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EINLEITUNG

. Einleitung

1.1 Next Generation Sequencing (NGS)

1.1.1 Allgemeines

Die grundlegende Pramisse der Tumorgenetik ist, dass Tumore durch angeborene und erwor-
bene Alterationen der DNA verursacht werden. Die molekulare Charakterisierung von Tumo-
ren ermdglicht es, diese Alterationen zu untersuchen und den Tumor gegebenenfalls in Ab-
hangigkeit der molekularen Signatur zu behandeln. Hierdurch kam es in den vergangenen
Jahren zu einem Paradigmenwechsel in der Tumortherapie, weg von einer unspezifischen
zytotoxischen Therapie hin zu einer individuellen Therapie, basierend auf der molekularen
Charakterisierung des Tumors.

Ein Ansatz, die molekulare Pathologie eines Karzinoms zu untersuchen, ist die Sequenzierung
der Tumor-DNA mittels Next Generation Sequencing. Dieses Verfahren der Hochdurchsatz-
sequenzierung l6st die Sanger Sequenzierung, die Sequenziermethode der ,ersten Genera-
tion“ in vielen Anwendungsbereichen ab. Obwohl die Sequenzierung nach Sanger seit mehre-
ren Jahrzehnten durchgefuhrt wurde und wird, ist sie immer auf eine kleine Anzahl von Proben
und eine kleine Anzahl von Genabschnitten beschrankt. Mit dem Aufkommen von NGS kdnnen
komplette Genome wesentlich zeit- und kosteneffizienter systematisch untersucht werden,
wodurch eine umfassende molekulare Charakterisierung von Tumoren ermdglicht wird. Dabei
ersetzt die parallele Sequenzierung relevanter Nukleinsdureabschnitte die Anwendung von
zeitintensiver Stufendiagnostik.

Sowohl mit der Sanger Sequenzierung als auch mit NGS kénnen Punktmutationen, Insertio-
nen, Deletionen oder Amplifikationen detektiert werden. Allerdings sind NGS-Methoden durch
eine hohere Sensitivitdt gekennzeichnet. Je nach Sequenziertiefe des untersuchten Nuklein-
saureabschnitts wird eine Sensitivitat im niedrigen einstelligen Prozentbereich ermoglicht (2-
5%), sodass auch Allele mit einer niedrigen Allelfrequenz sicher detektiert werden kdnnen.
Dadurch kdénnen auch Alterationen bei Proben mit niedrigem Tumorzellanteil oder geringer
Probenmenge, wie beispielsweise Biopsien, detektiert werden. Mit der Sanger Sequenzierung
ist hingegen die Detektion von Alterationen erst ab Allelfrequenzen von etwa 20% mdglich [1].
Die Mdglichkeit der Detektion von Alterationen mit sehr niedrigen Allelfrequenzen wirft aber
auch die Frage nach der klinischen Relevanz dieser Alterationen im niedrigen Frequenzbe-
reich auf. Wahrend besonders fir hamatologische Neoplasien die Bedeutung von Alterationen
niedriger Allelfrequenz besser bekannt ist [2], ist fur solide Tumoren in einigen Fallen noch
unklar, inwieweit eine genetische Veranderung mit der klinischen Prasentation im Zusammen-
hang steht. Hierflr bedarf es der Korrelation von Sequenzierdaten mit dem klinischen Out-

come der Patienten in grof3 angelegten Studien [3].




EINLEITUNG

1.1.2 Verschiedene Arten des NGS

Je nach Anwendungsgebiet und Intention kann die GréRe der sequenzierten Bereiche stark
variieren. Einerseits besteht die Option der Panel-Sequenzierung. Ein NGS-Panel besteht aus
einer definierten Auswahl an Genen, deren Nukleinsaureabschnitte mithilfe der entsprechen-
den Primer vervielfaltigt und sequenziert werden. Andererseits besteht auch die Mdglichkeit
die Gesamtheit aller Exone beziehungsweise das gesamte Genom zu sequenzieren. Hierbei
spricht man von Exom-Sequenzierung (Whole-Exome-Sequencing, kurz: WES) bzw. der Ge-
samt-Genom-Sequenzierung (Whole-Genome-Sequencing, kurz: WGS).

Die Alterationen des Genoms einer Tumorzelle sind nicht gleichmaRig verteilt. Einige Gene
sind aufgrund positiver Selektion in der Karzinogenese haufiger betroffen als andere und ent-
scheidend fur die Tumorentstehung, man spricht von cancer driver genes bzw. Treibergenen
[3]. Dabei handelt es sich haufig um Onkogene oder Tumorsuppressorgene. Es ist zudem
bekannt, dass einige Genabschnitte haufiger von Alterationen betroffen sind als andere [4].
Diese Regionen werden als Hotspot-Bereiche bezeichnet. Das Wissen uber Driver Gene und
Hotspots ermdglicht es, die Sequenzierung auf diese Genabschnitte zu beschranken. Bei Pa-
nels dieser Art spricht man von targeted-NGS-Panels (kurz: tNGS-Panel). In der Onkologie
sind die tNGS-Panels gegenwartig die am haufigsten verwendete Methode, da sie aufgrund
der geringeren Grofie kostenguinstiger sind, schnellere Laufzeiten erméglichen und gegeniber
umfangreicheren Panels eine héhere Coverage zulassen [5]. So empfiehlt die European
Society for Medical Oncology (ESMO) ausdrticklich, die Anwendung von tNGS-Panels im Rah-
men von molekularen Screening-Programmen, um die klinische Forschung voranzutreiben
und die Entwicklung neuer Therapien zu gewahrleisten [6]. Bei gleicher Sequenzierleistung
kann mit kleineren Panels eine deutlich hdhere Abdeckung relevanter Bereiche erreicht wer-
den, wodurch insbesondere Alterationen niedrigerer Allelfrequenz sicherer beurteilt werden
kénnen. Darlber hinaus vereinfacht die Fokussierung auf klinisch relevante Gene die bioinfor-
matische Auswertung. Viele der Treibergene sind tumorubergreifend relevant. Allerdings vari-
iert die Mutationshaufigkeit der Gene und auch die Lokalisation der Hotspots je nach Tumor-
entitat. Demzufolge sind spezifische tNGS-Panel fur die jeweilige Tumorentitat notwendig, um
die Gesamtheit der relevanten Gene abzudecken.

Die Idee eines tumorspezifischen NGS-Panels ist nicht neu, so existieren bereits fur andere
Entitaten kommerzielle Panel, wie beispielsweise das lon AmpliSeq™ Comprehensive Ova-
rian Cancer Research Panel fiir das Ovarialkarzinom. Die parallele Sequenzierung von be-
stimmten tumorrelevanten Genen mittels des NGS als Tool fir Prognoseabschatzung und
Therapieentscheidung ist beispielsweise fur das Lungenkarzinom bereits in den Leitlinien zu
finden [7].

Den tNGS-Panels gegeniber stehen die Exom-Sequenzierung (Whole-Exome-Sequencing,

WES) und die Gesamt-Genom-Sequenzierung (Whole-Genome-Sequencing). Die

2
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Sequenzierdaten bei dieser Art der Sequenzierung sind umfangreicher und vollstandiger, es
werden auch Alterationen erfasst, die aulRerhalb von bekannten Hotspot-Bereichen liegen.
Dies ist besonders fir monogene und seltene Erkrankungen von Vorteil [8]. Allerdings sind
hierflr sehr leistungsstarke und kostenintensive Sequenziergerate erforderlich, die nur an gro-
eren Standorten verfigbar und daher nicht im dezentralisierten Setting anwendbar sind.
Hinzu kommt, dass der therapeutische und ékonomische Nutzen des WES gegenliber dem

tNGS in im klinischen Alltag der Onkologie noch nicht vollstandig geklart ist [9].

1.1.3 Untersuchung erworbener Resistenzmechanismen durch NGS

Die molekularen Charakteristika sind dynamisch. So unterliegen Tumore zusatzlicher Mutati-
onen im Verlauf, welche die bereits erwahnte inter- und intratumorale Heterogenitat zwischen
Primarius und Metastase oder Rezidiv bedingen [10, 11]. Die Kenntnis der Veranderungen auf
molekularer Ebene, die einer Therapieresistenz zugrunde liegen, erlaubt ein gezieltes Eingrei-
fen und Anpassen der Therapie. Diese Mechanismen werden durch folgendes Beispiel veran-
schaulicht: Bei Patienten, die ein Malignes Melanom mit der BRAF-V600-Mutation aufweisen,
wird der BRAF-Inhibitor Dabrafenib eingesetzt [12]. Hierdurch kommt es zur Inhibition des de-
regulierten MAPK-Signalwegs und fihrt damit zur Einschrdnkung des Tumorwachstums.
Dadurch kommt es haufig zur Therapieresistenzen, die mit Mutationen in MEK Genen und
anderen Genen des MAPK-Signalwegs in Verbindung gebracht werden, siehe Abbildung 1
[13]. Dies flihrte zur Kombination von Dabrafenib mit dem MEK-Inhibitor Trametinib, welche

sich der alleinigen Therapie mit Dabrafenib Uberlegen zeigte [14].

Wachstumsfaktor

Extrazellularraum \\Il Rezeptortyrosinkinase

Intrazellularraum l

RAS

4_“_

BRAF-V600

| Dabrafenib |

= [«

| Trametinib |—

——

E

Tumorzellproliferation

Abbildung 1: MAPK-Signalweg und Einsatz von zielgerichteter Krebstherapie beim Malignen Melanom

Durch Kombination Des BRAF-Inhibtors Dabrafenib und dem MEK-Inhibitor Trametinib werden Resistenzmecha-
nismen aufgehoben. Abbildung erstellt mit BioRender.com.
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Allerdings befindet sich diese Studie noch in Phase 1 (Trial: NCT03022409). Das angefihrte
Beispiel zeigt, dass die Kombination von zielgerichteter Therapien, deren Ansprechraten in
Zukunft weiter verbessern konnte. Flr eine kombinierte Anwendung bei koexistierenden Mu-
tationen, ist jedoch die Kenntnis lGber die zugrundeliegenden Resistenzmechanismen notwen-
dig. Diese lassen sich mithilfe des NGS erfassen.

Daher bedarf es mehrerer Sequenzierlaufe im Verlauf der Erkrankung, um mithilfe des Ver-
gleichs der Mutationsprofile von Primarius und Rezidiv neue Resistenzmechanismen aufzu-
decken oder Alterationen nachzuweisen, fir die ein bekannter Zusammenhang mit Therapie-
resistenz besteht. Insbesondere bei Patienten, die nach anfanglichem Ansprechen ein Pro-
gress aufweisen oder bei Patienten, die ein Tumorrezidiv erleiden, kann durch erneute Se-
quenzierung auf Resistenzmechanismen geschlossen werden. Durch Kenntnis dieser Resis-
tenzmechanismen, denen im Idealfall eine Alteration in einem actionable Target zugrunde
liegt, lasst sich so die weitere Therapie anpassen und optimieren. Obwohl daher gematchte
Proben aus Primarius und Rezidiv ausgewertet werden sollten, um die Aussagekraft der Se-
quenzierdaten zu maximieren, gibt es bislang nur wenige Datensatze dieser Art fur die einzel-

nen Tumorentitaten.
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1.2 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC)

1.2.1 Atiologie

Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (head and neck squamous cell carcinoma;
HNSCC) gehdren zu den Kopf-Hals-Tumoren und machen etwa 90% der Tumore dieser Enti-
tat aus. Kopf-Hals-Tumore stellen eine heterogene Gruppe an bésartigen Tumoren dar, die in
Mundhéhle, Pharynx und Larynx auftreten [15]. Sie sind die sechsthaufigste Tumorentitat welt-
weit [16], und gehoéren zu den zehn haufigsten Tumorentitaten in Deutschland [17]. Die Inzi-
denz lag im Jahr 2016 bei etwa 17 000 Neuerkrankungen, davon waren tber 70 % Manner
[18]. Die Inzidenz zeigt regionale Unterschiede, in Mecklenburg Vorpommern lag sie Uber dem
Bundesdurchschnitt, fir Manner sogar deutschlandweit am hochsten [18].

Die Hauptrisikofaktoren sind Rauchen, Alkoholkonsum und die chronische Infektion mit dem
Humanen Papilloma Virus (HPV) [19, 20]. HPV-Infektionen spielen insbesondere fiir die Pa-
thogenese von Plattenepithelkarzinomen im Bereich des Oropharynx eine wichtige Rolle [17].
Dabei weisen HPV-positive Tumore gegentber HPV-negativen HNSCC ein distinktes moleku-
lares Aberrationsprofil auf [21], zeigen eine héhere Radiosensitivitdt und ein besseres Ge-

samtiberleben [22].

1.2.2 Therapie

In der derzeitigen Behandlung von soliden Tumoren gewinnen personalisierte Therapien zu-
nehmend an Bedeutung. So konnte in den letzten 20 Jahren durch den Einsatz von zielgerich-
teter Krebstherapie (englisch: targeted therapy) und Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibito-
ren in vielen Tumorentitaten eine Verlangerung des Gesamtiberlebens erzielt werden [23—
25]. Zielgerichtete Therapien greifen auf molekularer Ebene zielgenau in die Signaltransduk-
tion aberrant regulierter Signalwege ein und hemmen so das Tumorwachstum, ohne gesunde
Zellen direkt zu schaden. Dies geschieht meist durch Inhibition sog. Schlissel-Kinasen oder
durch Bindung an deren Liganden [26]. So wird beispielsweise seit einigen Jahren der
VEGF-Antikérper Bevacizumab in Kombination mit Paclitaxel in der Erstlinientherapie beim
metastasierten Mammakarzinom eingesetzt [27]. Aktuell (Stand 09/2024) ist in der Behand-
lung von HNSCC aus dem Bereich der zielgerichteten Therapien lediglich der EGFR-Antikor-
per Cetuximab zugelassen [28]. In der rezidivierten oder metastasierten Situation werden flr
Cetuximab als Monotherapie Ansprechraten von nur 10-15% verzeichnet [29]. Immuncheck-
point-Inhibitoren binden als Antikérper spezifisch an CTLA-4 oder an den PD-1-Rezeptor be-
ziehungsweise dessen Liganden PD-L1. Durch Blockade dieser inhibitorischen Checkpoints
kommt es zu einer verringerten Proliferationshemmung der T-Zellen durch die Tumorzellen
und die antitumorale Immunantwort wird wieder reaktiviert [30]. Fur die Behandlung von
HNSCC ist der PD-1-Antikérper Nivolumab zugelassen bei Progress wahrend oder nach einer

platin-basierten Chemotherapie [31]. Auf Basis der Keynote-048 Studie wurde kuirzlich der

5
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PD-1-Antikdrper Pembrolizumab in der palliativen Erstlinientherapie von HNSCC zugelassen
[24].

Im Allgemeinen umfasst die derzeitige Therapie des HNSCC Chirurgie, Bestrahlung und Che-
motherapie. Wird ein kurativer Ansatz verfolgt, erfolgt bei resektablem Tumor eine Operation
mit adjuvanter Radiochemotherapie je nach postoperativem histologischen Stadium. Ist der
Tumor nicht resektabel, wird eine definitive Radiochemotherapie durchgefiihrt [28]. Seit 2020
soll gemal der S3-Leitlinie Diagnostik und Therapie des Mundhdhlenkarzinoms im palliativen
Setting zunachst der PD-L1-Status mittels des CPS-Score bestimmt werden [28]. Ist der
PD-L1-Status positiv (CPS>1), erfolgt die Behandlung mit dem Immuncheckpoint-Inhibitor
Pembrolizumab, entweder als Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapie (Cispla-
tin und 5-FU). Ist der PD-L1-Status negativ, soll eine Chemotherapie nach dem TPExtreme-
Schema erfolgen. Dieses Schema stellt eine Modifizierung des Extreme-Schemas dar und
besteht aus der Kombination von EGFR-Antikérper Cetuximab, Cisplatin und Docetaxel [28,
32].

1.2.3 Prognose

Die Prognose der Patienten mit HNSCC ist mit einer 5 Jahres Uberlebensrate von etwa 50%
schlecht [22]. Rund die Halfte der Patienten erleidet ein Rezidiv [33]. Die Uberlebenszeit fiir
Patienten in der rezidivierten bzw. metastasierten Situation betragt etwa i.d.R. 6-10 Monate
[34]. Die einzige bisher zugelassene zielgerichtete Therapie mit dem EGFR-Antikérper Cetu-
ximab kann in vielen Fallen die Entwicklung von Resistenzen nicht verhindern, die Ansprech-
raten in der rezidivierten/metastasierten Situation liegen bei 10-15% [29], [35, 36]. Auch das
Ansprechen auf die Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren ist nicht einheitlich und schwer
vorherzusagen. Weniger als 20% der Patienten, die mit Immuncheckpoint-Inhibitoren behan-
delt werden, zeigen ein dauerhaftes Ansprechen [37]. Dies weist darauf hin; dass PD-L1 als
alleiniger Marker wenig aussagekraftig ist, um das Therapieansprechen vorherzusagen. Einer
der wesentlichen Grunde fir das unterschiedliche Ansprechen auf die Therapien ist die hohe
molekulare intra- und intertumorale Heterogenitat bei HNSCC [11, 21]. Die mit den aktuell
angewandten Therapien erzielten Ansprechraten zeigen, dass es einer aussagekraftigeren
Stratifizierung der Patienten bedarf, um diese Heterogenitat besser abzubilden.

Daher sollten neben klassisch morphologischen Analysen auch umfangreiche Untersuchun-
gen zur molekularen Pathologie erfolgen, um eine mdglichst prazise Charakterisierung des
Tumors vorzunehmen. Durch Identifizierung spezifischer molekulare Subtypen kdnnen Pati-
enten identifiziert werden, die von einer Deeskalation bzw. Eskalation der Therapie profitieren.
Hierdurch kann eine bessere Therapieauswahl gewahrleistet werden. Zudem wird die Anwen-
dung neuer zielgerichteter Therpaien, Gber den EGFR-Antikdrper Cetuximab hinaus, ermég-
licht.




EINLEITUNG

1.3  NGS bei HNSCC

Fir HNSCC gibt es zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit (Stand 09/2024) kein um-
fassendes, spezifisches kommerziell erhaltliches tNGS-Panel. Dennoch ist die Relevanz der
molekularen Diagnostik fir HNSCC in der Literatur mehrfach belegt. So wurde in einigen Stu-
dien das mit HNSCC assoziierte molekulare Mutationsprofil untersucht und charakteristische
Mutationen identifiziert [21, 33, 38]. Die Gene mit der hdchsten Mutationsfrequenz bei HNSCC
sind unter anderem TP53, TTN, FAT1, CDKN2A, NOTCH1 und KMT2D [21, 38—41]. Ein Grol3-
teil der bisherigen Studien wurde retrospektiv durchgefiihrt. Nur wenige Studien beriicksichti-
gen den klinischen Verlauf. Es wurde beispielsweise in HPV-negativem HNSCC gezeigt, dass
trunkierende TP53 Mutationen mit einer schlechteren Prognose [42] und FAT1 Mutationen mit
einer besseren Prognose assoziiert sind [43]. Zusatzlich wurden einige Gene als Biomarker
identifiziert, die sog. actionable targets fir zielgerichtete Therapien darstellen. Zu diesen zah-
len u.a. PIK3CA, CDKN2A und BRCAZ2 [25]. So wird beispielsweise der PI3K-Inhibitor Alpesilib
bei Subgruppen von Patienten mit fortgeschrittenem Mammakarzinom mit PIK3CA-Mutation
eingesetzt, eine Verlangerung des Progressionsfreien Uberlebens konnte hier erreicht werden
[44]. Fir HNSCC wird derzeit Buparlisib, ein oral verfigbarer PI3K-Inhibitor getestet. Phase-
II-Daten legen eine gute Wirksamkeit besonders bei HPV negativen HNSCC nahe [45]. Aktuell
lauft mit der BURAN-Studie eine Phase-llI-Studie, deren Ergebnisse mit Spannung erwartet
werden (Trial: NCT04338399). Auch fur die Kombination zweier zielgerichteter Therapien bei
koexistierenden Mutationen wie in 1.1.3 beschrieben, wird beim HNSCC derzeit die Kombina-
tion des PARP-Inhibitors Olaparib mit einem ATR-Inhibitor untersucht [46]. Dies verdeutlicht,
dass Patienten mit genomischen Aberrationen in actionable targets schon jetzt in klinische
Studien mit zielgerichteter Therapie eingeschlossen und behandelt werden kénnen. Mit der
Zulassung neuer Therapien wird die Bedeutung des NGS weiter zunehmen.

Neben einzelnen molekularen Aberrationen kénnen durch komplexere targeted-NGS-Panel
(kurz: tNGS) auch molekulare Charakteristika wie die Tumormutationslast (Tumor Mutationen
Burden; kurz: TMB) und der Mikrosatellitenstatus bestimmt werden. Fir solide Tumoren mit
einer hohen Tumormutationslast wurde ein schlechteres Ansprechen auf Radiochemothera-
pie, allerdings ein besseres Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren gezeigt [47, 48]. So-
lide Tumore die eine Mikrosatelliteninstabilitat aufweisen, zeigen ein besseres Ansprechen auf
Immuncheckpoint-Inhibitoren [49, 50].

Trotz dieses Wissens ist der Nutzen einer Anwendung eines NGS-Panels zur Identifizierung
genomischer Aberrationen als Biomarker fur Prognose und Therapie von HNSCC im klini-
schen Alltag noch nicht vollstandig geklart. Geschuldet ist dies vor allem dem Mangel an kom-
plexeren groflen Datensatzen, bedingt durch das bisherige Fehlen eines einheitlichen

tNGS-Panels, welches das heterogene Mutationsspektrum beim HNSCC abbildet. Eine
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Anwendung eines tNGS-Panels in der konventionellen Diagnostik von HNSCC Patienten fin-
det daher bisher nicht statt. Die Implementierung eines HNSCC-spezifischen Panels kdnnte
weitere Hinweise Uber dessen Nutzen liefern und eine flichendeckende Anwendung ermdgli-
chen. Eine Korrelation der erhobenen Sequenzierdaten mit dem klinischen Outcome ist dabei
notwendig, um den Informationsgewinn und den klinischen Nutzen des NGS bei HNSCC in

Zukunft zu optimieren.
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Il. Zielstellung

Ziel dieser Promotionsarbeit ist die Untersuchung der Durchfiihrbarkeit einer DNA-Sequenzie-
rung an FFPE-Material bei HNSCC-Patienten mit einem spezifischen und komplexen
tNGS-Panel. Die Machbarkeit eines solchen Panels soll insbesondere im Hinblick auf eine
Anwendung flr Routinediagnostik und Forschung untersucht werden. Fir diese Untersuchung
werden vier Teilziele definiert:

Zunachst soll aus der Kopf-Hals-Tumor-Datenbank der Klinik fir Hamatologie, Onkologie und
Palliativmedizin des Zentrums fur Innere Medizin 11l der Universitdtsmedizin Rostock eine Pi-
lotkohorte definiert werden.

Dann soll untersucht werden, inwieweit die DNA der Pilotkohorte, welche aus asserviertem
FFPE-Probenmaterial isoliert wurde, fir konventionelle NGS-Analysen geeignet ist. Hierzu soll
eine Sequenzierung mit dem bereits etablierten und in der diagnostischen Routine angewand-
ten lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 durchgefiihrt und hinsichtlich der Sequenzier-
qualitat ausgewertet werden.

Zum anderen soll ein geeignetes tNGS-Panel definiert werden, um eine spezifischere und
komplexe NGS-Analyse bei HNSCC-Patienten durchzuflihren. Da zum Zeitpunkt der Durch-
fuhrung der Arbeit kein umfassendes Panel fir HNSCC kommerziell erhaltlich war (Stand
09/2024), soll ein bedarfsgerechtes Custom-tNGS-Panel designt werden. Hierfur soll eine Aus-
wahl an Genen getroffen werden, welche die haufigsten und wichtigsten molekularen Alterati-
onen bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich beinhaltet. Das
Custom-Panel soll dann hinsichtlich Rentabilitat, Leistung und Durchfihrbarkeit mit kommer-
ziellen tNGS-Genpanels verglichen werden, um ein méglichst geeignetes Panel zur Identifika-
tion prognostischer und therapierelevanter Biomarker in HNSCC auszuwahlen.

Mit dem ausgewahlten Panel soll dann eine NGS-Analyse an einer Pilotkohorte aus oben ge-
nannter Kopf-Hals-Tumor-Datenbank erfolgen, um die Durchfihrbarkeit einer komplexen
NGS-Analyse an FFPE-Material zu untersuchen und die Sequenzierdaten mit den klinischen
Charakteristika zu korrelieren. Die Pilotkohorte soll dabei Patienten umfassen, die mit einem
palliativen Ansatz behandelt wurden und im Verlauf der Erkrankung ein Rezidiv aufwiesen.
Dabei soll von jedem Patienten DNA-Material vom ersten Tumornachweis (Primarius-Probe)
und vom letzten verfugbaren Tumornachweis (Rezidiv-Probe) sequenziert werden, um Veran-
derungen im molekularen Mutationsprofil im Krankheitsverlauf erfassen zu kénnen und etwa-

ige erworbene Resistenzmechanismen aufzudecken.
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Kurzgefasst ergeben sich demzufolge die folgenden Ziele:

1.

Definierung einer Pilotkohorte von HNSCC-Patienten, die an der Universitatsmedizin
Rostock behandelt wurden.

UberprUfung, ob die aus altem, asserviertem FFPE-Material isolierte DNA der Patien-
ten der Pilotkohorte prinzipiell fir eine NGS-Analyse geeignet ist. Dies soll durch eine
Sequenzierung mit einem etablierten und in der Routinediagnostik angewandten Panel
erfolgen.

