekile von PD-L1 zu erforschen. Wir konzentrierten uns dabei auf CMTM®6

als Stabilisator des immunsuppressiven Oberflaichenmarkers PD-L1.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Immunhistochemie den Einfluss der CMTM6-Expression auf
Tumorzellen und assoziierten Immunzellen in einem Cisplatin-behandelten Kollektiv zu
untersuchen und die Ergebnisse mit dem Gesamtiiberleben der 95 HNSCC-Patienten in einem

6-Jahrigen Erhebungszeitraum zu korrelieren.

Wir sehen, dass der CPS von CMTMBG6 signifikant frequenter ist in HPV-assoziierten Karzinomen
sowie in Mundhdhlen- und Oropharynxkarzinomen. Weitere klinische Parameter (Patienten-
alter, Geschlecht, Tumorstadien, Grading und Noxen-Assoziation) zeigten keinen

Zusammenhang mit der CMTM6-Expression.

Eine hohe CMTM6-Expression korrelierte positiv. mit der Anzahl tumorinfiltrierender
Lymphozyten, welche in HPV-assoziierten Karzinomen laut Literatur fir ein besseres
Gesamtiiberleben stehen. Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang in der Expression

von CMTMG6 und PD-L1 nachweisen.

Unsere Arbeit kommt im Gegensatz zur Datenlage in der Literatur zu dem Schluss, dass ein
signifikanter Uberlebensvorteil entsteht, wenn Kopf-Hals-Tumore eine hohe Expression von

CMTM6 aufweisen.

Im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom gilt CMTM®6 als kontroverser prognostischer Marker
dennoch als positiver Pradiktor fiir das Ansprechen auf eine ICI-Therapie (Hou et al. 2020;
Zugazagoitia et al. 2019). In dieser Arbeit haben wir CMTM6 im HNSCC untersucht und sehen
eine positive prognostische Wertigkeit. Perspektivisch ware der pradiktive Stellenwert von

CMTMG6 im HNSCC hinsichtlich der unterschiedlich aktuell giiltigen Therapien zu untersuchen.
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