Identifizierung eines komplexen NGS-Panels fir HNSCC. Hierfir soll ein spezifisches
und bedarfsgerechtes tNGS-Panels designt und mit kommerziellen Panels verglichen
werden.

Sequenzierung der DNA der Pilotkohorte mit dem komplexen Panel und Korrelation
mit den klinischen Daten zur Evaluation des Panels hinsichtlich der Eignung zur Iden-
tifikation prognostischer und therapeutisch relevanter Biomarker in Routinediagnostik
und Forschung des HNSCC.
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M11. Material und Methoden
3.1 Materialien

Tabelle 1: Gerate

Machine™ (PGM™) System

Pipettensatz (1000 pl, 200 ul, Eppendorf AG
100 pl, 10 pl, 2.5 i)
Pipetten Rainin, Pipet Lite Mettler Toledo
Centrifuge 5418R 5401000010 Eppendorf AG
Color Sprout Plus Mini-Zentri- 992031 Biozym
fuge
ProFlex™ 3 x 32-well PCR 4484073 Applied Biosystems™
System Thermo Fisher Scientific Inc.
Qubit™ Fluorometer 2.0 Q32866 Invitrogen™
Thermo Fisher Scientific Inc.
IKA® Vortex 1 0004047700 IKA®-Werke GmbH & CO. KG
DynaMag™-2 Magnet 12321D Invitrogen™ Thermo Fisher Sci-
entific Inc.
ViiA™ 7 Real-Time PCR Sys- 4453534 Applied Biosystems™
tem Thermo Fisher Scientific Inc.
lon OneTouch™ 4474779 lon Torrent™
2 System Thermo Fisher Scientific Inc.
lon Chip™ Minifuge 4479673 lon Torrent™
Thermo Fisher Scientific Inc.
lon Chef™ Instrument 4484177 lon Torrent™
Thermo Fisher Scientific Inc.
lon Personal Genome 4462921 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.

lon GeneStudio™ S5 Plus
System

lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.

Reinstwasseranlage ELGA
Pro Flex3

Veolia
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
Qubit™ Assay Tubes Q32856 lon Torrent™
Thermo Fisher Scientific Inc.
DNA LoBind® Tubes, 1.5 ml 0030108051 Eppendorf AG
PCR Tubes, 0.2 ml 0030124332 Eppendorf AG

MicroAmp™ Clear Adhesive

Film

Applied Biosystems™

Thermo Fisher Scientific Inc.

MicroAmp™ Optical Film Com-

pression Pad

Applied Biosystems™

Thermo Fisher Scientific Inc.

MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well-Reaktionsplatte

Applied Biosystems™

Thermo Fisher Scientific Inc.

SafeSeal SurPhob Spitzen, ver-

schiedene Groflien

Biozym Scientific GmbH

Tabelle 3: Kits und Reagenzien

QlAamp DNA FFPE Tissue Qiagen
Kit
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit Q32854 Invitrogen™

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Agencourt AMPure XP beads A63880

Beckman Coulter, Inc. (Brea,
USA)

lon Xpress™ Barcode Adapt- 4471250
ers
1-16 Kit

lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.

lonCode™ Barcode Adapters A29751

lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.

lon AmpliSeq™ Cancer 4475346
Hotspot Panel v2

lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.

lon AmpliSeq™ Library Kit 4480441
2.0

lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.

lon Library TagMan™ 4468802

lon Torrent™
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Quantitation Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
Oncomine™ Comprehensive  A49667 lon Torrent™
Assay Plus, automated library Thermo Fisher Scientific Inc.

preparation

Oncomine™ Comprehensive  A48577 lon Torrent™
Assay Plus, manual library Thermo Fisher Scientific Inc.

preparation

lon PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit A27739 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
lon PGM™ Enrichment Be- 4478525 lon Torrent™
ads Thermo Fisher Scientific Inc.
lon PGM™ Hi-Q™ Sequenc- A25592 lon Torrent™
ing Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
lon PGM™ Hi-Q ™ Chef Kit  A25948 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
lon PGM™ Hi-Q™ View Chef A30798 lon Torrent™
400 Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
lon AmpliSeq™ A29024 lon Torrent™
Kit for Chef DL8 Thermo Fisher Scientific Inc.
lon 550™ Kit — Chef A34541 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
lon 318™ Chip Kit v2 BC 4488150 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
lon 316™ Chip Kit v2 BC 4488149 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
lon 550™ Chip Kit A34537
lon PGM™ Wash 2 Bottle Kit A25591 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
Agencourt™ AMPure™ XP NC9959336 Beckman Coulter
Kit
Nuklease-freies-Wasser AM9932 lon Torrent™

Thermo Fisher Scientific Inc.
Natriumhydroxid 10 mol/l SIAL72068-100ML Sigma-Aldrich
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Tabelle 4: Software
[Software  Versin  Werstallr |
lon Reporter™ Software 5.18 Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)
Integrative Genomics Viewer 2.10.2 University of California San Di-
(IGV) ego
and the Broad Institute of
Massachusetts Institute of
Technology (MIT) and Harvard
(USA)
QuantStudio Software for 1.24 Applied Biosystems™
ViiA™ 7 Real-Time PCR Thermo Fisher Scientific Inc.
System (Waltham, USA)
lon Ampliseq Designer 7.4.6 Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

Zunachst wurden 24 Patienten aus der Kopf-Hals-Tumor-Datenbank als Pilotkohorte definiert.
Fir jeden Patienten wurden jeweils die Gewebeproben des Tumors bei Erstdiagnose (Prima-
rius-Probe) sowie der letzte verfligbare Tumornachweis (Rezidiv-Probe) ausgewahlt. Darauf-
hin wurde aus den, in FFPE-Material asservierten Gewebeproben, die DNA isoliert. Zunachst
musste Uberpriift werden, ob die isolierte DNA grundsatzlich fir eine Hochdurchsatzanalyse
mittels NGS geeignet ist. Hierfir wurden 19 der Proben mit dem im Hamatologischen Spezi-
allabor der Universitatsmedizin Rostock routinemafig angewandten lon AmpliSeq™ Cancer
Hotspot Panel v2 sequenziert und hinsichtlich der Qualitat der Sequenzierdaten ausgewertet.
Parallel wurde spezifisch fur HNSCC ein Custom-tNGS-Panel designt und mit komplexen kom-
merziellen Panels verglichen, um ein mdglichst geeignetes Panel auszuwahlen. Das ausge-
wahlte Panel wurde etabliert und daraufhin eine Sequenzierung der ausgewahlten Proben
durchgefuhrt. Die erhaltenen Sequenzierdaten wurden dann ausgewertet, analysiert in klini-

schen Gruppen genibergestellt.
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1: Auswahl der Kohorte = Sequen_zierung mit dem
konventionellen Panel
[ ] E L ] O — \:
Auswahl der Kohorte aus der Sequenzierung mit dem Cancer
Kopf-Hals-Tumor Datenbank Hotspot Panel v2 um DNA-
der UMR Qualitat zu Gberpriifen

3:Design Custom-Panel 4: Auswahl des Gen Panels

CUSTOM CUSTOM KOMMERZIELLES
PANEL PANEL > PANEL

Vergleich des
Custom Panels mit
kommerziellen Gen Panel

Design eines
Custom HNSCC Panel

r

\
-
\

5: Sequenzierung mit dem 6: Korrelation mit
komplexen Panel klinischen Daten

NF378 ...
NF411 ..
NF404 ...
> NF410 ...
NF473 ...
NF407 ...

TR

Sequenzierung von
Primarius und vRezidiv mit
dem Oncomine
Comprehensive Assay Plus

\ 7

Korrelation der
Sequenzierdaten mit dem
klinischen Verlauf

Abbildung 2: Studiendesign

Abbildung erstellt mit Biorender.com [51]. Modifiziert mit Grafik des lon GeneStudio™ S5 Plus System von
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/de/de/A38194, abgerufen am 18.11.2023

3.2.2 Auswahl der Pilotkohorte

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde seit 2010 eine zentrale Datenbank aufgebaut, die alle in der
Abteilung flir Hdmatologie, Onkologie und Palliativmedizin des Zentrums fir Inneren Medizin
der Universitatsmedizin Rostock stationar oder ambulant betreuten Kopf-Hals-Tumor Patien-
ten der Jahre 2010-2020 (n=259) umfasst. Jeder Patient erhielt bei Datenbankeinschluss eine
Patientennummer. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus der Datenbank die Patienten mit ei-
nem Plattenepithelkarzinom (HNSCC) ausgewahlt, die mindestens ein Rezidivim Rahmen der
Erkrankung aufwiesen und mit einem palliativen Ansatz behandelt wurden. AuRerdem muss-

ten mindestens zwei Gewebeproben, die im Rahmen der Erkrankung zeitlich getrennt
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voneinander entnommen wurden, vorhanden sein. Diese Proben waren als Formalin-fixiertes
Paraffin-eingebettetes Gewebe (FFPE) im Institut fir Pathologie der Universitatsmedizin
Rostock (Direktor: Prof. Dr. med. Andreas Erbersdobler) archiviert. Die Verwendung der Tu-
morpraparate ist durch die Ethikkommission der Universitatsmedizin Rostock als ethisch un-

bedenklich eingestuft worden (Registriernummer: A 2020-0227).

3.2.3 Auswahl des komplexen Panels

Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit war kein umfassendes, komplexes tNGS-Panel,
welches flr die Sequenzierung der DNA von Patienten mit HNSCC konzipiert wurde, kommer-
ziell erhaltlich (Stand 09/2024). Deshalb wurde ein Custom Panel erstellt und dieses mit den
kommerziellen Panels verglichen, um herauszufinden, welches Panel fir die Sequenzierung

im Rahmen dieser Arbeit am besten geeignet ist.

3.2.3.1 Design eines Custom tNGS-Panels fur HNSCC

Das Custom Panel wurde mithilfe des lon Ampliseq Designers [52] erstellt. Mit dieser Weban-
wendung, lassen sich die Primer fur eine NGS-Analyse mit der lon Torrent Plattform generie-
ren und bestellen. Nach erfolgtem Panel Design liefert der lon Ampliseq Designer Informatio-
nen zur PanelgrofRe (in Megabasen; Mb), zur GroRe der Amplikons (in Basenpaaren; bp) zu
der zur erwartenden Coverage und dem Preis des Panels.

Fir die Auswahl an Genen, die durch das Custom Panel abgedeckt werden sollen, wurde
zunachst eine Literatursuche durchgefiihrt. Die erste Genauswahl erfolgte dabei nach drei Kri-
terien: Es wurden zum einen die Gene ausgewahlt, die in HNSCC haufig Mutationen aufwei-
sen. Zum anderen wurden Gene ausgewabhlt, die fur die Therapieentscheidung mit Target- und
Immuntherapien relevant sind. Zudem wurden Gene aus Panels ausgewahlt, die im Rahmen
anderer Arbeiten fur eine Sequenzierung von HNSCC verwendet wurden [16, 47].

Die Auswahl der am haufigsten mutierten Gene in HNSCC stutzte sich auf dem cBioPortal
[53]. Das cBioPortal ist eine Webanwendung, welche die genomischen Datensatze von publi-
zierten Studien zusammenfasst. Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle HNSCC Datenséatze,
die im cBioPortal verfigbar waren, zusammengefasst und die Gene nach Mutationshaufigkeit
geordnet. Die Sequenzierdaten dieser Datensatze wurden mittels Whole Exome Sequencing
bzw. Whole Genome Sequencing erhoben. Bei sich Uberschneidenden Datensatzen wurde
nur einer der Datensatze ausgewahlt. Die zusammengefassten Daten konnten als txt.-Datei
heruntergeladen werden.

Die Auswahl der relevanten Gene flr die Therapieentscheidung bestand aus Genen, die das
Therapieansprechen flir die Therapie mit PD-1-Inhibitoren pradiktieren und Genen, die im
Falle einer Alteration als mdgliches Ziel fiir eine zielgerichtete Krebstherapie gelten (actionable

genes).
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Im ersten und zweiten Design wurde die komplette kodierende Sequenz (CDS) abgedeckt. Im
dritten Design erfolgte eine Reduzierung der Panelgrofle unter anderem dadurch, dass fir
Gene, bei denen sich die Mutationen vor Allem auf bestimmte Bereiche (sog. Hotspots) kon-
zentrieren, nur diese Hotspot-Bereiche im Design abgedeckt wurden: Fir Gene, die ebenfalls
mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 erfasst werden, wurde die Hotspot-Bereiche
des lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 ibernommen. Fir die anderen Gene wurden
diese Bereiche einzeln, mithilfe der Webanwendung COSMIC-Datenbank v92 [54] herausge-
sucht. Diese Datenbank gibt unter anderem fir einzelne Gene die Mutationshaufigkeit fur jede
Aminosaure-Position entlang des Gens an. So konnten Hotspot-Bereiche definiert werden, die
besonders haufig Mutationen aufweisen. Da die Bereiche in der COSMIC-Datenbank nur
durch Aminosaure-Positionen im Referenzgenom hg38 angegeben sind, wurden diese mittels
der Software Integrative Genomics Viewer (IGV) Version 2.10.2 [55] in genomische Koordina-
ten im Referenzgenom hg19 Ubersetzt. Die Hotspot-Bereiche wurden dann als BED-Datei ge-
speichert. Da diese Bereiche auch Introns enthielten, wurden die Exon-Bereiche durch den
Abgleich mit BED-Dateien, die nur die genomischen Koordinaten fur die CDS der betreffenden
Gene enthielten, extrahiert. Die erhaltenen Dateien wurden als CSV-Datei zusammengefuhrt

und in den lon AmpliSeq Designer [52] hochgeladen.

3.2.3.2Vergleich Custom NGS-Panel mit kommerziellen Panels

Bei der Auswahl eines adaquaten Gen Panels spielten folgende Kriterien eine Rolle: Abde-
ckung des Mutationsspektrums der Kopf-Hals-Tumoren, Erfassung molekularbiologische Mar-
ker bezlglich Prognose und Therapie der Kopf-Hals-Tumoren (z.B.: TMB, MSI) und finanzielle
sowie standortbezogene Durchfuhrbarkeit. Das im Rahmen dieser Arbeit erstellte Custom Pa-
nel wurde mit den kommerziell erhaltlichen Oncomine™ Comprehensive Assay Plus und dem

Oncomine™ Comprehensive Assay v3 im Hinblick auf die genannten Kriterien verglichen.

3.2.4 Sequenzierung

Fir eine NGS-Analyse sind mehrere Arbeitsschritte notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Sequenzierung mit zwei verschiedenen Panels durchgefihrt, einem konventionellen
Panel zum Uberprifen der DNA-Qualitat (lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2) und ei-
nem komplexen Panel zur Detektion molekularer Aberrationen in der Pilotkohorte (Onco-
mine™ Comprehensive Assay Plus). Die Arbeitsschritte Uberschneiden sich teilweise und sind
daher im Folgenden zusammen dargestellt. Ein Uberblick (iber die einzelnen Arbeitsschritte
und die Unterschiede gibt Abbildung 3.
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DNA Isolierung

Qubit Fluorometrie

Libraryherstellung

lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2  Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

A 4

Quantifizierung der Libraries mittels gPCR

Templierung und Chip Beladung

lon OneTouch™ 2 System lon Chef

lon Personal Genome Machine™ lon GeneStudio™ S5 Plus System

A 4

Sequenzierqualitat molekulare Aberrationen

Abbildung 3: Uberblick Methoden

Links: Arbeitsschritte fiir Sequenzierung zur Uberpriifung der DNA-Qualitat; Rechts: Arbeitsschritte fiir Sequen-
zierung zur Detektion molekularer Aberrationen

3.2.4.1 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte aus FFPE-Gewebe und wurde durch das Institut fur Pathologie
der Universitat Rostock (Direktor: Prof. Dr. med. Andreas Erbersdobler) unter Verwendung des
QIAmp DNA FFPE Tissue Kits nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die isolierte DNA wurde
bei einer Temperatur von -20 °C gelagert.

3.2.4.2 Qubit Fluorometrie

Fir das NGS ist eine genaue Quantifizierung des Anteils an intakter doppelstrangiger DNA
(dsDNA) notwendig. Hierfiir wurde das Qubit™ dsDNA HS Assay Kit am Qubit™ Fluorometer
2.0 nach Herstellerangaben im Qubit dsDNA HS Assay Kits User Guide Revision B.0 [1], ein-
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gesetzt. Die Methode beruht auf einer Fluoreszenzmessung: Ein im Kit enthaltener Fluores-
zenzfarbstoff emittiert nur Licht einer bestimmten Wellenlange, wenn er an dsDNA gebunden
vorliegt. Zunachst wurde mittels E. coli-DNA bekannter Konzentration eine Standardkurve er-
stellt. Diese diente als Referenz fir die dann erfolgende Konzentrationsbestimmung. Die Pro-
ben wurden durch Verdinnung mit Nuklease-freiem-Wasser fiir das lon AmpliSeq™ Cancer
Hotspot Panel v2 auf eine Konzentration von 2ng DNA/uI und fir das Oncomine™ Compre-

hensive Assay Plus Panel auf 5ng DNA/uI eingestellt.

3.2.4.3 Libraryherstellung mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2

Um die DNA-Sequenz der Proben auszulesen, wird durch eine PCR zunachst eine Bibliothek
an Amplikons hergestellt. Diese Amplikon-Bibliothek wird im Folgenden als Library bezeichnet.
Die Libraryherstellung wurde nach Angaben des Herstellers im lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0
User Guide Revision F.0 (Seite 20-31) [2] durchgefihrt. Abweichend von den Herstelleranga-
ben wurden Reaktionen nicht in 96-Well-Platten, sondern in einzelnen Tubes (fur PCR-Reak-
tionen: 0.2 ml PCR Tubes; alle anderen Reaktionen in DNA LoBind® Tubes, 1.5 ml (beide
Eppendorf AG, Hamburg, Germany), durchgefiihrt. Um die verschiedenen Proben zu den ein-
zelnen Patienten zuweisen zu kdnnen, wurden bestimmte Basensequenzen zur Kennung, sog.
Barcodes aus dem lon Xpress™ Barcode Adapters Kit angewandt. Fur die Amplifizierungsre-
aktion wurden jeweils 5 ul Proben mit einer DNA-Konzentration von 2ng/ul eingesetzt, also 10
ng DNA pro Reaktion. Die Anzahl der Amplifikationszyklen wurde auf 23 Zyklen eingestellt, mit
einer Anneal/Extend-Zeit von 4 Minuten. Proben, fiir die sich nach der ersten Libraryherstel-
lung eine DNA-Konzentration von deutlich unter 50 pM der gPCR ergab, wurden mit 25 Zyklen
wiederholt. Hierdurch konnte zumeist eine VergroRerung der DNA-Konzentration erzielt wer-
den. Die Aufreinigung erfolgte mit dem DynaMag™-2 Magnet. Nach der Aufreinigung wurden
die Pellets mit 30 ul anstelle von 50 yl Low-TE eluiert, da die im Low-TE enthaltenen Salze die

Polymerase der Multiplex PCR inhibieren kénnten.

3.2.4.4Libraryherstellung mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

Mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus kdnnen DNA und RNA Libraries hergestellt
werden, im Rahmen dieser Arbeit wurde DNA untersucht. Die Libraries wurden manuell und
auch automatisiert hergestellt. Die FFPE Konservierung von Tumorgewebe kann zur Deami-
nierung von Cytosin flihren, was eine C:G>T:A Veranderung zur Folge hat [56]. Um diesen
Storeffekt zu minimieren, wurden zunachst alle Proben mit Uracil-DNA-Glycosylase (UDG)
behandelt, um die deaminierten Basen zu entfernen. Dies erfolgte nach Herstellerangaben im
Oncomine™ Comprehensive Assay Plus User Guide Revision D.0 (Seiten 33-34)[56]. Zur
Kennung der Proben wurden lonCode™ Barcode Adapters angewandt. Die manuelle Libra-

ryherstellung erfolgte nach Oncomine™ Comprehensive Assay Plus User Guide Revision D.0
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(Seiten 33-40) [56]. Abweichend von den Herstellerangaben wurden Reaktionen nicht in
96-Well-Platten, sondern in einzelnen Tubes (fir PCR-Reaktionen: 0.2 ml PCR Tubes; alle
anderen Reaktionen DNA LoBind® Tubes, 1.5 ml (beide Eppendorf AG)), durchgefiihrt. Die
Amplifizierungsreaktion der abzudeckenden DNA-Bereiche (sog. DNA-Targets) wurde zu-
nachst mit 10ng DNA und 15 Zyklen durchgefihrt. Aufgrund von Haufung niedriger Konzent-
rationen der Libraries, wurde die Zyklenzahl auf 17 Zyklen erhdht, wodurch zumeist eine Ver-
grélkerung der Konzentration erzielt werden konnte. Die Aufreinigung erfolgte mit dem Dyna-
Mag™-2 Magnet. Nach der Aufreinigung wurden die Pellets mit 30 ul anstelle von 50 ul
Low-TE eluiert.

Die Automatisierte Libraryherstellung erfolgte nach Angaben des Herstellers im Oncomine™
Comprehensive Assay Plus User Guide Revision D.0 (Seiten 19-21,24-27) [56] und lon Am-
pliSeq™ Library Preparation on the lonChef™ System User Guide Revision E.O (Seiten 22-40)
[57]. Abweichend von den Herstellerangaben wurde die Entfernung deaminierter Basen in ein-
zelnen 0,2 ml PCR Tubes (Eppendorf AG) durchgeflihrt und das Reaktionsgemisch erst an-
schlielend in die lonCode™ Barcode Adapters 96-well PCR-Platte Gberfiihrt. Geman den An-
gaben des Herstellers fir dieses Panel wurde fir die Amplifizierungsreaktion am lon Chef™
Instrument eine Zyklenzahl von 16 mit einer Anneal/Extension-Zeit von 16 Minuten eingestellt.
Das erhaltene Produkt wies laut Hersteller eine DNA-Konzentration von etwa 100pM auf. Eine

Kontrolle mittels gPCR war hierbei vom Hersteller nicht vorgesehen.

3.2.4.5 Quantifizierung der Libraries mittels gPCR

Die Quantifizierung der Libraries wurde nach Oncomine™ Comprehensive Assay Plus User
Guide Revision D.0 (Seiten 41-42) [56] durchgefiihrt. Dabei wurde der Fast Run Mode flr
96-Well Fast Platten gewahlt. Zusatzlich zur 1:100 Verdinnung wurde eine 1:1000 Verdln-
nung angesetzt, um Pipettierfehler zu verringern. Libraries mit einer Konzentration von min-
destens 50 pM wurden anschlieRend bei einer Temperatur von -20 °C gelagert. Fur Proben,
mit einer Library Konzentration von deutlich unter 50 pM, wurde die Libraryherstellung wieder-

holt. Bei erneutem Unterschreiten von 50 pM, wurde die Probe verworfen.

3.2.4.6 Planung des Sequenzierlaufes mit der Torrent Suite™ Software

Flr jede Sequenzierung muss mit der Torrent Suite™ Software ein sog. ,Run Plan® erstellt
werden. Ein Run Plan enthalt digitale Anweisungen fir das lon Chef™ Instrument und die
eigentlichen Sequenziergerate, und ermoglicht die Kontrolle wahrend der Templierung, Se-
quenzierung und der Datenanalyse. Die Erstellung des Run Plans erfolgte fur die Sequenzie-
rung mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 nach den Herstellerangaben im /lon
PGM™ Hi-Q™ Chef Kit User Guide C.0 (Seiten 19-25) [58]. Dabei wurde ausgewanhlt:
CHP2.20131001.designed.bed als BED-Datei, Anzahl der Flows 500 und lon Xpress™
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Barcodes. Fur die Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus erfolgte
die Erstellung des Run Plans nach den Herstellerangaben im Oncomine™ Comprehensive
Assay Plus User Guide Revision D.0 (Seiten 47-55) [56]. Fur die manuelle Library-Herstellung
wurde als Library Kit das lon AmpliSeq™ Library Kit Plus, fir die automatisierte Library-Her-
stellung das lon AmpliSeq™ Kit for Chef DL8 definiert. Dabei wurden folgende Optionen aus-
gewahlt: OCAPIus.20210430.designed.bed. als BED-Datei, Anzahl der Flows 500 und lon-

Code Barcodes.

3.2.4.7 Templierung und Chip Beladung

Die Templierung und Beladung der Sequenzierchips wurde sowohl mit dem lon OneTouch™
2 System als auch automatisiert mit dem lon Chef™ Instrument durchgefuhrt. Libraries, die
mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 hergestellt wurden, wurden mittels einer
Emulsions-PCR am lon OneTouch™ 2 Instrument und einem anschlieRenden Waschschritt
am lon OneTouch™ES templiert. Diese Arbeitsschritte erfolgten nach lon PGM™Hi-Q™ OT2
Kit User Guide Revision B.0 (Seiten 15-46) [59]. Dabei wurde das lon PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit
— 200 ausgewahlt und die Libraries abweichend von den Herstellerangaben auf 180 pM ver-
dinnt. Das erhaltene Produkt wurde im Anschluss manuell mit einer Pipette auf den lon 316™
oder den lon 318™ Chip geladen. Dies erfolgte nach Herstellerangaben im lon PGM™ Hi-Q™
Sequencing Kit User Guide (Seiten 31-40) [60]. Fur die Libraries, die mit dem Oncomine™
Comprehensive Assay Plus hergestellt wurden, fand die Templierung und Chip Beladung au-
tomatisiert am lon Chef™ Instrument statt. Die Libraries wurden auf 50 pM verdiinnt. Das Ein-
stellen des Gerats und die korrekte Herausnahme des Chips wurde nach Herstellerangaben
im lon 550™ Kit — Chef User Guide Revision C.0 (Seiten 26-52) [61] durchgeflhrt.

3.2.4.8 Sequenzierung mit der lon Personal Genome Machine™

Die lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 Libraries, dienten zur Prifung ob die aus den
FFPE-Proben isolierte DNA grundsatzlich fur Hochdurchsatzanalysen mittels NGS geeignet
ist. Sie wurden mit der lon Personal Genome Machine™ (PGM™) sequenziert. Die Sequen-
zierung wurde nach Vorgaben der Routinediagnostik vorgenommen. Diese Schritte erfolgten
nach Herstellerangaben im lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit User Guide Revision E.O (Sei-
ten 21-41) [60]. Zur Sequenzierung wurden lon 316™ oder lon 318 ™ Chips verwendet.

3.2.4.9 Sequenzierung mit dem lon GeneStudio™ S5 Plus System

Die Libraries, die mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus hergestellt wurden, dienten
der Detektion von Aberrationen und wurden aufgrund der Panel-GréRRe Uber das lon GeneStu-
dio S5 Plus System sequenziert. Die Initialisierung und Sequenzierung mit dem lon GeneStu-

dio™ S5 Plus System wurde nach Herstellerangaben im lon 550™ Kit Chef User Guide
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Revision C.0 (Seiten 55-61) [61] durchgeflhrt. Der Waschschritt erfolgte bei diesem Gerat

automatisiert.

3.24.10 Analyse

Beim Sequenzierlauf (sog. Run) entstandene Rohdaten (sog. Reads) wurden auf dem lon
PGM™ Torrent Server gespeichert und durch die Torrent Suite™ Software zu BAM-Dateien
formatiert. Ein von dieser Software erstellte Datei, der sog. ,Runreport®, erméglichte die Ein-
sicht in die wichtigsten Parameter zur Beurteilung der Proben- und Datenqualitat des jeweili-
gen Laufs wie unter anderem die Beladung des Sequenzier-Chips, die Anzahl der zugeordne-
ten Reads, die durchschnittliche Read Lange und das Verhaltnis von klonalen zu polyklonal
beladenen Spheres. In der lon Reporter™ Software Version 5.18 wurden mithilfe von Software
Plugins die Sequenzierdaten gefiltert und ausgewertet. Der Abgleich der sequenzierten DNA-
Abschnitte mit einem Referenzgenom (sog. Alignment) wurde mit dem humanen Referenzge-
nom hg19 vorgenommen. Fur das Filtern der detektierten Aberrationen wurde fur das lon
Ampliseq™ Cancer Hotspot Panel v2 ein Routine-NGS-Workflow des Hamatologischen Spe-
ziallabors der Universitatsmedizin Rostock angewandt. Fir das Oncomine Comprehensive As-
say Plus Panel wurde der in der Software bestehende Oncomine Comprehensive Plus - w2.3
- DNA - Single Sample Workflow angewandt. Dabei wurde die Oncomine Extended 5.18v2
filter chain mit dem Oncomine Variant Annotator v3.2 plugin genutzt. Die Sequenzierdaten
wurden als TSV-Dateien heruntergeladen und mithilfe von Microsoft Excel analysiert und ver-
glichen. Um Calls zu detektieren und von Sequenzierfehlern zu unterscheiden, wurde fir den
Oncomine™ Comprehensive Assay Plus eine Coverage von mindestens 350 reads pro Base
festgelegt. Calls mit einer Coverage von unterhalb 350X sollten dann herausgefiltert werden,
wenn zudem die Allelabdeckung des aberranten Allels unterhalb von 10X lag. Der Cutoff fur
die Allelfrequenz des aberranten Alles (= variant allele frequency; VAF) wurde mit mindestens
20% definiert. Calls mit einer VAF < 20% wurden in der Auswertung nicht bertcksichtigt. Die
vom Hersteller empfohlene Grenze von 22 Millionen mapped Reads wurde unter Berticksich-
tigung dieser zusatzlichen Filter auf 15 Millionen mapped Reads herabgesetzt. Es wurden im
Rahmen dieser Arbeit folgende Arten von Varianten betrachtet:

Einzelnukleotidvarianten (engl.: single nucleotide variants; im Folgenden als SNV bezeichnet),
Multinukleotidvarianten (engl.: multi nucleotide variants; im Folgenden als MNV bezeichnet),
Insertionen, Deletionen und komplexe Varianten.

Um die Varianten bezlglich ihres onkogenen Effekts beurteilen zu kénnen, wurde die OncoKB
Datenbank angewandt [62]. Angaben dariber, ob eine Variante ein potenzielles Target (sog.
actionable Target) fiir eine zielgerichtete Therapie darstellt, erfolgten gemaf Marret et al. [25],
welche die Targets mithilfe der ESCAT (ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular

Targets) gemal ihrer klinischen Evidenz einstuften. Die ESCAT reicht von | bis X. (Sinngemaf
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bedeuten die Evidenzgrade: I=Target geeignet fur Implementierung in klinischen Alltag; l1=Vor-
teil durch zielgerichtete Therapie wahrscheinlich, jedoch zusatzliche Daten nétig; Il1=klinischer
Nutzen in anderen Tumoren bzw.- flr ahnliche Targets nachgewiesen; |V=praklinische Evi-
denz als potentielles Target; V=Evidenz als potentielles Co-Target; X= keine Evidenz als po-
tentielles Target [63]).

Die vom Oncomine™ Comprehensive Assay Plus ebenfalls erfassten Ergebnisse zum
Loss-of-Heterozygosity wurden separat zu den oben genannten Varianten betrachtet, es
wurde keine zusatzliche Filterung vorgenommen. Loss-of-Heterozygosity beschreibt durch so-
matische Aberration ausgeldsten Verlust eines heterozygoten Allels [64]. Loss-of-Heterozygo-
sity kann einen Verlust der copy number zur Folge haben, der als copy number loss LOH
(CNL-LOH) bezeichnet wird. Auch ein Erhalt der copy number durch Genkonversion oder Dup-
likation des verbliebenen Allels ist mdglich und wird als copy number neutral LOH (CNN-LOH)
bezeichnet. Der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus erfasst CNL-LOH und CNN-LOH flr
21 Gene, die alle Teil des HRR-Systems sind: ATM, BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, BRIP1,
CDK12, CHEK1, CHEK2, FANCL, NBN, PALB2, POLD1, POLE, PPP2R2A, PTEN, RAD51B,
RAD51C, RAD51D, RAD54L und TP53. Zusatzlich wird die sample level LOH als Mal} fir die
genomische Instabilitdt erfasst. Sie gibt den genomweiten Anteil von Loss-of-Heterozygosity
(sample level LOH) an. Das Oncomine™ Comprehensive Assay Plus erfasst zudem die Tu-
mormutationslast (kurz: TMB) als Mutationen pro Megabase (Mutationen/Mb). Als Cut-off zur
Distinktion zwischen hoher (TMB-high) und niedriger Tumormutationslast (TMB-low) wurden
10 Mutationen/Mb gewahlt. Die Qualitdtsparameter fur die TMB wurden nach Angaben des
Herstellers angewandt: War der Wert fur die Deaminierung (Deamination Score) > 60 und
zudem das Verhaltnis von C:G>T:A Substitutionen > 25%, wurde der TMB-Wert gemaf den
Herstellerangaben nicht ausgewertet. Um Defekte im DNA-Mismatch-Reparatur System zu
detektieren, wurde die DNA auf Mikrosatelliteninstabilitat untersucht. Die Mikrosatelliteninsta-
bilitat wurde mittels eines MSI-Wertes erfasst. Als Cutoff zur Distinktion zwischen mikrosatel-
litenstabil (microsatellite stable; MSS) und mikrosatelliteninstabil (microsatellite instable; MSI)
wurde der vom Hersteller fur die lon Reporter™ Software Version 5.18 empfohlene MSI-Wert
von 25 gewahlt. Die vom Oncomine™ Comprehensive Assay Plus ebenfalls erfassten Anga-

ben zur copy number variation (CNV) wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher betrachtet.
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Iv. Ergebnisse

4.1 Klinische Charakterisierung der Pilotkohorte

Initial wurden 24 Patienten als Pilotkohorte ausgewahlt. Einen Uberblick tiber die klinischen
Charakteristika liefert Tabelle 5.

Tabelle 5: Grundlegende Klinische Charakteristika der Pilotkohorte

Alter bei Erstdiagnose in Jah- 61 (44-84)

ren (Bereich)

Geschlecht weiblich 3
mannlich 21

Lokalisation Mundboden (C04) 7

(ICD-Code) Hypopharynx (C013) 4
Tonsille (C09) 3
Zunge (C02) 3
Zahnfleisch (C03) 2
Oropharynx (C10) 1
Sonstige 4

Tabakkonsum Ja 11
Nein 1
Unbekannt 12

Alkoholkonsum Ja 9
Nein 15
Unbekannt

HPV-Status Positiv 4
Negativ 12
Unbekannt 8

Tumordifferenzierung G2 15
G3
Unbekannt

Der Erfassungszeitraum erstreckt sich von 2008 bis 2020, wobei die Erstdiagnose nur flr drei
Patienten vor 2016 gestellt wurde. Von den 24 Patienten waren 21 Manner und drei Frauen.
Das mediane Alter bei Erstdiagnose betrug 61 Jahre (Bereich von 44 bis 84 Jahren). Bei den
Patienten war die haufigste Tumorlokalisation der Mundboden (sieben Patienten, 29%), ge-
folgt vom Hypopharynx (vier Patienten, 17%) und der Tonsille und Zunge (jeweils drei Patien-
ten, 12%).
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Der Raucherstatus war bei 12 Patienten bekannt, davon waren elf Patienten Raucher. Bei 15
Patienten (63%) lag keine Information zum Raucherstatus vor. Insgesamt neun Patienten
(38%) gaben regelmafigen Alkoholkonsum an, wahrend 15 Patienten (63%) einen regelma-
Rigen Alkoholkonsum verneinten.

Der HPV-Status war bei vier Patienten (16%) positiv und bei 12 Patienten (50%) negativ, wah-
rend der Status bei acht Patienten (33%) unbekannt war. Die Tumordifferenzierung war bei 15
Patienten (63%) als G2 (maRig differenziert) und bei sieben Patienten (29%) als G3 (schlecht

differenziert) eingestuft, bei zwei Patienten (8%) war das Grading unbekannt.

4.2 Sequenzierung mit dem konventionellen Panel

Zunachst musste Uberprift werden, ob die Qualitdt der aus FFPE-Material isolierten DNA
grundsatzlich flr eine NGS-Analyse ausreicht. Hierflir wurden die ersten vom Institut fir Pa-
thologie der Universitat Rostock bereitgestellten Proben mit dem im Hamatologischen Spezi-
allabor der Universitatsmedizin Rostock routinemafig angewandtem lon AmpliSeq™ Cancer
Hotspot Panel v2 sequenziert. Dieses vergleichsweise kleine, konventionelle Panel umfasst
Hotspot Regionen von 50 Genen und enthalt 207 Amplikons. Mit den Primern dieses Panels
wurde fir 22 Proben eine Library hergestellt. Mittels der gPCR war es mdglich, die DNA-Kon-
zentration der Libraries zu Gberprifen, bevor sie sequenziert wurden. Drei der 22 Proben wur-
den verworfen, da die gewunschte Library-Konzentration von mindestens 50 pM deutlich un-
terschritten wurde. Die durchschnittliche DNA-Konzentration betrug in der Gruppe der sequen-
zierten Libraries 537,69 pM, in der Gruppe der verworfenen Libraries 24,77 pM. Eine Ubersicht
uber die gPCR Ergebnisse liefert Tabelle 25 im Anhang. Folglich konnten 19 Proben von Pa-
tienten aus der Pilotkohorte mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 sequenziert
werden. Die Auswertung der Qualitdtsparameter der Sequenzierung ergab die in Tabelle 6

gezeigten Ergebnisse. Fur die vollstandige Tabelle siehe Tabelle 26 im Anhang.
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Tabelle 6: Auszug aus Sequenzierdaten mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2
NF375 57,49% 58,45% 96,62%
NF376 97,58% 98,07% 99,52%
NF377 95,65% 96,14% 99,03%
NF374 90,82% 93,72% 100,00%
NF378 97,58% 97,10% 99,03%
NF379 95,65% 95,65% 99,03%
NF380 95,65% 95,65% 99,03%
NF381 95,65% 93,24% 99,03%
NF382 98,55% 95,17% 99,03%
NF403 88,41% 82,61% 99,52%
NF406 99,52% 99,03% 99,52%
NF409 97,10% 96,62% 99,03%
NF410 90,91% 90,34% 99,03%
NF411 96,62% 92,27% 99,03%
NF412 98,07% 99,03% 99,03%
NF413 97,58% 96,14% 99,03%
NF414 69,57% 68,12% 96,62%
NF417 96,14% 84,54% 99,03%

Die uniformity of amplicon coverage gibt an, wie ausgeglichen die Amplikons sequenziert wur-
den. Der Wert wird angegeben durch den Anteil an Amplikons, deren coverage mindestens
20% der mittleren amplicon coverage betragt [65]. Nur bei drei Proben (16%) lag der Wert
unterhalb von 90%. Der Anteil an Amplikons mit mindestens 500 reads war nur bei vier Proben
(18%) kleiner 90% und nur bei zwei Proben (9%) kleiner 80%. Der Wert amplicons reading
end-to-end gibt den Anteil an Amplikons an, die vollstandig sequenziert wurden. Er betrug
durchschnittlich 98.80%. Die durchschnittliche Abdeckung der Amplikons (Amplicon
Coverage) betrug 2268 reads/Amplikon (Bereich: 1330—-4189). Mit den erzielten Sequenzie-
rergebnissen war die sichere Detektion von genetischen Varianten in 17 von 22 Proben (77%)
gut moglich (siehe Abbildung 4), sodass die Qualitat der DNA der Pilotkohorte als prinzipiell

ausreichend befunden wurde, um eine NGS-Analyse durchzufuhren.
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Proben mit Sequenzierte Auswertbare
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Abbildung 4: Auswertbarkeit der Proben bei Sequenzierung mit lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel

Die DNA-Konzentration der Library wurde mittels gPCR Uberpruft. Nur Libraries mit einer Konzentration von an-
nahernd 50 pM wurden sequenziert. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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4.3 Auswahl des komplexen Panels

4.3.1 Design Custom tNGS-Panel

Das Custom Panel wurde mithilfe des lon Ampliseq Designers [52] erstellt. Mit dieser Weban-
wendung, lassen sich Primer fur eine NGS-Analyse mit der lon Torrent Plattform designen.
Nach erfolgtem Panel Design liefert der lon Ampliseq Designer Informationen zur Panelgréfiie
(in Megabasen; Mb), zur Anzahl der benétigten Amplikons, zu der zur erwartenden Coverage
und dem Preis des Panels. Fir die detaillierte Methodik siehe 3.2.3.1. Einen Uberblick tGber

den Prozess des Designs des Custom Panels gibt Abbildung 5.

1 D . Gene aus Talrmgemt;:?d Gen Panel
ok eSlgn cBioPortal i DKFZ
Design zu gro3

58 Gene 20 Gene 281 Gene 153 Gene

2 'DESign Gene aus Target- und Gen Panel
14 071 Amplikons 89 Gene cBioPortal “"’"’"“."' DKFZ
1.2 Mb erapien

58 Gene 20 Gene 11 Gene

Gene aus Talrget- i Gen Panel
4 773 Amplikons cBioPortal th“;:'a‘"i’:n DKFZ
0,5 Mb g

31 Gene* 20 Gene* 11 Gene*

*Abdeckung teilweise auf Hotspot-Regionen begrenzt

Abbildung 5: Uberblick iiber den Prozess des Designs des Custom Panels
Abbildung erstellt mit BioRender.com

Fir das erste Design wurden zum einen Gene ausgewahlt, die in HNSCC haufig Mutationen
aufweisen. Hierfir wurden mithilfe der Webanwendung cBioPortal die Sequenzierdaten von
funf Studien [21, 38—40, 66] zusammengefasst. Die Sequenzierdaten dieser Studien setzten
sich insgesamt aus den Sequenzierdaten von 434 verschiedenen Proben zusammen, die mit
Whole Exome Sequencing bzw. Whole Genome Sequencing erhoben wurden. Gene, die in
mindestens 5% der ausgewahlten Proben mutiert waren, wurden in das Custom Panel inte-
griert. Dies waren 58 Gene (siehe Abbildung 5, Blauer Kasten). Zum anderen wurden Gene
ausgewahlt, die fir die Therapieentscheidung mit Target- und Immuntherapien relevant sind.
Dabei wurden JAK1 und JAK2 ebenso wie die Mismatch-Reparatur-Gene MLH1, MSH2,
MSH6 und PMS2 hinzugeflgt, da sie das Therapieansprechen fir die Therapie mit PD-1-Inhi-
bitoren pradiktieren [49, 67]. 14 weitere Gene wurden zur Auswahl hinzugeflgt, da sie im Falle
einer Alteration als mdgliches Ziel fir eine zielgerichtete Therapie gelten [16, 21, 68] (siehe
Abbildung 5, lila Kasten).
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Zudem wurden Gene aus Panels ausgewahlt, die im Rahmen anderer Arbeiten fir eine Se-
quenzierung von HNSCC verwendet wurden und nicht Teil der bisherigen Auswahl waren.
Dies waren zum einen 281 Gene aus dem 327-Gen-Panel des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums [69] (siehe Abbildung 5, griiner Kasten) und 153 Gene aus einem Custom Panel von
Lim, Cho et al. aus einer Machbarkeitsstudie flir NGS bei HNSCC [16] (siehe Abbildung 5,
oranger Kasten). Das erste Design umfasste somit 512 Gene. Beim Hochladen der Gene in
den lon Ampliseq Designer zeigte sich, dass das Panel zu grof3 war flr den lon Ampliseq
Designer. Fir eine vollstandige Liste der Gene des ersten Designs siehe Tabelle 27 im An-
hang.

Die GroRRe des Panels wurde daher in einem zweiten Design reduziert. Es wurden erneut die
58 Gene aus dem cBioPortal ausgewahlt, ebenso wie die Gene, die fir die Therapieentschei-
dung mit Target- und Immuntherapien relevant sind. Aus dem 327-Gen-Panel des Deutschen
Krebsforschungszentrums wurden nur die elf Gene ausgewahlt, die von Eder, Hess et al. in
[47] als die am haufigsten mutierten Gene beschrieben wurden, aber nicht Teil der 58 Gene
aus dem cBio Datensatz waren. Die 153 Gene aus dem Custom Panel von Lim, Cho et al. [16]
waren nicht mehr Teil des zweiten Designs. Das zweite Design umfasste somit noch 89 Gene
(siehe Tabelle 7). Das Design eines Custom Panels durch den lon Ampliseq Designer war
hiermit mdglich. Bei Abdeckung der kompletten kodierenden Sequenz aller Gene (CDS) ergab
sich eine Grofe von 1,2 Mb und 14 071 Amplikons waren nétig um die ausgewahlten Gene
abzudecken.

Bei einer Sequenzierung mit dem lon PGM™System unter Verwendung des Sequenzierchips
mit der groften Kapazitat von 5 Mio. Reads pro Chip (lon 318™ Chip) und der Annahme von
der herkdémmlichen Amplikon-Coverage von 500x ware die Sequenzierung von nur etwa 0,7
Proben pro Chip mdglich. Es bedurfte daher einer Reduzierung des Panels in einem dritten

Design.
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Tabelle 7: Ubersicht iiber die enthaltenen Gene im zweiten Design des Custom Panels

Gene aus Gen Panel Talrget- und
cBioPortal 74 L
therapien
TP53 PCDH15 SMARCA4 JAK1 CCND1
TTN ZFHX4 APC JAK2 DDR2
FAT1 CUBN ATRX MLH1 EPHA2
CDKN2A FAT4 KDMBA MSH2 ERBB2
NOTCH1 PLEC EGFR MSH6 FGFR1
PIK3CA AHNAK MYH11 PMS2 FGFR2
MUC16 COL22A1 PIK3R1 FGFR3
CSMD3 DNAH9 RB1 IGF1R
KMT2D EP300 ATM KRAS
SYNE1 APOB NF2 MET
LRP1B HRAS SMAD4 MYC
PCLO DNAHS NF1
DNAH5 HERC2 NRAS
USH2A ADGRV1 PTEN
FLG NAV3
NSD1 FBXW7
RYR2 MUC5B
CASP8 CREBBP
Sl SPEN
PKHD1L1 PRDM9
RELN ZNF804B
DMD FAT2
FAM135B LAMA2
KMT2C DST
XIRP2 LRP2
HUWE1 RYR3
COL11A1 SYNE2
PAPPA2 MACF1
FAT3 PCDH11X

Von allen Genen wurde in diesem Design die gesamte kodierende Sequenz abgedeckt(=CDS).
Blauer Kasten: Am haufigsten mutierte Gene in cBioPortal Datensatz [21, 38—40, 66].

Griner Kasten: Am haufigsten mutierte Gene bei Sequenzierung mit DKFZ Panel [47].

Lila Kasten: Gene Relevant fir Immuntherapie und zielgerichtete Therapie [16, 21, 49, 67, 68].

Fir das dritte Design wurde das vorherige Panel folgendermalen verkleinert: Einerseits wurde
ein Teil der Gene, die mit einer Haufigkeit zwischen 5% und 7,5% mutiert waren, aus dem

Design herausgenommen. Dadurch verringerte sich die Anzahl an Genen von 89 auf 62, siehe

31



ERGEBNISSE

Tabelle 8. Zudem wurden fiir einige Gene die Primer so gewahlt, dass nur die Hotspot-Berei-
che abgedeckt wurden. Dies war allerdings nur moglich, wenn bekannt war, dass sich die
Mutationen vor allem auf Hotspots konzentrieren (Details siehe unter 3.2.3.1). Von 22 Genen
wurde die komplette kodierende Sequenz (CDS) im Design abgedeckt, fir 40 Gene nur die
Hotspot-Bereiche. Diese Verkleinerungen des Panels ergaben eine Panelgréfe von etwa
500kb und 4800 Amplikons.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die enthaltenen Gene im dritten Design des Custom Panels

Gene aus Gen Panel Talrget- und
cBioPortal DKFZ mlar sl
therapien
TP53 RYR2 APC* JAK1T* CCND1
TTN CASP8 ATM* JAK2* DDR2
FAT1 s ATRX MLH1* EPHA2
CDKN2A* PKHD1L1* EGFR* MSH2 ERBB2*
NOTCH1* RELN* KDMG6A MSH6* FGFR1*
PIK3CA* KMT2C* MYH11 PMS2* FGFR2*
MUC16 ZFHX4* NF2 FGFR3*
CSMD3 PLEC* PIK3R1* IGF1R
KMT2D EP300* RB1* KRAS*
SYNET1 HRAS* SMAD4* MET*
LRP1B* FBXW7* SMARCA4* MYC
PCLO MUC5B* NF1*
DNAH5* CREBBP* NRAS*
USH2A* PRDM9* PTEN*
FLG* LRP2*
NSD1

Bei mit * Markierten Genen wurden die Hotspot-Bereiche abgedeckt, bei allen anderen die komplette kodierende
Sequenz (=CDS)

Blauer Kasten: Am haufigsten mutierte Gene in cBioPortal Datensatz [21, 38—40, 66].

Grlner Kasten: Am haufigsten mutierte Gene bei Sequenzierung mit DKFZ Panel [47].

Lila Kasten: Gene Relevant fir Immuntherapie und zielgerichtete Therapie [16, 21, 49, 67, 68].

Bei einer Sequenzierung mit dem lon PGM™System unter Verwendung des Sequenzierchips

mit der grofiten Kapazitat von 5 Mio. Reads pro Chip (lon 318™ Chip) und der Annahme von

der herkdmmlichen Amplikon-Coverage von 500x ware bei einem Panel dieser Grofde die Se-

quenzierung von etwa 2 Proben pro Chip mdglich. Folglich hatte das dritte Design des Custom

Panels eine GroRRe, mit der eine Sequenzierung mit dem lon PGM™ System mdglich ware.
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4.3.2 Vergleich Custom tNGS-Panel mit kommerziellen Panels

Beim Vergleich von Custom Panels mit kommerziellen Panels zeigten die kommerziellen Pa-
nels einige Vorteile. Sie sind zwar unspezifisch fir HNSCC, und damit bedarf es eines gréfe-
ren Panels, um die wichtigen Gene in HNSCC abzudecken. Allerdings sind kommerzielle Pa-
nels bereits validiert und durch Iterationen optimiert, wohingegen die Implementierung eines
Custom Panels einer sorgfaltigen Etablierung bedarf [70]. Entscheidend war jedoch, dass das
Custom Panel nur in grofRen Verpackungsgroflien ab 1000 Reaktionen erhaltlich war, wahrend
kommerzielle Panels bereits ab 24 Reaktionen verfligbar waren. Zum einen sollte aber vor der
Sequenzierung einer grof3en Kohorte zunachst nur eine deutlich kleinere Pilotkohorte sequen-
ziert werden, um dann das Panel evaluieren zu kdnnen. Zum anderen stellte eine Verpa-
ckungsgrofie von 1000 Reaktionen mit einem Preis von einem mittleren funfstelligen Betrag
einen finanziellen Aufwand dar, der im Rahmen dieser Arbeit nicht realisierbar war. Daher
wurde entschieden, fir die komplexe NGS-Analyse der Proben der Pilotkohorte ein kommer-
zielles Panel zu verwenden.

Unter den kommerziell erhaltlichen tNGS-Panels erwies sich der Oncomine Comprehensive
Assay Plus am besten geeignet. Der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus ist mit einer
Panelgréfie von 1,5 Mb und 13 473 Amplikons zwar deutlich groRer als das Custom Panel,
erfasst aber mit der Tumormutationslast (TMB) und Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) zusatzlich
prognostisch wichtige molekularbiologische Marker. Der Oncomine™ Comprehensive Assay
Plus enthalt 44 von 62 Genen, die auch im Custom Panel abgedeckt werden (siehe Abbildung
6), wohingegen der Oncomine™ Comprehensive Assay v3 nur 36 der 62 Gene abdeckt. Dar-
Uber hinaus werden TMB und MSI vom Oncomine™ Comprehensive Assay v3 nicht erfasst.
Deshalb entschied man sich fur eine Sequenzierung der Pilotkohorte mit dem Oncomine™
Comprehensive Assay Plus. Die Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay
Plus war aufgrund der Grofie des Panels nicht mit dem lon PGM™ System nicht moéglich. Da-
her wurde flr diese Arbeit leihweise das lon GeneStudio™ S5 Plus System zur Verfligung
gestellt um die Sequenzierung vornehmen zu kénnen. Abbildung 6 zeigt den Vergleich der
enthaltenen Gene im Custom Panel und Oncomine™ Comprehensive Assay Plus. Die vom
Oncomine™ Comprehensive Assay Plus ebenfalls erfassten Informationen zur Copy Number

Variation (CNV) wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht ausgewertet.
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Custom Oncomine™

Panel Comprehensive Assay Plus
TTN Sl APC  EPHA2 KDM6A NOTCH1 478 weitore G
MUC16 PKHD1L ATM  ERBB2 KMT2C NRAS weilere ene
SYNE1 1 ATRX FAT1  KMT2D PIK3CA - , .
LRP1B  RELN CASP8 FBXW7 KRAS  PIK3RH 0 I reliEienE Al
PCLO ZFHX4 CCND1 FGFR1 MET PMS2 « Tumormutationslast (TMB)
DNAH5 PLEC CDKN2A FGFR2 MLH1 PRDM9 . M|krosate”|ten|nstab|||tat
USH2A MUC5B CREBBP FGFR3 MSH2 PTEN . :
FLG  LRP2 CSMD3 HRAS MSH6 RB1 Loss of Heterozyg_os_lty
NSD1  MYH11 DDR2 IGFIR MYC  SMAD4 « Copy Number Variation
RYR2 EGFR JAK1  NF1 SMARCA4

EP300 JAK2 NF2 TP53

Abbildung 6: Vergleich der enthaltenen Gene im Custom Panel und Oncomine™ Comprehensive Assay Plus.
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44 Sequenzierung mit dem komplexen Panel

4.4.1 Klinische Charakterisierung der Patienten mit auswertbaren Sequenzierdaten
Die Sequenzierung mit Oncomine™ Comprehensive Assay Plus war fir 48 Proben von 24
Patienten geplant. Es konnten jedoch nur von elf Patienten auswertbare Sequenzierergeb-
nisse erhoben werden. Einen Uberblick Uiber die klinischen Charakteristika dieser elf Patienten
gibt Tabelle 9.

Tabelle 9: Klinische Charakteristika der Patienten mit auswertbaren Sequenzierdaten.

Alter bei Erstdiagnose 61 (44-84) 56 (44-84)
in Jahren (Bereich)
Geschlecht weiblich 3 1
mannlich 21 10
Lokalisation Mundboden (C04) 7 2
(ICD-Code) Hypopharynx (C013) 4 3
Tonsille (C09) 3 1
Zunge (C02) 3 2
Zahnfleisch (C03) 2 1
Oropharynx (C10) 1 0
Sonstige 4 2
Tabakkonsum Ja 11 5
Nein 1 0
Unbekannt 12 6
Alkoholkonsum Ja 9 3
Nein 15 0
Unbekannt 0 8
HPV-Status Positiv 1
Negativ 12 7
Unbekannt 3
Tumordifferenzierung | G2 15 6
G3 7 3
Unbekannt 2
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Von den elf Patienten, flir die Sequenzierdaten erhoben werden konnten, waren zehn Manner
und eine Frau. Der Erfassungszeitraum erstreckt sich von 2008 bis 2020, wobei der Zeitpunkt
der Erstdiagnose nur fir einen Patienten vor 2017 lag. Das mediane Alter bei Erstdiagnose
betrug 56 Jahre (Bereich von 44 bis 84 Jahren). Bei acht Patienten (73%) wurde der letzte
Tumornachweis pathologisch als ein Rezidiv beurteilt. Bei drei Patienten (27%) wurde ein Re-
zidiv vermutet, allerdings konnte eine Unterscheidung zwischen Residualtumor und Rezidiv
pathologisch nicht sicher beurteilt werden. Daher wird die Gesamtheit der letzten Tumornach-
weise im Folgenden als vRezidiv zusammengefasst. Die mediane Uberlebenszeit vom Start-
zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Endzeitpunkt Tod betrug 422 Tage. Die haufigste Tumor-
lokalisationen waren im Bereich des Hypopharynx (3 Patienten; 27%), und im Bereich der
Zunge und des Mundbodens (jeweils 2 Patienten = 18%). Bei 9 Patienten (82%) war die Tu-
mordifferenzierung (sog. Grading) bekannt, davon war das Tumorgewebe bei sechs Patienten
(67%) maRig differenziert (G2) und bei drei Patienten (33%) schlecht differenziert (G3). Die
Gruppe mit mafkig differenzierten Tumorgewebe (G2) hatte dabei nach dem Kaplan-Meier
Schéatzer ein langere mediane Uberlebenszeit (575 Tage) als die Gruppe mit schlecht differen-
ziertem Tumorgewebe (407 Tage). Der Raucherstatus war bei finf Patienten (45%) bekannt,
davon waren alle Raucher (100%). Drei der Patienten (27%) gaben regelmafligen Alkoholkon-
sum an, bei den anderen Patienten war der Alkoholkonsum unbekannt. Zur Erfassung des
HPV-Status wurde ein p16 Nachweis durchgefiihrt. Sieben Patienten (64%) waren p16 nega-
tiv, ein Patient (9%) p16 positiv, bei 3 Patienten (27%) fehlte die Angabe. Der PD-L1-Status
war bei 2 Patienten positiv, bei den Anderen wurde er nicht bestimmt. FUnf Patienten (45%)
hatten schon vorher eine andere Tumorerkrankung, drei davon erhielten im Rahmen dieser
eine Radiotherapie, bei einem der Patienten fehlte die Angabe. Folglich hatten mindestens
sieben der elf Patienten (64%) im Vorfeld der HNSCC-Erkrankung noch keine Radiotherapie
erhalten. Im Rahmen der HNSCC-Erkrankung wurden sieben Patienten (64%) vor der medi-
kamentdsen Therapie operiert, neun Patienten (82%) erhielten Radiotherapie. Die im Rahmen
der HNSCC-Erkrankung durchgefihrten medikamentésen Therapien wurden in drei Gruppen
einteilt: Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren (=PD-1-Antikérper, Nivolumab, Pembrolizu-
mab), klassische Therapie (Chemotherapie und/oder Gabe von EGFR-Antikérper (Cetuxi-
mab)) und die rein supportive Therapie. Funf Patienten (45%) erhielten Immuntherapie mit
Checkpoint-Inhibitoren und klassische Therapie, ein Patient (9%) erhielt nur klassische The-
rapie und funf Patienten (45%) erhielten reine Supportion. Fur finf der sechs Patienten, die
Immuntherapie und/oder klassische Therapie erhielten, war eine Aussage beziglich des The-
rapieansprechens moglich. Alle finf Patienten erhielten eine Kombination aus Immuntherapie
und klassischer Therapie. Davon zeigten vier Patienten ein Ansprechen (=Responder), im
Sinne einer Krankheitsstabilisierung (stable disease; SD) oder einer bildgebenden Remission

(complete- oder partial remission; CR/PR). Ein Patient zeigte kein Ansprechen auf die
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Therapie (Non-Responder), hierbei waren in der Bildgebung ein GrélRenprogress bekannter

Manifestationen beziehungsweise neue Manifestationen zu sehen.

4.4.2 Ubersicht Sequenzierdaten

Insgesamt wurde von 39 Proben eine Library mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay
Plus hergestellt. Davon wurden 16 Libraries mit dem lonChef™ Instrument hergestellt, hierbei
war vor der Sequenzierung prozessbedingt keine Kontrolle der Library-Konzentration durch-
gefuhrt worden; sodass alle 16 Libraries auch sequenziert wurden. 23 Libraries wurden mit
dem manuellen Kit hergestellt. Bei der manuellen Library-Herstellung, war eine Kontrolle der
Library-Konzentration mittels gPCR mdglich. Acht von 23 Libraries die manuell hergestellt wur-
den, konnten sequenziert werden. Es mussten 15 Libraries verworfen werden, weil die bend-
tigte Library-Konzentration von etwa mindestens 50 pM in der gPCR nicht erreicht werden
konnte. Die durchschnittliche Library-Konzentration betrug in der Gruppe der sequenzierten
Proben 56,61 pM, in der Gruppe mit den verworfenen Proben 7,92 pM. Fir die vollstandigen
Ergebnisse der gPCR siehe Tabelle 29 im Anhang. Insgesamt wurden folglich 24 Proben mit
dem OCA Plus Panel sequenziert.

Die Sequenzierung ergab bei den 24 sequenzierten Proben durchschnittlich eine Anzahl von
24,07 (£17,31) Millionen Reads pro Probe. Die durchschnittliche Basenabdeckung lag bei
2288 Reads pro Base. Bei elf Proben (46%) war die Anzahl der Reads pro Probe unter der
vom Hersteller empfohlenen Grenze von 22 Millionen mapped Reads. Bei sieben Proben
(29%) lag der Wert unter der im Rahmen dieser Arbeit definierten Grenze von ca. 15 Millionen
Reads. Diese sieben Proben wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen, somit

waren insgesamt 17 von initial 39 Proben (Erfolgsrate 43,6%) auswertbar.

Tabelle 10:  Ubersicht iiber die sequenzierten Proben mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

Libraryherstellung 23 16 39
Librarykonzentration

8 keine gPCR Unbekannt + 8
>50 pM
Sequenzierung 8 16 24
Auswertbare

7 10 17

Sequenzierdaten

Bei der manuellen Libraryherstellung wurde die DNA-Konzentration der Library mittels gPCR Uberprift. Nur Libra-
ries mit einer Konzentration von annahernd 50 pM wurden sequenziert. Bei der automatisierten Libraryherstellung
war vom Hersteller keine Kontrolle der DNA-Konzentration vorgesehen. Unter den auswertbaren Proben befand
sich eine Probe, die im Rahmen der Etablierung doppelt sequenziert wurde. Daher wurden 16 Proben ausgewer-
tet.
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Eine Probe wurde ausgeschlossen, da sie im Rahmen der Etablierung der Methode doppelt
sequenziert wurde, sodass insgesamt 16 Proben von elf der 24 Patienten fir die weitere Ana-

lyse verfligbar waren (Siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Auswertbarkeit der Proben bei Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive
Assay Plus

Bei der manuellen Libraryherstellung wurde die DNA-Konzentration der Library mittels gPCR Uberprift. Nur Libra-
ries mit einer Konzentration von annahernd 50 pM wurden sequenziert. Bei der automatisierten Libraryherstellung
war vom Hersteller keine Kontrolle der DNA-Konzentration vorgesehen. Die im Rahmen der Etablierung doppelt
sequenzierte Probe wurde in dieser Abbildung nicht bertcksichtigt.

Fur die 16 Proben war der Anteil von Amplikons mit mindestens 500 reads und Basen mit einer
Basenabdeckung von mindestens 500X durchschnittlich 86%. Der Anteil von Amplikons mit
mindestens 500 reads und Basen mit einer Basenabdeckung von mindestens 500X war in
neun Proben (56%) = 90 %, in einer Probe (6%) = 80% und in den anderen sechs Proben
(38%) 270%. Einen Uberblick Uber die Sequenzierparameter liefert Tabelle 11. Fir die voll-
standigen Daten siehe Tabelle 28 im Anhang.
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Tabelle 11:  Ubersicht iiber die Sequenzierparameter mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

Alle Proben

24,07 (£ 17,31) 66,8 (+ 31,8) 89,0 (+ 8,3)
(n=24)
Ausgewertete Pro-

31,54 (£ 15,25) . 86,2 (£ 9,4) 91,0 (£ 4,6)
ben (n=16)

Wert in Klammern gibt die Standardabweichung an. Vollstandige Tabelle siehe Tabelle 28 Anhang

Durch die 16 auswertbaren Proben lagen von funf der elf Patienten sowohl fur den Primarius
und das vRezidiv Sequenzierergebnisse vor. Fur jeweils drei Patienten lagen nur fur den Pri-
marius beziehungsweise das vRezidiv Sequenzierergebnisse vor. Die Erfassung der Mikrosa-
telliteninstabilitdt war bei allen Patienten erfolgreich. Die Erfassung der Tumormutationslast
(kurz: TMB) war bei 14 von den 16 Patienten erfolgreich. Ein Loss-of-Heterozygosity (kurz:
LOH) wurde an zwolf verschiedenen Positionen festgestellt.

Mit der unter 3.2.4.10 naher beschriebenen Filterung durch die lon Reporter™ Software Ver-
sion 5.18 mit dem Oncomine Comprehensive Plus - w2.3 - DNA - Single Sample Workflow
erhalt man unter Bertcksichtigung der Variantentypen SNV, MNV, Insertionen, Deletionen und
komplex, eine Gesamtanzahl von 4473 unterschiedlicher, detektierter Varianten, verteilt auf
die 16 Proben. Durch das Herausfiltern von Calls mit einer variant allele frequency (VAF) un-
terhalb von 20% verringert sich die Anzahl unterschiedlicher, detektierter Varianten auf 85.
Aus diesen 85 Varianten wurden 27 Varianten identifiziert, die gemafl OncoKB einen onkoge-
nen Effekt haben und/oder ein potenzielles therapeutisches Target darstellen. Da in den ver-
schiedenen Proben einige gleiche Calls detektiert wurden, betragt die Gesamtanzahl 108
Calls. Davon wurden 59 Calls in der Primarius Gruppe und 49 Calls in der vRezidiv Gruppe
detektiert. Von den 108 Calls waren 83 SNV, 6 MNV, 4 Insertionen, 4 Deletionen und 11 kom-
plexe Varianten. Bei 32 der 108 Calls lag die Coverage unterhalb von 350X. Da jedoch bei
keinem Call die Coverage des aberranten Allels unterhalb von 10X lag, wurden sie bei der
Auswertung beibehalten. Eine Ubersicht tiber die Anzahl der Calls pro Gen fiir alle Patienten
mit auswertbaren Proben gibt Tabelle 12.
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Tabelle 12:  Anzahl der Calls pro Gen fiir alle Patienten mit auswertbaren Proben

Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Pat. | Weil%: 0 Calls

201 | 198 | 211 | 220 | 184 | 182 | 200 | 229 | 227 | 232 | 161 | Hellblau: 1 Call
Gen PRPRLIRPRPRPRPRPRPRPRPR Dunkelblau: 2 Calls
TP53 ] P: Primarius-Probe

MAML3 - R: vRezidiv-Probe
KMT2D Die grau hinterlegten

NOTCH1 Proben wurden nicht

sequenziert.
TPMT - Alle detektierten Calls

NTRK1 mit VAF > 20%.
ZMYM3

CSMD3
FANCC
HLA-A ||
ZFHX3
ATRX
BRCA2
CDKN2A B
CUL4B
CYP2D6
ERAP1
HLA-B
IDH2
NOTCH3
RMDN2-AS1
TERT
USP40
APC
ASXL1
ATR

AXL
BRCA1
CDKN2B
COG1
CREBBP
DCAF4L2
DICER1
EP300
FGFR1
GHR
LRCH2
MSH3
MTERF4
MYCN
OR4C3
PHF6
PIK3CA
POLD1
PRKAR1A
PTEN
QRSL1
RAD52
RASA1
RECQL4
SMAD4
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Insgesamt wurden acht unterschiedliche Calls in mehr als einem Patienten detektiert, sechs
der acht Calls wurden in jeweils 2 verschiedenen Patienten detektiert, zwei der acht Calls wur-
den in jeweils drei verschiedenen Patienten detektiert. Eine Ubersicht dieser Calls gibt Tabelle
13. Die Varianten hatten jedoch gemall OncoKB weder einen bekannten onkogenen Effekt

noch galten sie als mogliches Target flr eine zielgerichtete Therapie.

Tabelle 13: Ubersicht iiber Calls, die bei mehreren Patienten detektiert wurden

KMT2D NM_003482.4 c.11791C>T 3
NTRK1 NM_002529.3 c.1810C>T 3

TPMT NM_000367.5 C.719A>G 2

TPMT NM_000367.5 c.460G>A 2
RMDN2 NM_144713.5 c.776G>A 2
ZMYM3 NM_201599.3 C.2447C>T 2
ZFHX3 NM_006885.4 €.9610_9611insC 2
MAML3 NM_018717.5 * 2

*=c.1455_1506delACAGCAACAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGIns-
GCAGCAACAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAA
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4.4.3 Mutierte Gene

Bei der Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus wurde Uber alle 16
Proben hinweg 108 Varianten in insgesamt 51 unterschiedlichen Genen detektiert. Die am
haufigsten mutierten Gene waren dabei TP53 (in 8 von 16 Proben mutiert, 50%) , MAML3
(44%), KMT2D (38%), NOTCH1 (38%) und NTRK1 (25%). Bei den acht sequenzierten Proben
des ersten Tumornachweis waren die drei am haufigsten mutierten Gene TP53 (63%), KMT2D
(50%), NOTCH1 (50%), bei den acht sequenzierten Proben des letzten Tumornachweises
waren es MAML3 (63%), TP53 (38%) und unter Anderem TPMT (25%). Eine Ubersicht tiber

die am haufigsten mutierten Gene und die Verteilung der Mutationen zwischen erstem und

letzten Tumornachweis gibt Tabelle 14.

Tabelle 14:

Mutationsfrequenz der mutierten Gene

50,00% 62,50% 37,50%
43,75% 25,00% 62,50%
37,50% 50,00% 25,00%
37,50% 50,00% 25,00%
25,00% 25,00% 25,00%
18,75% 25,00% 12,50%
18,75% 25,00% 12,50%
18,75% 12,50% 25,00%
18,75% 37,50% 0.00%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 25,00% 0,00%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 0,0% 25,00%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 25,00% 0,00%
12,50% 25,00% 0,00%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 12,50% 12,50%
12,50% 12,50% 12,50%

Vollsténdige Tabelle siehe Tabelle 30 im Anhang.
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4.4.4 Actionable Targets

Die detektierten Varianten wurden daraufhin untersucht, ob sie gemaR Marret et al. in [25] als
»actionable“ Targets werden und somit also ein potentielles Ziel fir eine zielgerichtete Therapie
darstellen. Dabei wurden 19 Varianten gefunden, die als potenzielles Target in HNSCC-Pati-
enten fungieren kdnnten, siehe Tabelle 15 und Tabelle 16. Mit der Variante ¢.216C>A im
CDKN2A Gen wurde in einem rezidivierten Tumor ein Target identifiziert, welche in
ESCAT-Level IIA eingestuft wurde. Des Weiteren wurden mit den Varianten
¢.10095_10095delCinsGAATTATATCT in BRCA2, c.4102_4103delGCinsTA in BRCAT1,
¢.3140A>G in PIK3CA und ¢.195C>G in PTEN vier Varianten detektiert, die zum ESCAT-Level
IlIA eingestuft wurden. Die anderen detektierten ,actionable” targets, hatten einen niedrigeren

Grad klinischer Evidenz oder wurden von Marret et al. nicht eingestuft [25].
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Tabelle 15: Onkogene und/oder Actionable Mutationen in Patienten mit Sequenzierergebnissen von Primarius und vRezidiv
ATRX NM_000489.6 c.1171C>T Nonsense Likely Oncogenic 1 0 nein -
BRCA2 NM_000059.4 ©-10095_10085delCins Insertion Likely Oncogenic 1 1 ja A
- GAATTATATCT
FANCC NM_000136.3 C.276G>A Nonsense Likely Oncogenic 1 1 nein -
HLA-A NM_001242758.1 c.538_539delTTinsCA Missense Likely Oncogenic 0 1 nein -
HLA-A NM_001242758.1 | ¢.538_539delTTinsCG Missense Likely Oncogenic 0 1 nein -
NOTCH1 NM_017617.5 c.1093C>T Missense Likely Oncogenic 1 1 ja keine Angabe
NOTCH1 NM_017617.5 0:6159_6109delCAAA- Deletion Oncogenic 1 0 ja keine Angabe
GATATGC
NOTCH3 NM_000435.3 c.2405G>A Nonsense Likely Oncogenic 1 0 nein -
PIK3CA NM_006218.4 c.3140A>G Missense Nicht verfligbar 1 0 ja A
RECQL4 NM_004260.4 €.2296+1C>G Splice_Site Likely Oncogenic 1 0 nein -
TERT NM_198253.3 c.-124C>A 5'Flank Oncogenic 1 0 ja keine Angabe
TERT NM_198253.3 c.-138CC>TT 5'Flank Oncogenic 0 1 ja keine Angabe
TP53 NM_000546.6 c.1024C>T Nonsense Likely Oncogenic 1 1 ja V
TP53 NM_000546.6 c.832C>T Missense Likely Oncogenic 1 0 ja Vv
TP53 NM_000546.6 c.711G>A Missense Likely Oncogenic 1 0 ja V
TP53 NM_000546.6 c.583A>T Missense Likely Oncogenic 1 0 ja \%
ZFHX3 NM 006885.4 c.2379_?385de|CTCG Deletion Likely Oncogenic 1 0 nein -
- CCGinsCGCCC

Die Angaben zum Effekt der Varianten sind gemaR OncoKB [62], die Informationen in den Spalten Actionable? und Evidenz sind entsprechend Marret et al. [25].Die Einteilung der
Mutationen als potentielles Target gemaf ESCAT reicht von | bis V: Sinngemaf I=Target geeignet fir Implementierung in klinischen Alltag; [I=Vorteil durch zielgerichtete Therapie
wabhrscheinlich, jedoch zusatzliche Daten nétig; Ill=klinischer Nutzen in anderen Tumoren bzw- fiir dhnliche Targets nachgewiesen; I[V=praklinische Evidenz als potentielles Target;
V=Evidenz als potentielles Co-Target[63]
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Tabelle 16:  Onkogene und/oder actionable Mutationen in Patienten mit nur einem Sequenzierergebniss von Primarius oder vRezidiv

TP53 NM_000546.6 C.854A>T Missense Oncogenic 1 0 Ja \Y,
TP53 NM_000546.6 C.742C>T Missense Likely Oncogenic 1 0 Ja V
TP53 NM_000546.6 c.535C>T Missense Likely Oncogenic 0 1 Ja V
TP53 NM_000546.6 c.469G>T Missense Likely Oncogenic 0 1 Ja \%
CDKN2A | NM_001195132.2 c.216C>A Nonsense Likely Oncogenic 0 1 Ja 1A
BRCA1 NM_007294.4 €.4102_4103delGCinsTA Nonsense Likely Oncogenic 0 1 Ja A
SMAD4 NM_005359.6 c.413C>A Nonsense Likely Oncogenic 0 1 Nein -
KMT2D NM_003482.4 c.10841C>G Nonsense Likely Oncogenic 1 0 Ja Keine Angabe
PTEN NM_000314.8 c.195C>G Nonsense Likely Oncogenic 1 0 Ja A
NOTCH1 NM_017617.5 c.561delG Deletion Oncogenic 1 0 Ja Keine Angabe

Die Angaben zum Effekt der Varianten sind gemafl OncoKB [62], die Informationen in den Spalten Actionable? und Evidenz sind entsprechend Marret et al. [25].Die Einteilung der
Mutationen als potentielles Target gemaR ESCAT reicht von | bis V: Sinngemal I=Target geeignet fir Implementierung in klinischen Alltag; l1=Vorteil durch zielgerichtete Therapie
wahrscheinlich, jedoch zusatzliche Daten nétig; IlI=klinischer Nutzen in anderen Tumoren bzw- fiir dhnliche Targets nachgewiesen; IV=praklinische Evidenz als potentielles Target;
V=Evidenz als potentielles Co-Target; X= keine Evidenz als potentielles Target [63]
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4.4.5 Vergleich der Primarius- und vRezidiv-Proben

Insgesamt lagen von 16 Proben auswertbare Sequenzierergebnisse vor. Davon gehdrten acht
Proben der Gruppe der Primarier und acht Proben der Gruppe vRezidiv an. In der Gruppe der
Primarius-Proben wurden mehr Varianten detektiert (59 Calls) als in der Gruppe der vRezidiv
Proben (49 Calls). Die Differenz der Mutationsfrequenz der einzelnen Gene zwischen den zwei
Gruppen betrug im Mittel 12,99%. Bei den Genen MAML3 und ZFHX3 war diese Differenz mit
jeweils 37,50% am groRten (Siehe Tabelle 14, vollstandige Tabelle siehe Tabelle 30 im An-
hang).

Fir MAML3 lag die Mutationsfrequenz in der Gruppe der Primarier bei 25% und in der Gruppe
vRezidiv bei 62,50%. Fur ZFHX3 lag die Mutationsfrequenz in der Gruppe der Primarier bei
37,5%, und in der Gruppe vRezidiv bei 0%. Eine Ubersicht tGiber die mutierten Gene bei den
einzelnen Patienten geben Abbildung 8 und Abbildung 9.

Far fanf Patienten lagen Sequenzierergebnisse vom Primarius und vom vRezidiv vor. Hierbei
zeigen sich hinsichtlich der mutierten Gene Unterschiede in den Mutationsmustern zwischen
den Primarius- und vRezidiv-Proben. Wahrend bei zwei Patienten eine geringe Zunahme der
Anzahl an mutierten Genen in den Rezidivproben festgestellt wurde, war bei drei Patienten
eine Reduktion der Anzahl mutierter Gene festzustellen. Insbesondere bei den Patienten Num-
mer 201 und 220 wurden in der vRezidiv-Probe deutlich weniger mutierte Gene festgestellt als
in der Primarius Probe. Uber die finf Patienten mit zwei auswertbaren Proben wurden 66 Calls,
verteilt auf 51 verschiedene Varianten detektiert. Es wurden dabei 28 der 66 Calls (42,4%)
sowohl im Primarius als auch im vRezidiv detektiert. Hiervon wurden vier verschiedene Vari-
anten identifiziert, fir die laut OncoKB [21] ein onkogener Effekt bekannt war (siehe Tabelle
15). Von den 66 Calls wurden 27 Calls (40,9%) nur in den Primarius-Proben detektiert. Hiervon
wurden zehn Varianten identifiziert, fir die laut OncoKB [62] ein onkogener Effekt bekannt war.
EIf Calls traten neu in der Gruppe vRezidiv auf, hiervon war laut OncoKB [62] fiir drei Varianten
ein onkogener Effekt bekannt (siehe Tabelle 16). Fur sechs der elf Patienten lag jeweils nur
das auswertbare Sequenzierergebniss von einer Probe vor. Hiervon gehdrten jeweils drei Pro-
ben zur Gruppe Primarius und vRezidiv. In dieser Gruppe wurden insgesamt 42 Calls detek-
tiert, wovon zehn Varianten identifiziert wurden, fur die laut OncoKB [62] ein onkogener Effekt
bekannt war (Siehe Tabelle 16). Dabei wurden in der Gruppe vRezidiv mehr Calls (23 Calls)
detektiert, als in der Gruppe der Primarius-Proben (19 Calls). Exemplarisch ist in Abbildung 10
der Lollipop-Plot des TP53 Gens mit den Uber alle 16 Proben verteilten detektierten Varianten
dargestellt. Der Lollipop Plot zeigt eine schematische Darstellung des Gens mit den detektier-

ten Varianten im Verhaltnis zu den Aminosauren Positionen, flr welche das Gen kodiert.
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Patient Nr. 201

Patient Nr. 198

Patient Nr. 211

Patient Nr. 220
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Primarius

Primarius
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1

MYCN

USP40
1
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ZFHX3 ATR
1 1 cswmD3

1

FANCC
1

KMT2D
1

TP53 APC

PIK3CA
1

BRCA2
1

RMDN2-AS

ZFHX3 ATRX

1 1

TP53
1

1

CSMD3

1

CuL4B

RECQLA MAML3
QRSL1 LRCH2 1 1
1 1
MA:ALJ PRK1AR1A NO'I;CHS NO':CH1 NO'I;CH1 IDH2 CREfBP P}-:Fs No:cm
1
n=3 n=3 n=13 n=9 ! n=13
vRezidiv vRezidiv vRezidiv vRezidiv vRezidiv
CDKN2B
ZMYM3 P
TERT ER.:\P1 FANCC 2 CSMD3
1
cuL4B
USP40 KmT20| IDH2 BRCA2 1
1 1 1 1 TPMT
2
RA1SA1 KM;I'ZD AL
1
: _4 3 ; NQ':CH‘I
n=5 n= n=2 n=2 1 n=11
= APC =« ASXL1 = ATR ATRX = AXL = BRCA1 = BRCA2 = CDKN2A = CDKN2B
= COG1 = CREBBP = CSMD3 » CUL4B CYP2D6 DCAF4L2 DICER1 = EP300 = ERAP1
= FANCC » FGFR1 = GHR = HLA-A = HLA-B = |DH2 = KMT2D LRCH2 MAML3
MSH3 MTERF4 MYCN s NOTCH1 = NOTCH3 s NTRK1 = OR4C3 = PHF6 = PIK3CA
= POLD1 PRKAR1A PTEN QRSL1 RADS2 RASA1 = RECQL4 = RMDN2-AS1 = SMAD4

Abbildung 8: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patienten mit auswertbarer Primarius- und vRezidiv-Probe.
N=Anzahl| der Mutationen pro Probe. Gréf3ere Ansicht siehe Abbildungen 11-13 im Anhang. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Patient Nr. 182 Patient Nr. 200 Patient Nr. 229 Patient Nr. 227 Patient Nr. 232 Patient Nr. 161
Primarius Primarius Primarius Primarius Primarius Primarius
ZMYM3 CYP2D6
ZF:!XS KMT2D 1 1 PIFN EF.?DD
' TP‘53 FG:R1
A A keine keine keine
auswertbare auswertbare auswertbare
RMDN2-AS HLA-B
1 7 [ roon kM0 Probe Probe Probe
TP53 RADS52 NOTCH3 KMT2D
1 1 1 NTI:K1
n=4 n=9 n=5
vRezidiv vRezidiv vRezidiv vRezidiv vRezidiv vRezidiv
TPMT CDKN2A VS ASKLA
2 1 1
TP53
1
keine keine keine o cour \
auswertbare auswertbare auswertbare surDs »
Probe Probe Probe '
ORACS DCAF4L2
NOTCH1 DICER1
1 1
MAML3 HLAA
1 MA1ML3 MAIZVIL3
n=11 n=11 n=2

= APC = ASXL1 « ATR ATRX = AXL = BRCA1 = BRCA2 = CDKN2A = CDKN2B
= COG1 s CREBBP s CSMD3 =« CUL4B CYP2D6 DCAF4L2 DICER1 EP300 ERAP1
s FANCC = FGFR1 = GHR = HLA-A = HLA-B u |DH2 KMT2D LRCH2 MAML3

MSH3 MTERF4 MYCN s NOTCH1 s NOTCH3 s NTRK1 = OR4C3 s PHF6 s PIK3CA
= POLD1 PRKAR1A PTEN QRSL1 RADS2 RASA1 = RECQL4 = RMDN2-AS1 = SMAD4

Abbildung 9: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patienten mit nur einer auswertbaren Probe
N=Anzahl der Mutationen pro Probe. GréRRere Ansicht siehe Abbildungen 14-16 im Anhang. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Abbildung 10: Lollipop Plot mit allen detektierten Varianten im TP53 Gen
Der graue Balken stellt das gesamte Protein entlang der X-Achse mit den verschiedenen Aminosaurepositionen (aa) dar. Die farbigen Kasten stellen spezifische funktionelle Do-
manen des TP53dar (Grin: Transaktivierungsdomane; Rot: DNA-Bindungsdomane; Blau: Tetramerisierungsdomane) Jede Position mit einer Mutation erhalt einen Kreis, die Hohe

der Linie hangt von der Anzahl der an diesem Codon entdeckten Mutationen ab. Abbildung erstellt mit cBioPortal [71, 72].
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4.4.6 Vergleich klinischer Gruppen

Zum Vergleich der klinischen Gruppen ist anzufiihren, dass es sich aufgrund der kleinen Grup-
pengrofRe der Pilotkohorte bei den Vergleichen lediglich um eine deskriptive Betrachtung der
Sequenzierergebnisse handelt. Um statistisch signifikante Unterschiede nachzuweisen, ist

eine Ausweitung der Pilotkohorte zu gréfieren Kohorten nétig.

4.4.6.1 Vergleich nach HPV-Status

Der HPV-positive Patient wies im Mittel weniger detektierte Calls (4 Calls pro Probe) auf als
die Gruppe der HPV-negativen Patienten (6,45 Calls pro Probe). Auch die Anzahl an detek-
tierten Varianten mit bekanntem onkogenen Effekt war beim HPV-positiven Patienten mit zwei
Varianten pro Probe etwas geringer als in der Gruppe der HPV-negativen Patienten mit durch-

schnittlich 2,18 onkogenen Varianten pro Probe.

4.4.6.2Vergleich der Patienten nach Tumordifferenzierung

Die Gruppe mit Tumordifferenzierungsgrad G2 wies im Mittel mehr detektierte Calls (8,22 Calls
pro Probe) als die Gruppe mit der Tumordifferenzierungsgrad G3 (4,00 Calls pro Probe). Auch
die Anzahl an detektierten Varianten mit bekanntem onkogenen Effekt war bei der Gruppe mit
Tumordifferenzierungsgrad G2 mit durchschnittlich 2,33 Varianten pro Probe etwas héher als
in der Gruppe mit dem geringeren Tumordifferenzierungsgrad G3 mit durchschnittlich 1,43
Varianten pro Probe.

Tabelle 17:  Vergleich der Patienten nach Tumordifferenzierung

8,22 4,00

2,33 1,43
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4.4.6.3 Vergleich der Patienten nach Therapie

Bei der Gruppe der Patienten, die Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren und klassische
Therapie erhielten wurden im Mittel weniger Calls pro Probe detektiert (5,50 Calls pro Probe),
als in der Gruppe der Patienten die reine Supportion erhielten (8,38 Calls pro Probe) und mehr
Calls als beim Patienten der klassische Therapie ohne zusatzliche Immuntherapie erhielt (4
Calls pro Probe). Die Gruppe die reine Supportion erhielt wies zudem mit durchschnittlich 2,25
Varianten pro Probe auch am meisten Varianten auf, fir die ein onkogener Effekt bekannt war.
Die Gruppe, die Immuntherapie und klassische Therapie erhielt, wies durchschnittlich 2,00
bekannte onkogene Varianten pro Probe auf, der Patient der nur klassische Therapie erhielt
durchschnittlich 0,5 bekannte onkogene Varianten pro Probe.

Tabelle 18:  Vergleich der Patienten nach medikamentdser Therapie
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4.4.6.4Vergleich der Patienten nach Therapieansprechen

Der einzige Patient bei dem kein Ansprechen auf die Therapie registriert wurde (Non-Respon-
der) zeigte mit finf detektierten Calls pro Probe und einer detektierten Variante mit bekanntem
onkogenen Effekt pro Probe keine wesentlichen Unterschiede verglichen mit der Gruppe der
Responder mit durchschnittlich 6,87 detektierten Calls pro Probe und 1,93 detektierten Vari-

anten mit bekanntem onkogenen Effekt pro Probe.

Tabelle 19:  Vergleich der Patienten nach Therapieansprechen

4.4.6.5Vergleich der Patienten nach PD-L1 Status

Die Patienten mit positivem PD-L1 Status wiesen im Mittel mehr detektierte Calls pro Probe
(8,00 Calls pro Probe) auf als die Patienten mit unbekanntem PD-L1 Status (6,57 Calls pro
Probe). Auch die Anzahl an Varianten mit bekanntem onkogenen Effekt war bei den PD-L1
positiven Patienten durchschnittlich etwas groer (2,50 Varianten pro Probe) als bei den Pati-
enten mit unbekanntem PD-L1 Status (2,10 Calls pro Probe).

Tabelle 20:  Vergleich der Patienten nach PD-L1-Status

4.4.6.6 Vergleich der Patienten nach Vorbehandlung mit Radio-/Chemotherapie

Drei Patienten hatten bereits vor der HNSCC-Erkrankung im Rahmen einer anderen Tumor-
erkrankung Radio-/Chemotherapie erhalten und wiesen mit durchschnittlich 8,75 Varianten pro
Probe mehr Varianten pro Probe auf als die Gruppe von Patienten, die vor der HNSCC-Er-
krankung noch keine Radiotherapie erhielt mit 6,36 Varianten pro Probe. Die Anzahl an detek-
tierten Varianten mit bekanntem onkogenen Effekt war bei beiden Gruppen mit durchschnittlich
jeweils zwei Varianten pro Probe identisch.
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4.4.7 Tumormutationslast und Mikrosatelliteninstabilitat

Der TMB-Wert lag bei zwei von 16 Proben (12,5%) oberhalb des Grenzwertes von zehn Mu-
tationen/Mb, der Tumor galt in dieser Gruppe als TMB-high. Die Proben stammten beide aus
einem Primarius. Der Mittelwert in dieser Gruppe betrug 10,89 Mutationen/Mb. Die gematchten
Proben aus der Gruppe vRezidiv konnten nicht erfolgreich sequenziert werden, sodass keine
zugehorigen TMB-Werte der Rezidive zu den zwei Proben vorliegen. Einer der zwei Patienten
mit TMB-high Status wies mit 209 Tagen die kiirzeste Uberlebenszeit nach Erstdiagnose auf.
Der andere Patient mit TMB-high Status war zum Zeitpunkt der DatenbankschlieBung noch
am Leben (Zeit Erstdiagnose — Datenbankschluss 288 Tage). Bei 12 von 16 (75%) Proben lag
der TMB-Wert unterhalb von zwei, der Tumor galt in dieser Gruppe als TMB-low. Der Mittelwert
in dieser Gruppe betrug 5,78 Mutationen/Mb. Bei zwei von 16 Proben (12,5%) war trotz erfolg-
reicher Sequenzierung der TMB-Wert nicht auswertbar, da fir die Qualitatsparameter Deami-
nierungswert und Verhaltnis von C:G>T:A Substitutionen, die erforderlichen Werte nicht erfullt
wurden.

Bei allen ausgewerteten Proben lag der MSI Wert unterhalb von 25. Alle Tumore galten somit
als mikrosatellitenstabil (MSS). Der MSI-Wert betrug im Mittel 3,69.
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4.4.8 Loss of Heterozygosity

Die Auswertung der Loss of Heterozygosity (LOH) war bei elf von 16 Proben (69%) mdglich.
Dadurch lagen fur insgesamt neun Patienten (82%) Informationen zum LOH-Status vor. Es
wurde bei sechs Patienten an mindestens einer Position ein Loss of Heterozygosity festge-
stellt. Uber alle Proben verteilt wurde an 12 verschiedenen Positionen 31-mal ein LOH detek-
tiert. Bei allen betroffenen Genen handelt es sich gemall OncoKB um ein Tumorsuppressor-
gen, mit Ausnahme von RAD54L [62]. Der Effekt des LOH war bei allen Genen ein
Loss-of-Function. Es zeigte sich 12-mal ein LOH mit copy number loss (CNL-LOH) und 15-mal
ein LOH mit einer neutralen copy number (CNN-LOH). Dabei wurde im ATM und CHEK1 Gen
bei einem Patienten ein Loss-of Heterozygosity registriert, obwohl die copy number drei be-
trug. Eine Ubersicht Uber die LOH-Ergebnisse liefert Tabelle 21.

Tabelle 21: Positionen mit detektiertem Loss of Heterozygosity

PPP2R2A 8p21.2 26150700 26227954 1 0
CHEK2 229121 29083868 29130729 1 0
BRCA2 13913.1 32890491 32972932 0 2
RAD51D 17912 33427950 33433499 0 1
RAD54L 1p34.1 46714017 46743978 0 1
POLD1 19q13.33 50902079 50921235 0 1
RAD51B 14924 .1 68290164 69061406 0 1
PTEN 10923.31 89623659 89725309 1 2
NBN 8qg21.3 90947783 90996842 1 0
ATM 11922.3 108098341 108236285 3 3*
CHEK1 11924.2 125496639 125525271 3 3*
BARD1 2935 215593375 215674382 2 1

*Jeweils eine Probe mit Copy Number Gain mit copy number =3 anstelle copy number neutral LOH mit copy num-
ber=2; CNL: Copy Number Loss; CNN: Copy Number Neutral

Einen Uberblick Giber den Anteil von Loss-of-Heterozygosity am gesamten Genom einer Probe
(Sample Level LOH) als MaB} fur Genomische Instabilitat liefert Tabelle 22. Der Anteil der
Sample Level LOH betrug durchschnittlich 20,3%.
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Tabelle 22: Ubersicht iiber die Sample Level LOH

184 39,7*
201 Na
198 0,0
229 12,9
200 38,4
211 18,5
161 Na
182 35,4
220 0,7
227 6,4
232 30,4

*Die sample level LOH von Patient Nr.184 als einziger Patient mit 2 Proben wurde der Ubersichtlichkeit wegen
Gemittelt.

Von einem Patienten (Patientennummer 184) war sowohl fir die Primarius-Probe als auch fur
die vRezidiv-Probe die Auswertung des LOH-Status verfligbar. In der Primarius-Probe wurden
auf 11922.3, 11924.2, 1p34.1 und 17912 die in Tabelle 21 aufgefuhrten CNN-LOH festgestellt.
Bis auf den Verlust auf 17q12 zeigten sich in der vRezidiv-Probe alle LOH, die auch in der
Primarius-Probe detektiert wurden. Zusatzlich wurden die in Tabelle 21 aufgefiihrten CNN-
LOH auf 14924.1 und 10923.31 detektiert. Die sample level LOH betrug in der Primarius und
vRezidiv Probe 30,8% und 48,7%.
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V. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Durchflihrbarkeit einer komplexen NGS-Analyse bei HNSCC an-
hand einer Pilotkohorte untersucht. Durch eine einheitliche, erweiterte molekulare Diagnostik
bei HNSCC soll die Identifikation prognostischer und therapeutisch relevanter Biomarker er-
maoglicht werden. Mithilfe dieser Biomarker soll perspektivisch durch eine verbesserte Patien-
tenstratifizierung und die Anwendung neuer zielgerichtete Therapien die aktuell schlechte
Prognose von Patienten mit HNSCC verbessert werden. Dies gilt insbesondere flir Patienten
in der rezidivierten Situation. Wahrend konventionelle NGS-Analysen bereits gut etabliert sind,
zielt diese Arbeit auf die Anwendung komplexerer Panels ab, die umfassendere Informationen
Uber genomische Aberrationen oder genubergreifende Marker wie Tumormutationslast und
den Mikrosatellitenstatus liefern konnen. Dies stellt insbesondere bei der Analyse von
FFPE-Material eine besondere Herausforderung dar. Zunachst sollte ein solches komplexes
Panel identifiziert werden, wofilr ein HNSCC spezifisches Custom Panel designt und mit den
kommerziellen Panels hinsichtlich der Durchflhrbarkeit verglichen wurde. Mit dem ausgewahl-
ten Panel wurde dann die DNA der Pilotkohorte sequenziert. Dabei wurde Uberprift, ob die
aus FFPE-Material gewonnene DNA fur komplexe NGS-Analysen geeignet ist und ob die Aus-
wertung der Sequenzierdaten die Identifikation prognostischer und therapeutisch relevanter
Biomarker ermdglicht. Die folgende Diskussion wird die erhobenen Ergebnisse im Kontext der

Zielstellung und aktueller wissenschaftlicher Erkenntnisse naher beleuchten.

51 Pilotkohorte

Die Pilotkohorte stellt eine besondere Kohorte an HNSCC-Patienten dar, da im Verlauf bei fast
allen Patienten ein Rezidiv festgestellt wurde. Lediglich bei drei Patienten (27%) konnte ein
vermutetes Rezidiv pathologisch nicht sicher bestatigt werden. Die Auswahl von Patienten mit
fortgeschrittenem HNSCC erfolgte bewusst, da tumoribergreifend Immuncheckpoint-Inhibito-
ren und zielgerichtete Therapie bisher vor allem in der rezidivierten und metastasierten Situa-
tion angewandt werden. Zudem kénnen durch das Vorhandensein mehrerer Proben im Krank-
heitsverlauf erworbene Resistenzmechanismen erkannt werden. Das mediane Alter bei Erst-
diagnose betrug 56 Jahre, und war damit geringer als das deutschlandweite mediane Erkran-
kungsalter fur Kopf-Hals-Tumoren mit 64 Jahren bei Mannern und 66 Jahren bei Frauen [17].
Manner haben ein 2-4-fach erhdhtes Risiko an HNSCC zu erkranken [73]. Das Verhaltnis von
Mannern zu Frauen betrug dagegen in der Pilotkohorte 10 zu 1. Alle Patienten, fur die der
Status beziglich Tabak- bzw. Alkoholkonsum bekannt war, gaben einen Konsum an. Dies
unterstreicht den bekannten, grof3en Einfluss von Tabak -und Alkoholkonsum fiir die Entste-
hung von HNSCC. Rauchen gilt als Hauptrisikofaktor fur HPV-negatives HNSCC und auch der
Konsum von Alkohol gilt als wichtiger Risikofaktor [73]. Dartber hinaus konnte ein synergisti-

scher Effekt fir Rauchen und Alkoholkonsum festgestellt werden. Die drei haufigsten
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Lokalisationen in der Pilotkohorte waren Hypopharynx (n=3), Zunge (n=2) und Mundboden
(n=2), wohingegen die meisten Kopf-Hals-Tumoren im Oropharynx lokalisiert sind. Dies erklart
auch die niedrige Anzahl an HPV-positiven Patienten (n=1) in der Kohorte im Vergleich zu den
HPV-negativen (n=7), da tber 70% der Oropharynxkarzinome mit einer HPV-Infektion assozi-
iert sind [20], wahrend die Pravalenz von positivem HPV-Status in den restlichen Lokalisatio-
nen von HNSCC deutlich geringer ist [74]. Der HPV-Status war flr drei Patienten nicht be-
kannt. Da der HPV-Status aber hinsichtlich der molekularen Charakteristik und der Prognose
eine entscheidende Rolle spielt [19, 21, 74], gilt es bei einer Ausweitung der Kohorte den
HPV-Status von allen Patienten zu erfassen. Gleiches gilt fir den PD-L1 Status. Er war nur flr
zwei Patienten (18%) bekannt. Fur die Immuntherapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren ist der
PD-L1-Status von entscheidender Bedeutung [48, 49, 67] und gemal der aktuellen
AWMPF-Leitlinie fir das Mundhéhlenkarzinom (Stand 09/2024) therapieentscheidend [28]. Eine
mogliche Erklarung des niedrigen Anteils an Patienten mit bekanntem PD-L1 Status liefert der
Erkrankungszeitraum der Kohorte von 2008 bis 2019. Eine Erfassung des PD-L1 Status ge-
horte zu dieser Zeit noch nicht zum Standard. Die Daten werden demnach in Zukunft vollstan-
diger sein und sind flr zukinftige Kohorten insbesondere flr Aussagen beziiglich der Therapie
mit Immuncheckpoint-Inhibitoren unabdingbar. Der Differenzierungsgrad der HNSCC war in
der gesamten Kohorte maRig (G2) bis schlecht (G3). Dies geht mit den deutschlandweiten
erfassten Daten einher: Nur eine Minderheit der Kopf-Hals-Tumoren sind gut differenziert [17].
Es ist davon auszugehen, dass der Differenzierungsgrad bei rezidivierten Tumoren schlechter
ist.

Um signifikante Aussagen, besonders beim Vergleich der klinischen Gruppen treffen zu kén-

nen, bedarf es einer gréReren Kohorte.

5.2 Uberpriifung der DNA-Qualitit mit etabliertem Panel

Bevor die Eignung des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus untersucht werden konnte,
musste eine ausreichende Qualitat der verwendeten DNA mit einem Routine Panel sicherge-
stellt werden. Hierfur wurden die verfigbaren Proben mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot
Panel v2 sequenziert. Neben der Evaluation der DNA-Qualitat erlaubte die Sequenzierung der
gleichen Proben mit einem anderen Panel zudem eine bessere Einschatzung der Performance
des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus. Die konventionelle Mindestabdeckung von 500
reads, welche gewahlt wird, um bei einem Cutoff von 2% Mutationen sicher von falsch positi-
ven Signalen zu unterscheiden, wurde mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 in
durchschnittlich Gber 90% der Amplikons erreicht. Ein wichtiges Kriterium in der Evaluation der
DNA-Qualitat ist die Fragmentierung der DNA [75]. Eine unzureichende DNA-Qualitat durch
Fragmentierung beeinflusst besonders die Amplifikation der langen Amplikons [76] . Mit dem

lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 wurde eine end-to-end Sequenzierung, also eine
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vollstandige Sequenzierung des Amplikons, in annahernd 99% der Amplikons erreicht: Hier-
durch konnte gezeigt werden, dass bei einer durchschnittlichen Amplikonlange von 154 bp
(Bereich 111-187 bp) des Panels die Amplikons in einem Grofiteil der Falle vollstandig abge-
deckt wurden. Die durchschnittliche Abdeckung der Amplikons betrug 2268 reads/Amplikon.
Nakagaki et al. sequenzierten im Rahmen ihrer Studie 2018 ebenfalls mit dem lon AmpliSeq™
Cancer Hotspot Panel v2 die FFPE-DNA von 74 Patienten mit Oralem Plattenepithelkarzinom
(kurz: OSCC) [77] Sie erzielten im Vergleich nur eine Abdeckung von 1123 reads/Base. Naka-
gaki et al. legten flr eine erfolgreiche Sequenzierung folgende Mindestwerte fest: On-target
reads >75%, coverage uniformity (>75%) und mittlere Abdeckungstiefe 250X. Dies erreichten
sie in 36 von 74 Proben (48,6%). Dieselben Mindestwerte wurden im Rahmen dieser Arbeit
dagegen in 17 von 19 Proben (89,5%) erreicht. Die hohe Rate an erfolgreich sequenzierten
Proben, die Uberwiegend guten Qualitdtsparameter und die Uberlegenheit hinsichtlich der Er-
folgsrate im Vergleich zu Proben anderen Studien weisen darauf hin, dass die DNA-Qualitat
der FFPE-Proben geeignet war, um eine Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive

Assay Plus durchzufiihren.

5.3  Auswahl des komplexen Panels

Die mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus detektierten Calls im Rahmen dieser
Studie verteilen sich auf 51 Gene. Nur neun dieser 51 Gene waren auch mit dem deutlich
kleineren lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 abgedeckt worden. Dies zeigt, dass ein
kleines, kommerzielles, nicht HNSCC spezifisches tNGS-Panel das molekulare Mutationsprofil
von HNSCC nur eingeschrankt widerspiegelt. Um die molekulare Charakterisierung zu ver-
bessern und potentielle therapeutische Targets zu identifizieren, ohne direkt auf das wesent-
lich umfangreichere Whole-Exome-Sequencing zurtickgreifen zu missen, bedarf es also eines
gréReren und fir HNSCC spezifischeren tNGS-Panels als das lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot
Panel v2.

5.3.1 Design eines Custom-NGS-Panels fiur HNSCC

Das Design eines spezifischen tNGS-Panels bietet besonders fur die Anwendung an Kohorten
mit nur einer Tumorentitat Vorteile, da die Sequenzierung so deutlich gezieltere Informationen
liefern kann als mit einem entitatstibergreifenden Panel. Das im Rahmen dieser Arbeit entwi-
ckelte Custom Panel Design erfullte die fur unsere Anwendung gestellten Voraussetzungen.
Es ware mit einer Grofze von etwa 500 kb und 4800 Amplikons auch mit vergleichsweise klei-
nen Sequenziergeraten wie dem lon PGM™System anwendbar gewesen. Das lon
PGM™System weist eine maximale Sequenzierkapazitat von 5 Mio. Reads auf, sodass mit

dem Custom Panel bei einer Coverage von 500X etwa 2 Proben pro Chip sequenziert werden
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kénnten. Zudem deckte das Design die am haufigsten mutierten und prognostisch relevanten
Gene ab und lieferte Hinweise beziglich potentiellen therapeutischen Targets.

Fir HNSCC gibt es zum jetzigen Stand (09/2024) noch keine spezifischen, umfassenden
NGS-Panel kommerziell zu erwerben. Weiterhin ist die Anzahl bereits in Academia verwende-
ter spezifischer HNSCC-Panel gering. Zudem kommt hinzu, dass diese Panel sich je nach
Intention hinsichtlich Grofie und Genauswahl unterscheiden. Shanmugam et al. veroffentlich-
ten 2021 eine Studie zur Friherkennung von HNSCC durch Sequenzierung von DNA aus
Speichelproben [78]. Angewandt wurde ein sieben Gene umfassendes Custom Panel. Die
Auswahl der Gene beruhte auf den am haufigsten mutierten Genen aus vorherigen Studien.
Alle sieben Gene waren auch Teil des Custom Panel Design im Rahmen dieser Arbeit.
Dongre et al. verfolgten in [79] einen ahnlichen Ansatz: Sie verdffentlichten 2021 ein Custom
Panel bestehend aus 31 Genen, basierend auf den an haufigsten mutierten Genen in HNSCC.
Zwanzig der 31 Gene des Panels von Dongre et al. waren auch Teil des im Rahmen dieser
Studie designten HNSCC-Panels. Zusatzlich zu den Genen mit der hdchsten Mutationsfre-
quenz wurden beim Panel Design im Rahmen dieser Arbeit auch relevante Gene flr Target-
und Immuntherapie ausgewahlt. Einige dieser Gene waren folglich nicht Bestandteil des Pa-
nels von Dongre et al. Die in dieser Arbeit verfolgte Strategie fur die Aufnahme von Genen in
das Panel, die sich sowohl nach den am haufigsten mutierten Genen, als auch nach den Ge-
nen mit Relevanz fur Immuncheckpoint-Inhibitoren und zielgerichtete Therapie richtete, er-
scheint dabei am besten geeignet, um relevante klinische Informationen durch die Sequenzie-
rung zu gewinnen. Durch eine reine Fokussierung auf die am haufigsten mutierten Gene wie
bei Dongre et al. werden relevante Informationen fir den Einsatz von Immuncheckpoint-Inhi-
bitoren und zielgerichteter Therapie nicht berlcksichtigt.

Ein Jahr nach dem Design des im Rahmen dieser Arbeit erstellten Custom Panels wurde 2021
von Marret et al. eine Arbeit zur Einstufung verschiedener molekularer Alterationen als poten-
tielle Targets fur zielgerichtete Therapien veroffentlicht [25]. Lediglich 17 der 34 Gene die von
Marret et al. als potentielles Target beschrieben wurden, waren auch Teil des Custom Panels.
Dies zeigt, dass es je nach Anwendung und Anforderung an das NGS-Panel verschiedener
Designs bedarf und zeigt die Schwierigkeit der Vereinbarung der einerseits mdglichst vollstan-
digen Erhebung der relevanten Sequenzierdaten und andererseits der Reduktion der Panel-
grofe fur eine bessere Durchflinrbarkeit. Daher bendtigt es eine bessere, einheitlichere Prio-
risierung der Gene nach der klinischen Evidenz, insbesondere fiir die Anwendung einer ziel-

gerichtete Therapie. Einteilungen wie die ESCAT scheinen hier der richtige Weg zu sein.

5.3.2 Vergleich des Custom Panels mit kommerziellen Panels
Trotz der Vorteile eines Custom Panels hinsichtlich der Spezifitat entschied man sich im Rah-

men dieser Arbeit flr die Sequenzierung der Pilotkohorte fir den Oncomine™ Comprehensive
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Assay Plus. Wie in 4.3.2 beschrieben, war das Custom Panel nur in grol3en Verpackungsgro-
Ren ab 1000 Reaktionen erhaltlich. Da ein Kauf eines Panels in dieser Verpackungsgrofie
einen erheblichen finanziellen Aufwand von Uber 40 000€ darstellt, war eine Sequenzierung
mit dem Custom Panel im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich. Eine Alternative um eine eigene
Auswahl an Genen zu sequenzieren, stellen die lon AmpliSeq On-Demand Panels dar, die
schon ab acht Reaktionen erhaltlich sind. Aus einer bestehenden Liste von Genen kann eine
Auswahl getroffen werden um ein spezifisches On-Demand Panel zu erstellen [80]. Zur Zeit
des Designs des Custom Panels im Rahmen dieser Arbeit war nur eine Minderheit der 62
Gene als Teil eines On-Demand Panels auswéahlbar, sodass dies keine zielfiihrende Alterna-
tive darstellte. Die Liste an auswahlbaren Genen wird aber stetig erweitert, sodass eine Se-
quenzierung der 62 Gene im Form eines On-Demand Panels mit kleineren Verpackungsgro-

Ren in Zukunft moglich sein konnte. Dies gilt es in Erweiterung an diese Arbeit zu Gberprufen.

5.4 Eignung des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

5.4.1 Informationsgewinn durch den Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

Die Sequenzierung der Tumor-DNA eines HNSCC Patienten mit dem Oncomine™ Compre-
hensive Assay Plus liefert viele, potentiell wichtige Informationen fir Prognose und Therapie.
Mit Gber 500 sequenzierten Genen deckt der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus viele
der fir HNSCC relevanten Gene ab. So sind mit Ausnahme von NSD1 alle 34 Gene, die von
Marret et al. in [25] als die wesentlichen actionable Alterationen in HNSCC beschrieben wur-
den, Teil des Panels. Durch die Detektion der Tumormutationslast (TMB) liefert das Panel
prognostisch wichtige Informationen zum Outcome in HNSCC nach Radiochemotherapie [47]
und zum Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren [48, 81]. Der Oncomine™ Comprehen-
sive Assay Plus erfasst zudem den Mikrosatellitenstatus, ein weiterer Pradiktor des Anspre-
chens auf Immuncheckpoint-Inhibitoren [49, 50, 81]. Im Rahmen der Phase-ll Keynote-158
Studie wurde beispielsweise fiir das kolorektale Karzinom eine verbesserte Response in Pati-
enten mit MSI-H Status beobachtet, sodass flir Pembrolizumab eine Zulassung der FDA fur
alle Patienten mit MSI-H Status besteht, unabhangig der Tumorentitat [24, 25]. Das Panel
liefert dartiber hinaus Informationen zur Copy Number Variation (CNV) und zum Loss-of-He-
terozygosity (LOH). Beide Parameter geben Hinweise tGiber chromosomale Instabilitadt und sind
somit Pradiktoren fur Karzinogenese und maligne Transformation [82]. Sie sind potentielle
Marker fir Prognose und Therapie [19, 83]. Das umfassende Spektrum zeigt den mdéglichen
Informationsgewinn durch eine Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay
Plus. Allerdings ist fur eine Anwendung im klinischen Alltag beziehungsweise in Rahmen gro-
Rer Studien eine einheitliche Auswertung nétig, um die erfassten Informationen vergleichbar

zu machen und das volle Potential des Panels nutzen zu kénnen.
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Trotz einer PanelgréfRe von dber 1 Mb, deckt der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus
allerdings nicht alle relevanten Gene fir HNSCC ab. So waren 16 der 62 Gene des im Rahmen
dieser Arbeit designten Custom Panels nicht Teil des Oncomine™ Comprehensive Assay
Plus. Darunter ist das NSD1 Gen, welches in einer 279 Patienten umfassenden Kohorte des
The Cancer Genome Atlas Network (TCGA) in 10% mutiert [21] war, NSD1 gilt gemaf OncoKb
als Tumor Suppressor Gen [62]. Ebenso nicht Teil des Oncomine™ Comprehensive Assay
Plus sind TTN und MUC16, sie wurden in einer 528 HNSCC-Patienten umfassenden Kohorte
des TCGA (eine Erweiterung der oben genannten TCGA Kohorte) mit einer Mutationsfrequenz
fur somatische Mutationen von respektive 39% und 19% beschrieben [19] und gehérten in
dieser Kohorte zu den vier am haufigsten mutierten Genen. TTN und MUC16 werden aller-

dings gemal’ OncoKB nicht als onkogen eingestuft [62].

5.4.2 Performance des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

Fir die potentielle Implementierung des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus in den klini-
schen Alltag als zusatzliches Tool flir Prognoseabschatzung und Therapiestratifizierung von
HNSCC-Patienten, bedarf es einer zuverlassigen Panel Performance. Dies war im Rahmen
dieser Arbeit nicht gegeben: Von 39 Proben, flir die eine Library-Herstellung begonnen wurde,
konnten nur flr 17 Proben auswertbare Sequenzierdaten erhoben werden (43,6%). Hierflr
gibt es eine Vielzahl an mdglichen Grunden, die allerdings nicht vollstandig zu klaren sind.
Einer der mdglichen Grunde ist eine unzureichende Qualitat der aus den FFPE Proben isolier-
ten DNA. Die eingeschrankte Qualitat und Quantitat der DNA bei Isolierung aus FFPE-Proben
sind bekannt [84]. Eine der wesentlichen Schwierigkeiten bei der Sequenzierung stellt die hohe
Rate an falsch positiven Mutationen aufgrund von Deaminierung von Cytosin dar. Die Deami-
nierung, ausgeldst durch Asservierung in FFPE, bewirkt eine Basenanderung von C zu T be-
ziehungsweise von G zu A auf dem Antisense Strang (C:G > T:A) [85, 86]. Der durch Deami-
nierung ausgeldste Effekt wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit durch zwei verschiedene
Strategien minimiert. Zum einen wurde gezeigt, dass die vor der Library-Herstellung durchge-
fuhrte Behandlung mit Uracil-DNA-Glykosylase den Artefakt durch Deaminierung signifikant
reduziert [86—88]. Zum anderen wurde der Cutoff mit 20% so hoch gewanhlt, dass die durch
Deaminierung verursachten Varianten, die meist eine geringe Allelfrequenz von unter 5% auf-
weisen [84], nicht als falsch positive Mutationen detektiert wurden. Dieser Effekt scheint dem-
nach nicht der fihrende Grund firr die beobachtete, vergleichsweise geringe Erfolgsrate des
Oncomine™ Comprehensive Assay Plus zu sein.

Vielmehr scheint die geringe DNA-Konzentration nach Isolierung und die geringe Amplifizier-
barkeit ausschlaggebend fiir eine geringe Auswertbarkeit der Sequenzierergebnisse zu sein:
Die Fixierung des Gewebes mit Formalin und die Lagerungsmodalitaten wie Lagerungsdauer

und Lagerungstemperatur beeinflussen die Ausbeute an isolierter DNA [89]. So konnte von
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Guyard et al. gezeigt werden, dass nach rund 5 Jahren Lagerungsdauer nur noch 11% der
ursprunglich verfigbaren DNA amplifizierbar waren. Dies deckt sich mit den unter 4.4.2 be-
schriebenen Ergebnissen, dass in 15 von 23 Proben (65,2%) die mit dem Oncomine™ Com-
prehensive Assay Plus sequenziert wurden, die geforderte Librarykonzentration von 50 pM
nicht erreicht wurde. Dem ist entgegenzuhalten, dass die aufgrund zu geringer Librarykonzent-
ration verworfenen Proben NF373, NF379 und NF409 die erforderliche Librarykonzentration
bei Libraryherstellung mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 erreichten (Library-
konzentrationen siehe Anhang). Lediglich die Probe NF374 konnte mit beiden Panels nicht
ausreichend amplifiziert werden (Siehe gPCR-Ergebnisse im Anhang). Wie bereits erwahnt,
kdnnen besonders die langeren DNA Fragmente durch die von FFPE ausgeldste Fragmentie-
rung schlechter amplifiziert werden [76]. Die schlechtere Amplifizierbarkeit von langeren
DNA-Fragmenten erklart jedoch nicht die in dieser Arbeit beobachtete schwachere Panel Per-
formance des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus gegenuber dem lon AmpliSeq™
Cancer Hotspot Panel v2, da der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus trotz der schlech-
teren Performance mit 118 bp (Bereich 60—168 bp) eine geringere durchschnittliche Amplikon-
lange aufweist als das lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 mit 154 bp (Bereich 111-187
bp). Das Hauptproblem des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus liegt in der wesentlich
héheren Anzahl an Primern (6738 Primern pro Pool in Pool 1 und 6735 Primern pro Pool in
Pool 2) gegeniber dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 (207 Primern pro Pool). Da
die optimale Annealing-Temperatur der einzelnen Primer unterschiedlich ist, wird eine durch-
schnittliche Annealing-Temperatur fur alle Primer eines Pools angewandt. Ist diese Tempera-
tur zu gering fur einzelne Primer, binden sie unspezifisch an Sequenzen, die der Zielsequenz
ahneln und eine falsche Sequenz wird amplifiziert. Ist die Temperatur zu hoch fir einzelne
Primer, kommt es nicht zur Amplifkation [90]. Dies macht die PCR wesentlich komplexer und
fuhrt in Verbindung mit einer bereits ohnehin eingeschrankten Amplifizierbarkeit der DNA zu
einer geringeren Abdeckung und somit zu einer geringeren Anzahl an auswertbaren Sequen-
zierergebnissen beim Oncomine™ Comprehensive Assay Plus.

Diese Arbeit ist zum derzeitigen Stand (09/2024) die einzige Arbeit, die Sequenzierdaten von
einer HNSCC Kohorte mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus erhoben hat. Vester-
gaard et al. verdffentlichten eine Studie mit 50 FFPE-Proben von Patienten mit Ovarialkarzi-
nom, in der die Sequenzierung ebenfalls mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus
durchgefiihrt wurde [91]. Sie beobachteten durchschnittlich 21,45 (£4.21) Millionen mapped
Reads und eine Uniformity von 92,53%. Demgegeniber stehen die im Rahmen dieser Arbeit
erhobenen 24,07 (£17,31) Millionen mapped Reads pro Probe und eine Uniformity von
88,89%. Ob Proben aufgrund zu geringer DNA-Konzentration nicht sequenziert werden konn-
ten, geht aus der Veroffentlichung von Vestergaard et al. nicht hervor. Die durchschnittliche

Anzahl der mapped Reads und die Uniformity war dennoch vergleichbar mit den von uns
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erhobenen Werten. Die durchschnittliche Anzahl der mapped Reads lagen bei der im Rahmen
dieser Arbeit erhobenen Daten etwas Uber, bei den Daten von Vestergaard. et al. etwas unter
dem vom Hersteller empfohlenen 22 Millionen Reads pro Probe. Allerdings war die beobach-
tete Standardabweichung fir die Anzahl der mapped Reads in der Pilotkohorte mit 17,31 Mil-
lionen Reads um ein vielfaches gréfRer als in der Studie von Vestergaard et al. mit 4,21 Millio-
nen Reads [91]. Dies kann durch die sieben Proben erklart werden, die aufgrund ihrer geringen
Anzahl an mapped Reads (durchschnittlich 5,81 Millionen) von der weiteren Auswertung aus-
geschlossen wurden. Interessanterweise wurde die Library in sechs dieser sieben Proben au-
tomatisiert hergestellt. Eine Kontrolle der DNA-Konzentration der Library vor Sequenzierung,
wie sie bei der manuellen Libraryherstellung mittels gPCR gegeben ist, fand gemal} Hersteller
bei der automatisierten Libraryherstellung nicht statt. Die héhere Erfolgsrate der sequenzier-
ten, manuell hergestellten Libraries weist darauf hin, dass ein solcher Kontrollschritt die Rate
an auswertbaren Sequenzierergebnissen vergrofiern kdnnte. Eine solche Kontrolle ware bei-
spielsweise mit dem Agilent Bioanalyzer High Sensitivity DNA Analysis Kit mdglich, mit wel-
chem neben der Konzentration der Grofle der DNA-Fragmente untersucht wird. Dennoch ist
festzustellen, dass im Verhaltnis zur Anzahl an Proben fir die eine Library-Herstellung begon-
nen wurde, der Anteil an auswertbaren Ergebnissen insgesamt bei der automatisierten Libra-
ryherstellung deutlich héher war (10 von 16 Proben, 62,5%) als bei der manuellen Library-
Herstellung (7 von 23 Proben, 30,4%). Dies kdnnte zum einen darin begriindet sein, dass die
automatisierte Library-Herstellung der manuellen Uberlegen ist, zum anderen besteht die Mog-
lichkeit, dass der Richtwert fir die Library-Konzentration in der gPCR im Anschluss an die
manuelle Library-Herstellung mit 50 pM zu hoch gesetzt wurde. So konnten 6 der 7 (86%)
Proben, die manuell hergestellt wurden und dem Richtwert entsprachen, erfolgreich sequen-
ziert werden. Moglicherweise hatten einige der Proben, die aufgrund zu geringer Library-Kon-
zentration verworfen wurden, auch auswertbare Sequenzierdaten geliefert.

Es bleibt festzuhalten, dass trotz der stabilen Performance der Proben mit dem lon AmpliSeq™
Cancer Hotspot Panel v2 (auswertbare Sequenzierergebnisse in 77,8% aller Proben) eine
ausreichend zuverlassige Sequenzierung mit dem komplexeren Oncomine™ Comprehensive
Assay Plus (auswertbare Sequenzierergebnisse in 43,6% aller Proben) nicht méglich war.
Eine Optimierung des Protokolls ist somit Voraussetzung, um die Perfomance des Panels ver-
bessern. Die meisten verfligbaren Methoden zur Verbesserung der Sequenzierergebnisse zie-
len aber auf die bessere Kontrolle der DNA-Qualitat ab, um DNA mit vergleichsweise schlech-
terer Qualitat zu verwerfen, und verbessern nicht die Erfolgsrate insgesamt. Um allerdings
tNGS-Panel auch fir die Routinediagnostik anwenden zu kénnen, bedarf es einer stabilen
Panel Performance auch mit Proben vergleichsweise schlechterer Qualitat, wie dies mit dem
lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 gezeigt wurde. Dies war mit dem Oncomine™ Com-

prehensive Assay Plus nicht gegeben, eine Verbesserung der Perfomance des Panels an sich
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ist notig. Auch fur die Anwendung im Bereich der Forschung ist eine Erfolgsrate von unter 50%
nicht zuverlassig genug, um groéRRere Studien durchzuflhren.

Ist die Verbesserung des Panels an sich nicht moglich bleibt nur die Mdglichkeit der Verwen-
dung von DNA besserer Qualitat; um die Rate an auswertbaren Sequenziergebnissen zu ver-
bessern. So gilt beispielsweise die Qualitat von isolierter DNA aus Fresh Frozen Tissue der
aus FFPE-Material Uberlegen [92]. Es gilt zu untersuchen, ob die Verwendung von DNA aus
Fresh Frozen Tissue die Performance des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus verbes-
sern wirde. Aufgrund héherer Kosten und aufwendiger Protokolle ist Fresh Frozen Tissue im
klinischen Alltag jedoch kein Standard und daher nicht immer verfligbar. Die Probenasservie-
rung in FFPE-Material bietet den Vorteil einer einfacheren Handhabung und die breite Verfug-
barkeit, da Gewebeproben ohnehin routinemafig mittels FFPE asserviert werden. Dies zeigt,
dass fur eine breite Anwendung eines tNGS-Panels eine zuverlassige Sequenzierung an

FFPE-Proben erstrebenswert ware.

5.5 Wahl des Cutoffs

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection; LOD) von aberranten Allelen betragt fur die konven-
tionelle Sanger-Sequenzierung etwa 20% [93], wohingegen beim Next Generation Sequencing
eine Detektion von Allelen mit einer variant allele frequency (VAF) von 5% und niedriger még-
lich ist [94, 95]. Solide Tumoren gelten als heterogen [96], insbesondere auch HNSCC [19].
Obwohl davon ausgegangen wird, dass Tumorzellen von einer Stammzelle ausgehen, zeigen
sie im Krankheitsverlauf ein heterogenes Erscheinungsbild hinsichtlich Morphologie, Prolifera-
tion und Oberflachenmolekilen [97]. Dies ist zum einen epigenetisch bedingt, zum anderen
geht man davon aus, dass intratumoral, genetisch verschiedene Klone entstehen [98, 99]. So
wurde fur verschiedene solide Tumoren eine intratumorale klonale Heterogenitat (ITH) darge-
stellt [100-102], insbesondere auch fir HNSCC [11]. Diese intratumorale Heterogenitat hat
zur Folge, dass die VAF der somatischen Mutationen nicht Gber die Gesamtheit des Tumors
identisch sind. Ein méglicher Ansatz, um die durchschnittliche VAF in der Gesamtheit des Tu-
mors abzubilden, ware die DNA von verschiedenen Entnahmeorten des Tumors zu sequen-
zieren. Dies ware im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mdglich gewesen und auch im klini-
schen Alltag nicht praktikabel. Um der Heterogenitat des Tumors dennoch gerecht zu werden
und vor allem die treibenden, biologisch relevanten Mutationen abzubilden, wurde der Cutoff
fur Calls mit VAF = 20% vergleichsweise hoch gewahlt. Zudem gewahrleistet ein Cutoff von
20% die Vergleichbarkeit mit Methoden geringerer Sensitivitat, wie beispielsweise der Sanger
Sequenzierung. Trotz der Heterogenitat von soliden Tumoren ist ein Cutoff bei einer VAF von
2-5% nicht unlblich [77] und auch in dieser Kohorte denkbar. Fir eine ausreichende Spezifitat
der Calls bei einem Cutoff bei VAF = 2% ist eine Abdeckung von 500x nétig [103], dies ware

in den auswertbaren Proben in durchschnittlich 86,2% der Amplikons erflllt. Durch das
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Herausfiltern von Calls mit einer VAF unterhalb von 20% verringert sich die Anzahl unter-
schiedlicher, detektierter Calls auf von 4473 auf 85. Es ist daher davon auszugehen, dass
durch Herabsetzen des Cutoffs von 20% auf 5% deutlich mehr onkogene beziehungsweise
actionable Alterationen berticksichtigt wirden. Die Analyse dieser Calls und vor allem auch

deren biologische Relevanz gilt es in Erweiterung an diese Arbeit zu untersuchen.
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5.6  Mutierte Gene

Die Ergebnisse sind bezlglich der Mutationshaufigkeit der einzelnen Gene im Wesentlichen
konkordant mit der Literatur. Vergleicht man die Sequenzierdaten dieser Arbeit mit den Se-
quenzierdaten von insgesamt 434 DNA-Proben von HNSCC Patienten zusammengefasst aus
mehreren Studien [21, 38—40, 66] mittels der Webanwendung cBioPortal [71, 72], ergibt sich
Tabelle 23. Vollstandige Tabelle sieche Anhang.

Tabelle 23: Haufigkeit der mutierten Gene der Pilotkohorte im Vergleich mit cBioPortal-Datensatz

50,00% 62,50% 37,50% 69,10%
43,75% 25,00% 62,50% 0,40%
37,50% 50,00% 25,00% 14,80%
37,50% 50,00% 25,00% 15,50%
25,00% 25,00% 25,00% 1,10%
18,75% 25,00% 12,50% 19,30%
18,75% 25,00% 12,50% 1,00%
18,75% 12,50% 25,00% 0,40%
18,75% 37,50% 0.00% 2,80%
12,50% 12,50% 12,50% 5,40%
12,50% 12,50% 12,50% 3,90%
12,50% 12,50% 12,50% 1,40%
12,50% 25,00% 0,00% 0,60%
12,50% 12,50% 12,50% 0,40%
12,50% 0,0% 25,00% 3,30%
12,50% 12,50% 12,50% 3,10%
12,50% 12,50% 12,50% Nicht verfugbar
12,50% 25,00% 0,00% 4,10%
12,50% 25,00% 0,00% 0,40%
12,50% 12,50% 12,50% 1,10%
12,50% 12,50% 12,50% 0,80%
12,50% 12,50% 12,50% 2,50%

In den 3 mittleren Spalten sind die Mutationsfrequenzen der Gene aufgefihrt, die im Rahmen dieser Arbeit erho-
ben wurden. Auf der rechten Seite sind die Mutationsfrequenzen von 434 DNA-Proben von HNSCC Patienten
aus 5 Studien [21, 38—40, 66] , die mittels der Webanwendung cBioPortal zusammengefasst wurden, aufgefiihrt.
Vollstandige Tabelle siehe Anhang.
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Es ist festzustellen, dass die Mutationsfrequenzen der einzelnen Gene je nach Studie variie-
ren. Sie sind zum Beispiel unter anderem davon abhangig, ob das verwendete Panel die ge-
samte kodierende Sequenz eines Gens oder lediglich einzelne Hotspot-Regionen abdeckt
[77]. TP53 war sowohl in den Sequenzierdaten dieser Arbeit als auch im Datensatz aus dem
cBioPortal das am haufigsten mutierte Gen. Es ergibt sich fir die detektierten mutierten Gene
eine Differenz der Mutationsfrequenz von durchschnittlich 8,19% zu den Daten aus dem cBi-
oPortal. Fur nur vier der 51 detektierten mutierten Gene war diese Abweichung > 15%. Beson-
ders grol war diese Differenz fir MAML3 (43,35%). Im cBioPortal Datensatz war das MAML3
Gen in nur einer von 279 Proben mutiert (0,40%), wahrend MAML3 im Rahmen dieser Arbeit
in sieben von 16 Proben mutiert war (Mutationsfrequenz 43,75%). insbesondere in den Proben
des letzten Tumornachweises (in funf von acht Proben mutiert, Mutationsfrequenz 62,50%).
Mit NOTCH1 (Mutationsfrequenz 37,50%) und NOTCH3 (Mutationsfrequenz 12,50%) wiesen
neben MAML3 auch andere Gene des NOTCH Signalwegs eine héhere Mutationsfrequenz
auf als die Proben aus dem cBioPortal Datensatz, mit jeweils 15,50% und 4,10%. Daher ist
davon auszugehen, dass Mutationen im NOTCH-Signalweg bei den Tumoren dieser Pilotko-
horte eine wichtige Rolle spielten. Eine HNSCC spezifische zielgerichtete Therapie, die in die
Signalkaskade des NOTCH-Signalweg eingreift, wird diskutiert [104].

Tabelle 24:

Die haufigsten mutierten Gene im cBioPortal-Datensatz im Vergleich mit Pilotkohorte

69,10% 50,00% 62,50% 37,50%
37,20% Nicht sequenziert Nicht sequenziert Nicht sequenziert
19,60% 0,00% 0,00% 0,00%
19,30% 18,75% 25,00% 12,50%
19,20% 6,25% 0,00% 12,50%
19,10% Nicht sequenziert Nicht sequenziert Nicht sequenziert
17,70% Nicht Sequenziert Nicht sequenziert Nicht sequenziert
16,50% Nicht Sequenziert Nicht sequenziert Nicht sequenziert
16,00% 6,25% 12,50% 0,00%
_ 15,50% 37,50% 50,00% 25,00%

Von den zehn Genen, die im cBioPortal-Datensatz am haufigsten somatisch mutiert sind
(siehe Tabelle 24), wurden im Rahmen dieser Arbeit sechs Gene untersucht. Finf dieser
sechs Gene wiesen Mutationen mit einer VAF von >20% auf. Lediglich beim FAT1 Gen lief3en
sich keine Mutationen mit einer VAF >20% feststellen. Trotz der umfassenden GréRRe des On-
comine™ Comprehensive Assay Plus, waren vier der zehn Gene nicht Teil des Panels. Dies
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verdeutlicht, die Schwierigkeit durch ein unspezifisches Panel alle Entitaten sinnvoll abzude-

cken.

5.7 Tumormutationslast und Mikrosatelliteninstabilitat

In der Pilotkohorte konnten durch die Sequenzierung mit dem Oncomine™ Comprehensive
Assay Plus zwei Patienten (18%) mit einem TMB-high Tumor (= 10 Mutationen/Mb) identifiziert
werden. Dies deckt sich mit den Werten in der Literatur. Hier wird dieser Anteil mit etwa 20%
angegeben. [105]. Durch die Detektion der TMB liefert das Panel prognostische Hinweise zum
Outcome in HNSCC nach Radiochemotherapie. So konnte von Eder et al. gezeigt werden,
dass ein TMB-high Status mit einem schlechterem Gesamtliberleben nach Radiochemothera-
pie einhergeht [47]. Dabei muss man jedoch berlcksichtigen, dass die Grenze fir die Distink-
tion zwischen TMB-high und TMB-low von Eder et al. bei = 5 Mutationen/Mb festgelegt wurde.
In der Pilotkohorte wiesen sechs Patienten = 5 Mutationen/Mb auf (55%). Jedoch erhielt keiner
dieser sechs Patienten Radiochemotherapie. Von den 2 Patienten mit TMB-high Tumor mit =
10 Mutationen/Mb erhielt ein Patient eine Immuncheckpoint-Therapie mit Pembrolizumab und
zeigte eine gute Response in Form einer Remission bzw. Krankheitsstabilisierung. Dies unter-
streicht die Rolle der TMB flr das Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren: Patienten mit
soliden Tumoren mit TMB-high Status zeigen eine besseren Response auf Immuncheck-
point-Inhibitoren [48, 81, 106]. Der andere Patient mit TMB-high Tumor erhielt eine Radiothe-
rapie. Dieser Patient wies mit 209 Tagen die kiirzeste Uberlebenszeit der gesamten Kohorte
auf. Basierend auf dem TMB-Status hatte dieser Patient moglicherweise von einer Therapie
mit Immuncheckpoint-Inhibitoren profitiert. Gemaf Eder et al. sind Tumoren mit TMB-high Sta-
tus mit einer héheren Pravalenz von TP53 Mutationen assoziiert [47]. Auch in der Pilotkohorte
dieser Arbeit wiesen die Tumore mit TMB-high Status durchschnittlich mehr TP53 Mutationen
(1 Mutation/Probe) auf als die Tumore mit TMB-low Status (0,5 Mutation/Probe).

Der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus erfasst zudem die Mikrosatelliteninstabilitat.
(MSI). Es wurde festgestellt, dass Patienten mit Tumoren, die eine Mikrosatelliten-Instabilitat
(MSI-high) aufweisen, ein besseres Ansprechen auf PD-1 Blockade durch Immuncheck-
point-Inhibitoren zeigen [49, 50, 81]. Alle HNSCC-Tumoren in der Pilotkohorte galten als mik-
rosatellitenstabil (MSS). Dies ist erwartbar, denn die Inzidenz von MSI-high in HNSCC wird mit
1,2% angegeben [107]. Der MSI-Status wird gleichermal3en wie der TMB-Status mit einem
Evidenzgrad von IC der ESCAT eingestuft und ist damit gemaf der Skala geeignet, im klini-
schen Alltag eingesetzt zu werden [25, 63]. Der TMB-Status wurde in 14 der 16 auswertbaren
Proben erfasst, der MSI-Status wurde in allen 16 auswertbaren Proben erfasst. Es lasst sich
also festhalten, dass der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus in den erfolgreich sequen-
zierten Proben zuverlassig den Status der Tumormutationslast und Mikrosatelliteninstabilitat

erfasst. Damit liefert das Panel wichtige Informationen flir Prognose und insbesondere fir die
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Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren, die mit einem weniger komplexen NGS-Panel nicht

erfasst werden.

5.8 Identifikation von prognostischen Markern und therapeutischen Targets
Insgesamt wurden gemaf OncoKB 27 verschiedene onkogene Varianten detektiert [62]. Hier-
bei ist anzufiihren, dass die Beurteilung einer Variante bezlglich ihres onkogenen Effekts ab-
hangig von der verwendeten Datenbank ist. Nicht alle Varianten, die von OncoKB als unbe-
kannt eingestuft wurden, wurden auch in anderen Datenbanken wie Clinvar [108] und Poly-
Phen-2 [109] als unbekannt gelistet und umgekehrt. So wurde beispielsweise die in der Pilot-
kohorte im RASA1 Gen detektierte c.2120G>A Mutation von OncoKB als unbekannt, und von
PolyPhen-2 als pathogen eingestuft [62, 109]. Der Ubersichtlichkeit wegen, wurde sich auf die
Bewertung des onkogenen Effekts der Varianten mit OncoKB beschrankt.

Von den 27 onkogenen Varianten wurden 19 Varianten von Marret et al. als potentielles the-
rapeutisches Target (=actionable) eingestuft [25]. Bei 2 Patienten wurde eine Mutation am
5’Ende in der Promoter-Region detektiert. Das TERT Gen kodiert fur die katalytische Unterein-
heit des Enzyms Telomerase und unterliegt in den meisten differenzierten Zellen einer tran-
skriptionellen Repression. Aktivierende Mutationen in diesem Gen sind daher an der Immor-
talisierung von Tumorzellen beteiligt [110]. TERT Promotor Mutationen sind insbesondere bei
Patienten mit Plattenepitelkarzinomen im Mundraum mit einem gehauftem Auftreten von Re-
zidiven assoziiert [111], was das gehaufte Auftreten in der Pilotkohorte erklart. TERT Promotor
Mutationen gelten dartber hinaus als actionable fir HNSCC [25]. So wurde beispielsweise
von Gomez et al. [112] eine Inhibierung des Telomerase Enzyms und eine Einleitung der Tu-
morzellseneszenz durch den bei HIV Infektionen eingesetzten Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Azidothymidin festgestellt [113].

Bei einem Patienten wurde in der vRezidiv-Probe im CDKN2A Gen die Nonsense Mutation
c.216C>A detektiert. Inaktivierende Mutationen im CDKN2A Gen sorgen durch Disinhibition
fur eine Uberaktivitat der Cyklin-abhangigen Kinasen CDK4/6 [114]. Dies erklart den
CDK4/6-Inhibitor Palbociclib als mégliche Therapie bei Tragern dieser Mutationen in HNSCC.
Palpociclib besitzt eine Zulassung der EMA flr das HR-positive, Her2-negative, lokal fortge-
schrittene oder metastasierte Mammakarzinom [115]. In einer Phase-II-Studie konnte in
HNSCC ein langeres Gesamtuberleben durch Palbociclib in Kombination mit Cetuximab ge-
genuber Cetuximab mit Placebo festgestellt werden, diese Verlangerung war allerdings nicht
signifikant [116]. Dennoch wurde die Evidenz fur trunkierende Mutationen im CDKN2A Gen
gemal Marret et al. mit IlA eingestuft. Ein Vorteil durch den Einsatz von Palpociclib ist dem-
nach wahrscheinlich, es werden allerdings noch mehr Daten benétigt.

Des Weiteren wurden vier Varianten als potentielle therapeutische Targets mit einem Evidenz-

grad von IlIA gemaR Marret et al. [25], detektiert: Im BRCA2 Gen wurde bei einem Patienten
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die Frame-Shift Deletion-insertion ¢.10095_10095delCinsGAATTA-TATCT in Primarius und
vRezidiv detektiert, wahrend bei einem anderen Patienten im BRCA1 Gen die Nonsense Mu-
tation ¢.4102_4103delGCinsTA im vRezidiv detektiert wurde. Bei beiden Mutationen handelt
es sich um eine trunkierende Mutation. Diese Art von Mutationen im BRCA1 und BRCA2 Gen
gelten als actionable durch den PARP-Inhibitor Olaparib. Olaparib wird beispielsweise in der
Erhaltungstherapie von Ovarialkarzinomen bei Patienten mit BRCA1 und/oder BRCA2 Muta-
tionen eingesetzt [117, 118] Olaparib wird bei HNSCC Patienten derzeit im Rahmen von klini-
schen Studien angewandt [119, 120].

Im PI3K/Akt/mTOR Signalweg wurden bei zwei Patienten Varianten detektiert, die potentielle
therapeutische Targets in HNSCC darstellen. Bei einem Patienten wurde im PIK3CA Gen die
Missense Mutation ¢.3140A>G im Primarius detektiert. Diese aktivierende Mutation hat eine
Substitution von Histidin zu Arginin zur Folge (H1047R) und gilt als onkogen [121]. In einer
Phase-lll-Studie konnte bei Patienten mit HR-positivem, Her2-negativem Mammakarzinom,
die Trager dieser Art von PIK3CA-Mutation waren, eine Verlangerung des Progressionsfreien
Uberlebens (PFS) durch den PI3K-Inhibitor Alpelisib festgestellt werden [44]. Alpelisib erhielt
daraufhin eine Zulassung durch die EMA [122] Derzeit Iauft eine Phase-I/ll Studie zur Anwen-
dung von Alpesilib in Kombination mit dem Farnesyltransferase-Inhibitor Tipifarnib fiir das re-
zidivierte/metastasierte HNSCC mit PIK3CA Mutation und/oder HRAS Uberexpression [123].
Der PI3K-Inhibitor Buparlisib zeigte in einer Phase-II-Studie in Kombination mit Paclitaxel ein
verbessertes Outcome in HNSCC [45].

Bei einem Patienten wurde im PTEN Gen die Nonsense Mutation ¢.195C>G im Primarius de-
tektiert. Das PTEN Gen kodiert als Tumorsuppressorgen die PIP3-Phosphatase, welche im
PI3K/Akt/mTOR Signalweg als Gegenspieler der P13-Kinase eine negativ-modulierende Funk-
tion einnimmt [124]. Inaktivierende Mutationen im PTEN Gen flihren demnach zur Disinhibiton
des PI3K/Akt/mTOR Signalwegs und zum Tumorzellwachstum [125]. Akt-Inhibitoren stellen
deshalb eine mdgliche Therapie bei Tragern einer solchen Mutation dar [126]. Der AKT-Inhi-
bitor Capivasertib (AZD5363) zeigte im Rahmen einer Phase-lI-Studie in Kombination mit
Paclitaxel eine Verbesserung des PFS und Gesamtuberlebens im Triple-negativem
Mammakarzinom [127], der AKT-Inhibitor Ipatasertib zeigte im Rahmen einer Phase-IlI-Studie
in Kombination mit Abiraterone eine Verbesserung des PFS beim metastasiertem Prostata-
karzinom [128].

Trotz des in dieser Arbeit verwendeten, vergleichsweise hohen Cutoffs von 20% konnten in
den 11 Patienten der Pilotkohorte 19 actionable Targets identifiziert werden. Dies zeigt, dass
der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus durchaus das Potential besitzt, Patienten anhand
ihrer molekularen Charakteristika fur zielgerichtete Therapien zu stratifizieren. Auch wenn The-
rapeutika fir ein Grof¥teil dieser Targets erst im Rahmen von klinischen Studien angewandt

werden, ist davon auszugehen, dass die Anzahl an verfligbaren und zugelassenen
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zielgerichteten Therapien in Zukunft steigen wird. Hierflir bedarf es jedoch grof3 angelegter
Studien. Hierbei ist die EORTC-1559-HNCG Studie zu erwahnen [129]. In dieser Phase-lI-
Umbrella-Studie werden von rezidivierten/metastasierten HNSCC Biopsien entnommen und
zentralisiert mit einem 13 Gen umfassenden tNGS-Panel sequenziert. Je nach Biomarker er-
folgt dann die Einteilung in einen Therapiearm. Alle 13 Gene, die flr die Einteilung in die ver-
schiedenen Therapiearme entscheidend sind , werden durch den Oncomine™ Comprehen-
sive Assay Plus abgedeckt. Dies unterstreicht das Potential des Panels fir die Stratifizierung

von Patienten und deren Einteilung in Therapiegruppen mit zielgerichteter Therapie.

5.9 Vergleich der Primarius- und vRezidiv-Proben

Die Sequenzierung von Proben aus Primarius und Rezidiv ermdglichte den Vergleich dieser
Gruppen um Veranderungen der molekularen Charakteristika im Verlauf zu untersuchen. Ins-
gesamt lagen acht Proben aus der Gruppe der Primarier und acht Proben der Gruppe vRezidiv
vor. In der Gruppe der Primarius-Proben wurden mehr Varianten detektiert (59 Calls) als in
der Gruppe der vRezidiv Proben (49 Calls). Dies war nicht unbedingt zu erwarten, da man
grundsatzlich davon ausgeht, dass Tumoren mit der Zeit immer mehr Mutationen akkumulie-
ren [130]. Dennoch weisen Primartumoren oft eine komplexe klonale Struktur mit einer Vielzahl
von genetischen Mutationen auf, was die Behandlung erschwert und zu einer Resistenzent-
wicklung beitragen kann. Diese Beobachtung wird durch eine Studie von Stransky et al. unter-
stutzt, die die Molekularen Signaturen von HNSCC beschrieb und hervorhob, dass priméare
Tumoren eine breite Palette genetischer Veranderungen zeigen, was auf eine grofliere klonale
Vielfalt und damit eine héhere Heterogenitat hindeutet [38].

Im Gegensatz dazu sind Rezidivtumoren oft durch einen selektiven Druck wahrend der Be-
handlung gepragt, was zu einer Dominanz weniger Subklone flihren kann [131]. Dies liefert
eine mogliche Erklarung, warum die Patienten mit der Nummer 211 und 220 in unserer Ana-
lyse eine Abnahme der Mutationsvielfalt in den Rezidivproben zeigten.

Ein weiterer wesentlicher Punkt beim Vergleich der Sequenzierdaten der Primarius- mit der
vRezidiv-Gruppe ist der Cutoff mit einer VAF von mindestens 20%, um Mutationen zu bertck-
sichtigen wie bereits unter 5.6 diskutiert. Nach der klonalen Evolution von heterogenen Tumo-
ren sind Varianten, die erst spater im Tumorverlauf entstehen, meist auf wenige Subklone
begrenzt. Daher weisen sie meist eine geringere VAF auf als Varianten, die schon zu Beginn
des Karzinogenese entstanden sind [11]. Daher ist es gut moglich, dass durch den vergleichs-
weise hoch gewahlten Cutoff einige neu entstandene Mutationen in der vRezidiv-Gruppe nicht
detektiert wurden.

Far das MAML3 Gen lag die Mutationsfrequenz in der Gruppe der Primarier bei 25% und in
der Gruppe vRezidiv bei 62,5%. MAMLS ist ein protein-kodierendes Gen, das fur Trankskrip-
tions-Koaktivatoren kodiert, die in den NOTCH Signalweg involviert sind [132]. Das MAML3
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Gen wurde bereits fur das kleinzellige Lungenkarzinom als potentielles therapeutisches Target
erwogen [133]. Mutationen im Bereich des NOTCH Signalwegs gelten fiir HNSCC als progres-
sionsférdernd, was eine mogliche Erklarung fiir die hohe Mutationsfrequenz in den Proben des
letzten Tumornachweises der Patienten darstellen kénnte [104].

Von funf Patienten konnten die gematchten Proben aus Primarius und vRezidiv ausgewertet
werden. Hierbei konnten von den insgesamt 59 Calls aus den Proben der Primarier noch 28
Calls (47,4%) in den vRezidiv Proben detektiert werden. Von den 14 Varianten mit bekanntem
onkogenen Effekt aus den Primarius Proben wurden in den vRezidiv Proben noch vier detek-
tiert (28,6%). Hedberg et al. sequenzierten in einer ahnlich angelegten Studie die DNA von
acht HNSCC-Patienten mit gematchten Tumorproben bestehend aus Primarius und Rezidiv
mittels Exom-Sequenzierung (WES). Im Gegensatz zu unseren Daten zeigte die Rezidiv-
Gruppe hier mehr Mutationen pro Probe als die Primarius-Gruppe. Des Weiteren detektierten
sie 90,1% der Varianten und 100% der Treibermutationen aus den Proben der Primarier auch
in den Proben der Rezidive [33]. Eine mdgliche Erklarung dieser Unterschiede liegt bei dem
von uns angewandten, vergleichsweise hohen Cutoff mit VAF =2 20%. Es ist gut mdglich, dass
viele der Calls, die im Primarius detektiert wurden, im vRezidiv mit einer VAF unterhalb des
Cutoffs weiter bestehen. Der von Hedberg et al. angewandte Cutoff geht aus der Veréffentli-
chung nicht hervor [33].

In der Pilotkohorte dieser Arbeit traten elf Calls neu in den vRezidiv Proben auf, sie machten
28,2% der in dieser Gruppe detektierten Calls aus, wohingegen dieser Anteil bei Hedberg et
al. 40% betrug. Der vergleichsweise hohe Cutoff von VAF = 20% liefert auch hier die mdgliche
Erklarung fur den geringeren Anteil an neu aufgetreten Varianten in den vRezidiv-Proben im

Vergleich mit Hedberg et al., wie oben beschrieben.

5.10 Vergleich der Sequenzierdaten der klinischen Gruppen
Die Gruppengrof3e der einzelnen klinischen Gruppen war zu gering, um statistisch signifikante
Aussagen zu treffen. Daher wird hier auf eine Einordnung der beobachteten Ergebnisse in die

Daten der Literatur verzichtet.

5.11 Loss of Heterozygosity

Loss of Heterozygosity gilt als die haufigste molekulargenetische Alteration in der Tumorent-
stehung. Ein Loss-of-Function in Tumorsuppressorgenen wird haufig durch Loss of Heterozy-
gosity ausgeldst und fordert die Tumorprogression [134, 135]. Insgesamt wurde ein Loss of
Heterozygosity an 12 verschiedenen Positionen detektiert (siehe Tabelle 21). Da es sich bei
allen detektierten Genen um Tumorsuppressorgene handelt und der Effekt bei allen Varianten
ein Loss-of-Function ist, sind prinzipiell alle LOH Varianten in der Lage die Karzinogenese zu

fordern. Dennoch wird in der Literatur bestimmten LOH-Loci eine besondere Rolle als
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prognostische Biomarker in verschiedenen Entitdten zugeschrieben [135]. Ein Teil der detek-
tierten LOH wird auch im Zusammenhang mit der Prognose in HNSCC in der Literatur aufge-
fuhrt: Der detektierte Loss of Heterozygosity auf 10g23.31 im PTEN Gen, auf 13q13.1 im
BRCA2 Gen und auf 2935 im BARD1 Gen sind in HNSCC mit einer schlechteren Prognose
assoziiert [136—-138].

Obwonhl die Detektion des Loss-of-Heterozygosity sequenzspezifisch ist, fungiert LOH auch
als ein Marker fir genomische Instabilitat, da sie durch viel gréRere DNA-Veranderungen aus-
geldst wird. Dazu gehdren unter anderem Deletionen, der Verlust ganzer Chromosomen, uni-
parentale Disomie, und Rekombination [139]. Genomische Instabilitat erleichtert die Karzino-
genese [140]. In der Literatur existieren keine bestehenden Werte zur Sample Level LOH. Die
erhobenen Werte lassen sich daher aufgrund mangelnder Vergleichbarkeit nur schlecht in die

Literatur einordnen.
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VL. Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte im Wesentlichen die die Durchfiihrbarkeit einer komplexen NGS-Analyse
bei HNSCC an FFPE-Material anhand einer Pilotkohorte untersucht werden. Im Zuge dessen
wurden zunachst 24 Patienten aus der Kopf-Hals-Tumor-Datenbank der Klinik fir Hamatolo-
gie, Onkologie und Palliativmedizin des Zentrums fir Innere Medizin |1l der Universitatsmedizin
Rostock als Pilotkohorte definiert. Ausgewahlt wurden HNSCC-Patienten, die mindestens ein
Rezidiv im Rahmen der Erkrankung aufwiesen, die mit einem palliativen Ansatz behandelt
wurden und von welchen mindestens zwei entnommene Gewebeproben im Rahmen des
HNSCC vorlagen. Um die grundséatzliche Eignung dieser Proben fir eine NGS-Analyse zu
Uberprifen, wurde die aus altem asservierten FFPE-Material isolierte DNA mit dem routine-
mafig angewandten lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2 sequenziert. Mit den erzielten
Sequenzierergebnissen war die sichere Detektion von genetischen Varianten in 17 von 22
Proben moglich, sodass die Qualitat der DNA als ausreichend befunden wurde, um sie mit
einem komplexeren, fir HNSCC spezifischeren Panel zu sequenzieren. Die Qualitadtsparame-
ter waren dabei vergleichbaren Sequenzierdaten aus der Literatur Uberlegen.

Im nachsten Schritt sollte ein komplexes NGS-Panel identifiziert werden, um eine umfassen-
dere Untersuchung des Molekularen Mutationsprofil bei HNSCC vornehmen zu kénnen. Um
ein moglichst geeignetes Panel zu finden, wurde zunachst ein HNSCC-spezifisches Custom
Panel designt. Es beinhaltete die am haufigsten mutierten Gene bei HNSCC und deckte zu-
dem Gene ab, die potentielle Targets fur zielgerichtete Therapien darstellen. Durch die Be-
schrankung auf Hotspot Regionen bei Genen mit ungleichmafigem Mutationsprofil konnte mit
500kb eine PanelgroéRRe erreicht werden, mit der eine Sequenzierung auch auf kleineren Se-
quenziergeraten effektiv moglich ware. Der Vergleich mit anderen Custom Panels fur HNSCC
zeigte, dass je nach Intention die Auswahl der sequenzierten Gene variiert. Eine einheitliche
Priorisierung der Gene nach ihrer Relevanz durch Expertenkomitees erscheint notwendig.
Durch die Auswahl von Genen, die im Falle einer Alteration die Anwendung von zielgerichteten
Therapien ermoéglichen, eréffnen sich neue, kausale Therapieoptionen fur die Patienten.

Das Custom Panel wurde daraufhin hinsichtlich der Durchfihrbarkeit und des Nutzens mit
kommerziellen tNGS-Panels verglichen. Das Custom Panel konnte nur in grof3en Verpa-
ckungsgrofien bestellt werden, wodurch der Packungspreis im mittleren flinfstelligen Bereich
lag. Mit den im Rahmen dieser Arbeit zu Verfigung stehenden finanziellen Mitteln war daher
die Anwendung des Custom Panels zur Sequenzierung der Pilotkohorte nicht mdglich. Von
den verfugbaren kommerziellen Panels zeigt das Oncomine™ Comprehensive Assay Plus die
gréRte Ubereinstimmung mit dem erstellten Custom Panel. Daher wurde das Oncomine™
Comprehensive Assay Plus fur eine mdogliche Implementierung ausgewahlt. Dieses Panel ist
nicht spezifisch fir HNSCC, liefert aber zusatzlich Informationen zu TMB, MSI und Copy Num-

ber Variation, die in HNSCC fur Prognose und Therapie eine wichtige Rolle spielen. So kénnen
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Patienten identifiziert werden, die von einer Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren oder
einer zielgerichteten Therapie profitieren wirden. Das Panel ist, verglichen mit anderen ver-
fugbaren tNGS-Panels, sehr umfangreich. Dadurch kann die Heterogenitat des HNSCC gut
abgebildet werden, ohne auf die wesentlich umfangreichere und aufwandigere
Whole-Exome-Sequenzierung zuriickgreifen zu mussen.

Die Eignung des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus wurde durch die Sequenzierung der
Pilotkohorte untersucht. Dabei konnten von 39 Proben, fir die eine Library-Herstellung begon-
nen wurde, nur von knapp weniger als der Halfte auswertbare Sequenzierergebnisse erhoben
werden. Die geringe Rate an auswertbaren Sequenzierergebnissen in dieser Arbeit zeigt, dass
sich das Oncomine™ Comprehensive Assay Plus aufgrund der Performance nur bedingt fur
die klinische Diagnostik und Forschung von HNSCC Patienten an FFPE-Material eignet. Es
bekraftigt zudem die Schwierigkeit der Sequenzierung von aus FFPE-Material isolierter DNA
mit komplexen tNGS-Panels. Es bedarf einer Optimierung der Panel Performance. Dabei
koénnte eine Kontrolle der DNA-Qualitat und -Quantitat helfen, die Erhebung von nicht auswert-
baren Sequenzierergebnissen zu vermeiden. Die Kontrolle der DNA-Qualitat steigert aller-
dings nicht die Rate an auswertbaren Sequenzierergebnissen insgesamt. So erscheint vor
allem die Verwendung von DNA besserer Qualitat vielversprechend. Es gilt zu Gberprifen,
inwieweit die Verwendung von DNA aus frisch gefrorenem Gewebe (Fresh Frozen Tissue) die
Rate an auswertbaren Sequenzierergebnissen steigert.

Die auswertbaren Sequenzierergebnisse zeigen jedoch auch, dass das Oncomine™ Compre-
hensive Assay Plus bei erfolgreicher Sequenzierung durchaus wichtige Informationen liefert.
So wurden uber die 16 ausgewerteten Proben verteilt 19 Varianten identifiziert, die ein poten-
tielles Target fUr eine zielgerichtete Therapie darstellen. Eine Behandlung dieser Patienten mit
der entsprechenden Therapie ware im Rahmen von Studien schon jetzt moglich. Es ist dabei
davon auszugehen, dass die Zahl an zugelassenen zielgerichteten Therapien in Zukunft stei-
gen wird. Zudem wurden zwei Patienten mit einem TMB-high Tumor identifiziert, die von einer
Therapie mit dem fur HNSCC bereits zugelassenen Immuncheckpoint-Inhibitor Pembrolizu-
mab profitieren wirden [106]. Die funf am haufigsten mutierten Gene in der Pilotkohorte waren
TP53, MAML3, KMT2D, NOTCH1 und NTRK1. Beim Vergleich mit Daten aus der Literatur
war die Mutationshaufigkeit insbesondere flir das MAML3 Gen deutlich héher.

So bleibt die Sequenzierung mit dem im Rahmen dieser Arbeit erstellten Custom Panel wei-
terhin eine interessante Option, deren Durchflhrbarkeit es in Zukunft zu prifen gilt. Es ist we-
sentlich kleiner als das Oncomine™ Comprehensive Assay Plus; dafur aber spezifischer fur
HNSCC. Mit der stetigen Entwicklung des NGS und der verfigbaren Optionen, ist davon aus-
zugehen, dass eine Durchflihrung in Zukunft auch in kleinerem Umfang maglich sein wird. Mit

der Etablierung eines spezifischen Panels mit einer zuverlassigen Performance, bedarf es
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daraufhin einer Ausweitung der Pilotkohorte, um signifikante Aussagen Uber die Korrelation

des klinischen Outcomes mit den Sequenzierdaten machen zu kénnen.
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Die Anwendung von NGS ermdglicht die Anwendung neuer zielgerichteter Therapien
basierend auf dem molekularen Mutationsprofil. Es ist davon auszugehen, dass die
Anzahl an verfligbaren und zugelassenen zielgerichteten Therapien in Zukunft steigen

wird.

Es bedarf einer aussagekraftigeren Stratifizierung der Patienten mit HNSCC, um die
inter- und intratumorale Heterogenitat von HNSCC besser abzubilden und somit An-

sprechraten bestehender Therapien zu verbessern.

Kleine tNGS-Panel, die nur wenige Gene umfassen, reichen fir eine umfassende Pa-
tientenstratifizierung nicht aus, da sie das molekulare Mutationsprofil nur sehr einge-

schrankt widerspiegeln.

Die Durchflhrung von tNGS mit einem anwendungs- und entitatsspezifischen Panel ist
dem Whole Exome Sequencing hinsichtlich der Machbarkeit im Setting der Universi-

tatsmedizin Rostock Uberlegen.

Fir ein entitatsspezifisches tNGS-Panel fir die Anwendung in Diagnostik, Therapie
und Forschung bedarf es einer Strategie fir die Aufnahme von Genen in das Panel,
die sich sowohl nach den am haufigsten mutierten Genen, als auch nach den Genen

mit Relevanz fur Immuncheckpoint-Inhibitoren und zielgerichteter Therapien richtet.

Das im Rahmen dieser Dissertation entwickelte Custom Panel ist vom Panel Design
fur die Anwendung in Diagnostik, Therapie und Forschung von Patienten mit HNSCC
grundsatzlich gut geeignet. Die Durchfiihrbarkeit besonders hinsichtlich der Panel Per-

formance an DNA aus FFPE-Material gilt es zu Uberprifen.

Der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus ist von den auf der lonTorrent™-Plattform
verfugbaren kommerziellen tNGS Panels am besten geeignet fur die Anwendung in

Diagnostik, Therapie und Forschung von Patienten mit HNSCC.

Fir die potentielle Implementierung des Oncomine™ Comprehensive Assay Plus in
den klinischen Alltag bedarf es einer zuverlassigen Panel Performance, die in der Pi-

lotkohorte bei den DNA-Proben aus FFPE Material nicht gegeben war.
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Sind die Sequenzierergebnisse mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus aus-
wertbar, so erfasst der Assay zusatzlich zuverlassig den Status der Tumormutations-

last und der Mikrosatelliteninstabilitat.

Die Anwendung eines komplexen tNGS-Panels mit vielen Primern an DNA mit einge-
schrankter Amplifizierbarkeit scheint zu einem grofden Anteil nicht auswertbaren Se-
quenzierergebnissen zu flhren. Dies scheint auch zu gelten, wenn mit derselben DNA
an kleineren Panels eine vergleichsweise sehr hohe Rate an auswertbaren Ergebnis-

sen erzielt wurde.

Es ist anzunehmen, dass im Herstellerprotokoll fur die Libraryherstellung mit dem On-
comine™ Comprehensive Assay Plus der Mindestwert fur die Librarykonzentration mit
50 pM sehr hoch gewahlt wurde. Es ist gut mdglich, dass einige Proben mit einer Libra-
rykonzentration unterhalb von 50 pM trotzdem auswertbare Sequenzierergebnisse lie-

fern wirden.

Ein hoher Cutoff flr die Detektion von Varianten mit einer Allelfrequenz = 20% wird der
Heterogenitat von soliden Tumoren, insbesondere HNSCC gerecht. Dadurch werden

vor allem die treibenden, biologisch relevanten Mutationen abgebildet.

Es ist anzunehmen, dass viele der Calls, die in der Primarius-Gruppe detektiert wur-
den, in der Gruppe vRezidiv mit einer Allelfrequenz unterhalb des Cutoffs von 20%

weiter bestehen.

Der Oncomine™ Comprehensive Assay Plus besitzt durchaus das Potential, Patienten
anhand ihrer molekularen Charakteristika fur zielgerichtete Therapien zu stratifizieren.
So konnten trotz eines vergleichsweise hohen Cutoffs fur die VAF, durchschnittlich an-

nahernd zwei actionable Targets pro Patient identifiziert werden.

Die Anwendung von tNGS-Panels wie dem Custom Panel oder dem Oncomine™ Com-
prehensive Assay Plus erscheint zum aktuellen Zeitpunkt (2024) besonders im Rah-
men von Umbrella-Studien sinnvoll. Hierbei werden die Patienten basierend auf den

Tumormutationen in mutationsspezifische Therapiearme eingeteilt.
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IX. Anhang
9.1 Erganzende Tabellen

Tabelle 25: qPCR-Ergebnisse lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2

NF373 847,73
NF374 12,86
NF374v2 134,98
NF375 480,20
NF376 1304,71
NF377 2606,82
NF378 292,52
NF379 70,16
NF380 432,61
NF381 209,52
NF382 227,16
NF403 78,07
NF406 1357,02
NF409 680,26
NF410 173,18
NF411 349,97
NF412 387,23
NF413 194,97
NF414 28,89
NF414v2 301,03
NF415 32,57
NF417 88,01

Die Fett unterlegten Proben wurden sequenziert, die anderen Proben wurden aufgrund zu geringer DNA-Kon-
zentration verworfen.
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Tabelle 26:

NF373
NF375
NF376
NF377
NF374
NF378
NF379
NF380
NF381
NF382
NF403
NF406
NF409
NF410
NF411
NF412
NF413
NF414
NF417

Sequenzierparameter mit dem lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel v2

97,58%
57,49%
97,58%
95,65%
90,82%
97,58%
95,65%
95,65%
95,65%
98,55%
88,41%
99,52%
97,10%
90,91%
96,62%
98,07%
97,58%
69,57%
96,14%

97,58%
58,45%
98,07%
96,14%
93,72%
97,10%
95,65%
95,65%
93,24%
95,17%
82,61%
99,03%
96,62%
90,34%
92,27%
99,03%
96,14%
68,12%
84,54%

99,03%
96,62%
99,52%
99,03%
100,00%
99,03%
99,03%
99,03%
99,03%
99,03%
99,52%
99,52%
99,03%
99,03%
99,03%
99,03%
99,03%
96,62%
99,03%

99.31%
99.27%
99.59%
99.13%
99.08%
99.17%
98.72%
98.72%
99.03%
98.82%
97.70%
94.49%
99.24%
99.23%
98.76%
96.16%
99.23%
98.88%
99.18%

69
69
69
69
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68
68

72/28
72/28
72/28
72/28
71/29
71/29
71/29
71/29
71/29
71/29
67/33
67/33
67/33
67/33
67/33
67/33
67/33
67/33
67/33

531727
544346
870629
536382
646626
429120
450682
450682
277911
337581
422789

53144
472302
494282

29577

59981
397655
490578
286601
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Tabelle 27:  Ubersicht iiber die enthaltenen Gene im ersten Design des Custom Panels

Gene aus Gen Panel Tﬁrr%ﬁ:'us_nd
cBioPortal DKFZ .
therapien
TP53 PCDH15 ACACA EPHA7 LTBP1 PTPRZ1 JAK1 CCND1
TTN ZFHX4 ACTC1 ERBB4 MACC1 RAC1 JAK2 | DDR2
FAT1 CUBN ADCY2 ETV6 MAGEL2 RAD51C MLH1 | EPHA2
CDKN2A | FAT4 AFF1 EYA1 MAP2 RAP1A MSH2 | ERBB2
NOTCH1 PLEC AGTR1 EZH2 MAP3K7 RAP1B MSH6 | FGFR1
PIK3CA AHNAK AJUBA F13B MAPK1 RASA1 PMS2 | FGFR2
MUC16 COL22A1 | AKAP12 F5 MAPK9 RB1 FGFR3
CSMD3 DNAH9 AKT1 FAM101A MBD1 RB1CC1 IGF1R
KMT2D EP300 AKT2 FAM155A MED1 RBM5 KRAS
SYNE1 APOB ALB FAM222B MED12 RECQL4 MET
LRP1B HRAS ALDH1L1 FANCA MME REG1A MYC
PCLO DNAH8 ALK FANCB MS4A14 RET NF1
DNAH5 HERC2 ANKRD30B | FANCC MTOR RGS17 NRAS
USH2A ADGRV1 ANO1 FANCD2 MUC6 RHOA PTEN
FLG NAV3 APC FANCE MYH1 ROS1
NSD1 FBXW7 AR FANCF MYH10 RUNX1T1
RYR2 MUC5B ARH- FANCG MYH11 RXRA
CASP8 CREBBP GAP35 FANCI MYH9 SDHA
Sl SPEN ARID1A FANCL NBN SELP
PKHD1L1 | PRDM9 ASAP1 FANCM NCOR1 SEMASA
RELN ZNF804B | ASNS FCRL4 NCOR2 SER-
DMD FAT2 ASXL3 FIGN NCR1 PINB4
FAM135B | LAMA2 ATM FLT3 NECAB1 SETBP1
KMT2C DST ATR FN1 NEURODG6 SIN3A
XIRP2 LRP2 ATRX FOSL2 NF2 SIRT1
HUWE1 RYR3 AURKC FOXO03 NFE2L2 SIRT3
COL11A1 | SYNE2 AXIN2 GABRB3 NOTCH2 SLC26A7
PAPPA2 MACF1 B2M GRID2 NOTCH3 SLCY9A1
FAT3 PCDH11X | BCL11A GRM1 NPY5R SLIT2
BCL9 GSTM2 NTM SLITRK4
BECN1 HDAC6 NUP214 SLX4
BIRC6 HFM1 OR2J2 SMAD4
BLM HIST1H1B OR2L13 SMARCA2
BRAF HIST1H2BD OR2M2 SMARCA4
BRCA2 HIST1H2BK OR2T12 SMO
BRIP1 HIST1H4E OR4C11 SORCS1
BRWD3 HNRNPA2B1 [ OR4M2 SPTBN1
C6 HOXD10 OR52E2 SRC
C90RF135 | HSPG2 OR56A1 STEAP4
CD163 IFNGR1 OR5D13 STK11
CD1E IL1RAPLA1 PABPC5 SULF1
CDH1 IL6ST PALB2 SYNCRIP
CDH10 INPP5D PBRM1 SYNE3
CDH11 INPPL1 PCDH10 TARP
CDH5 ITGB1 PDGFRA TEK
CDK4 JAK3 PEG3 TERFA1
CHD1L KCNT2 PEX11A TERF2
CLDN18 KDM5B PFKP TERT
CNTNAP5 KDMGA PIK3CG TG
COL1A2 KDR PIK3R1 TGFBR2
CPXCR1 KEAP1 PIWIL1 THBS1
CRABP2 KIT PKD1 TLN1
CTCF KMT2A PKN1 TLR4
CTNNB1 KRT14 PLCB1 TP63
CUL3 KRT5 PLSCR4 TPO
CUX1 LAMA1 POM121L12 | TPP1
DACH1 LAMA3 POT1 TRIM24
DCC LAMA4 PRDX4 TRIM58
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DICER1 LAMA5 PRIM2 TRRAP
DNM2 LBP PRKDC TTF1
DNMT3A LCP1 PRMT5 UBE3A
DOCK1 LILRB1 PROX1 UBR5S
DOK6 LIMK1 PRSS1 UGT2B7
DPP10 LIN28B PRUNE2 USPOX
DPPA4 LINGO2 PTPN11 VCAN
DSP LRFN5 PTPRA WRN
EGFR LRP1 PTPRC XPO1
EIF3A LRP6 PTPRD ZBTB16
EIFAG1 LRRC4C PTPRF ZIC1
EPAS1 LRRK2 PTPRT ZNF737
EPB41L3 ZNF750
EPHA3

Von allen Genen wurde in diesem Design die gesamte kodierende Sequenz abgedeckt(=CDS).
Blauer Kasten: Am haufigsten mutierte Gene in cBioPortal Datensatz [21, 38—40, 66].

Gruner Kasten: Am haufigsten mutierte Gene bei Sequenzierung mit DKFZ Panel [47].

Lila Kasten: Gene Relevant fir Immuntherapie und zielgerichtete Therapie [16, 21, 49, 67, 68].
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Tabelle 28:  Sequenzierparameter mit dem Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

NF374v1 13,92 446 76,6
NF375v1 36,75 92,7 92,0
NF376v1 27,96 77,9 81,9
NF378v1 05,98 31,4 93,1
NF380v1 27,78 93,0 94,8
NF381v1 37,37 92,7 90,3
NF381v2 32,31 69,0 72,5
NF382v1 37,68 84,3 84,1
NF382v2 07,43 39,9 92,7
NF404v1 31,43 94,0 94,5
NF406v1 04,30 08,4 96,1
NF410v1 32,02 91,3 91,8
NF412v1 02,21 05,8 63,3
NF412v2 17,99 71,8 86,3
NF413v1 16,80 74,3 90,4
NF414v1 24,29 78,3 84,1
NF417v1 44,72 96,3 96,0
NF423v1 18,11 78,3 93,9
NF424v1 29,48 92,2 93,8
NF425v1 06,62 24.4 93,7
NF426v1 00,28 00,0 91,6
NF427v1 28,28 93,0 95,3
NF428v1 79,10 98,1 95,7
NF510v1 14,93 70,4 91,1
Alle Proben

24,07 (£ 17,31) 66,8 ( 31,8) 89,0 (% 8,3)
(n=24)
Ausgewertete

31,54 ( 15,25) 86,2 (* 9,4) 91,0 (* 4,6)

Proben (n=16)

Werte in Klammern geben Standardabweichung an.
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Tabelle 29: qPCR-Ergebnisse Oncomine™ Comprehensive Assay Plus

NF373 3,23
NF373v2 7,98
NF374 16,12
NF376 26,89
NF379 2,77
NF379v2 4,94
NF381 51,04
NF382 85,49
NF409 6,47
NF409v2 1,56
NF412 110,78
NF413 41,87
NF414 34,63
NF424 46,48
NF504 17,00
NF510 55,73
NF511 8,38
NF513 0,71
NF514 9,30
NF520 10,01
NF540 15,20
NF542 10,15
NF543 4,93

Die fett unterlegten Proben wurden sequenziert, die anderen Proben wurden aufgrund zu geringer DNA-Konzent-
ration verworfen.
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Tabelle 30:

Mutationsfrequenz aller mutierten Gene im Vergleich mit cBioPortal

50,00% 62,50% 37,50% 69,10%
43,75% 25,00% 62,50% 0,40%
37,50% 50,00% 25,00% 14,80%
37,50% 50,00% 25,00% 15,50%
25,00% 25,00% 25,00% 1,10%
18,75% 25,00% 12,50% 19,30%
18,75% 25,00% 12,50% 1,00%
18,75% 12,50% 25,00% 0,40%
18,75% 37,50% 0,00% 2,80%
12,50% 12,50% 12,50% 5,40%
12,50% 12,50% 12,50% 3,90%
12,50% 12,50% 12,50% 1,40%
12,50% 25,00% 0,00% 0,60%
12,50% 12,50% 12,50% 0,40%
12,50% 0,00% 25,00% 3,30%
12,50% 12,50% 12,50% 3,10%
12,50% 12,50% 12,50% n.v.
12,50% 25,00% 0,00% 4,10%
12,50% 25,00% 0,00% n.v.
12,50% 12,50% 12,50% 1,10%
12,50% 12,50% 12,50% 0,80%
12,50% 12,50% 12,50% 2,50%
6,50% 12,50% 0,00% 4,20%
6,50% 0,00% 12,50% 2,80%
6,25% 12,50% 0,00% 4,70%
6,25% 12,50% 0,00% 1,40%
6,25% 0,00% 12,50% 2,80%
6,25% 0,00% 12,50% 19,20%
6,25% 0,00% 12,50% 1,40%
6,25% 0,00% 12,50% 0,80%
6,25% 12,50% 0,00% 5,50%
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6,25% 0,00% 12,50% 2,90%
6,25% 0,00% 12,50% 2,50%
6,25% 12,50% 0,00% 5,90%
6,25% 12,50% 0,00% 0,60%
6,25% 0,00% 12,50% 1,10%
6,25% 12,50% 0,00% 0,70%
6,25% 0,00% 12,50% 0,80%
6,25% 0,00% 12,50% 0,40%
6,25% 12,50% 0,00% 0,40%
6,25% 0,00% 12,50% 1,10%
6,25% 12,50% 0,00% 0,40%
6,25% 12,50% 0,00% 16,00%
6,25% 12,50% 0,00% 1,40%
6,25% 12,50% 0,00% 0,80%
6,25% 12,50% 0,00% 2,50%
6,25% 12,50% 0,00% n.v.

6,25% 12,50% 0,00% 0,60%
6,25% 0,00% 12,50% 4,00%
6,25% 12,50% 0,00% 2,00%
6,25% 0,00% 12,50% 2,10%

In den 3 mittleren Spalten sind die Mutationsfrequenzen der Gene aufgefiihrt, die im Rahmen dieser Arbeit erho-
ben wurden. Auf der rechten Seite sind die Mutationsfrequenzen von 434 DNA-Proben von HNSCC Patienten
aus 5 Studien [21, 38—40, 66] , die mittels der Webanwendung cBioPortal zusammengefasst wurden, aufgefiihrt.

Tabelle 31: Korrelation der Uberlebenszahl mit der Anzahl an Mutationen pro Probe

Zeit ED - Tod in Tagen Pearson-Korrelation -0,548 -0,186
Signifkanz (2-seitig) 0,160 0,659
Anzahl Patienten 8 8

Eine Korrelation der Zeit von Erstdiagnose bis zum Tod in Tagen mit der Anzahl an detektierten Mutationen pro
Probe mittels der Pearson Korrelation ergibt r= -0,548. Wird die Zeit Von Erstdiagnose bis Tod in Tagen mit der
Anzahl an detektierten onkogenen Mutationen korreliert so erhalt man nach Pearson-Korrelation r= -0,186. Diese
Ergebnisse sind bei einem 95% Konfidenzintervall nicht signifkant.
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9.2 Erganzende Abbildungen

Patient Nr. 201

Patient Nr. 198

Primarius

Primarius

ERAP1
1

CYP2D6 ‘
1

MYCMN

HT1RH1 MAML3
n=3 1 n=3
vRezidiv vRezidiv

TERT ERAP1
‘ 1

1 n=5

RASA1 KMTZD

HLA-A

n=4

Abbildung 11:

Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patient Nr. 201 und Patient Nr. 198

N=Anzahl der Mutationen pro Probe. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Patient Nr. 211 Patient Nr. 220
Primarius Primarius
ZFHX3 ATR TP53 APC
uspap 1 _ 1 csmD3 | !
1 1
TERT AXL
FANCC 1 " 1
TP53 1 ‘ A
2 it
HMIED IPIK3CA BRCAZ
1 1
QRSL1 LRCH2
1 1
PRKAR1A NOTCH3 NOTCH1 Nﬂ'ﬁﬂm — cnﬁaap
1 1 1 1
I"|=’13 n=9
vRezidiv vRezidiv
|[USP40 | KMT2D{ IDH2 BRCAZ
1 | 1 1 9
n=2 n=2

Abbildung 12: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patient Nr. 211 und Patient Nr. 220
N=Anzahl der Mutationen pro Probe. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Patient Nr. 184

Primarius
ZFHX3 ATRX
1 1
TP53 CSMD3

RFMDNZ-AS
1

1
CuUL4B
1

RECQLA4 MAMLS
1 1
PHF& NOTCH1
1 NTRK1 1
1 —_—
n=13
[=
vRezidiv
CDKNZB

ZMYM3 1

2 CSMD3

1

cuL4B
1
TPMT
2
MAMLI
1
TP33 NOTCH1

1 NTRK1

1 "' n=11

Abbildung 13: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patient Nr. 184
N=Anzahl der Mutationen pro Probe. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Patient Nr. 182

Patient Nr. 200

RADS52

n=4

Primarius Primarius
ZMYM3 CYP2D6
ZFI:XZS KM:ITZD ! 1

TP53 ' ' FGFR1
1 1

RMDNZ-AS' ‘ HLA-B
1

1
NOTCH3 KMT2D

1 NOTCH1 1
1

n=9

Probe

vRezidiv vRezidiv
keine keine
auswertbare auswertbare

Probe

Abbildung 14: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patient Nr. 182 und Patient Nr.200
N=Anzahl der Mutationen pro Probe. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Patient Nr. 229

Patient Nr. 227

POLD1 KMT2D

Primarius Primarius
PTEN EP300
1 1
keine
auswertbare

Probe

Probe

NTI;!K1
n=5
vRezidiv vRezidiv
TPMT CDKN2A
2 2
keine .
P53 COoG1
auswertbare 1 1

DCAF4L2
1

Abbildung 15: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patient Nr. 229 und Patient Nr.227
N=Anzahl der Mutationen pro Probe. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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Patient Nr. 232

Patient Nr. 161

Primarius Primarius
keine keine
auswertbare auswertbare

Probe

Probe

n=11

vRezidiv vRezidiv
ZMYM3 ASXL1
1 1
TP53 ATRX
1 . 1
SMAD4 BRCA1
1 1
NOTCH1 DICER1
1 1
MAML3 GHR MAML3
1 1 2

n=2

Abbildung 16: Ubersicht iiber die mutierten Gene in Patient Nr. 232 und Patient Nr.161
N=Anzahl der Mutationen pro Probe. Abbildung erstellt mit BioRender.com
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