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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfihrung

Steigende Inzidenzen im onkologischen Setting in nahezu jeder medizinischen Fachdisziplin und
die immer noch hohe Mortalitdt mancher Tumorentitdten spiegeln den hohen Bedarf an
weiterfihrender Forschung im Fachbereich der Onkologie wider.

Das nicht-kutane Plattenepithelkarzinom im Hals-Kopf-Bereich (HNSCC) zahlt zu den sechst
haufigsten Malignomen weltweit. Steigende Inzidenzen im HNSCC lassen sich in der westlichen
Welt verzeichnen. Das HNSCC ist durch eine hohe Sterblichkeit gekennzeichnet (Sung et al.,
2021). Neue Erkenntnisse Uber die Tumorbiologie kdonnten zu einer Verbesserung von
Screening, Diagnostik sowie Therapie fiihren. Aktuelle Therapien sind mit erheblichen
unerwiinschten Nebenwirkungen behaftet, die die Lebensqualitdt von Patient:innen deutlich
einschranken. Neue Therapiemoglichkeiten konnten dazu beitragen, die Rate der
unerwiinschten Nebenwirkungen von Tumorchirurgie, Strahlen- und Chemotherapie zu
reduzieren und die Mortalitdt drastisch zu senken (Peng et al., 2021).

In den vergangenen Jahren kam es zu einem Erkenntniszuwachs beziglich Tumorgenese und
der Beeinflussung der Mikroumgebung durch den Tumor. Bereits vielzahlige Identifizierung von
entarteten oder onkogen veranderten Oberflaichenmolekilen und Signalkaskaden fiihren zu
einem besseren Verstandnis der Tumorgenese und den daraus resultierenden
Behandlungsansatzen. Zu den neueren Ansatzen zdhlen aktuell die Sequenzierung des
Tumorgenoms und die Erweiterung der klassischen Therapieansatze um die Immuntherapie.
Flr Patient:innen ist diese in weiten Teilen mit weniger Nebenwirkungen behaftet. Je nach
Tumorentitit kann das Uberleben der Patient:innen durch den Einsatz von Immuntherapie
verbessert werden (Ghosh et al., 2022).

Haufige Komplikationen in der Behandlung eines HNSCC sind Therapieversagen und Rezidive.
Ursachlich dafiir kbnnen onkogen veranderte Proteine oder nachgeschaltete Signalachsen sein.
Diese sichern ein Uberleben der Tumorzelle durch veridnderte Expressionsmuster von anti-
apoptotischen Proteinen, den Eingriff in den Zellzyklus oder die Verdanderung von
metabolischen Prozessen. Infolgedessen kommt es zu einem geringeren Ansprechen auf Radio-
Chemotherapie oder Immun-Checkpoint-Inhibition. Auch ein ganzliches Aufheben der anti-
tumoralen Wirkung der eingesetzten Therapeutika wird in der Literatur beschrieben

(Mohapatra et al., 2021).
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Neben klassischen histomorphologischen Tumorparametern konnten andere gewebebasierte
Faktoren als prognostische und/oder pradiktive Marker identifiziert werden. Sie dienen als
Entscheidungshilfen in der Therapieauswahl.

Neu etablierte Biomarker, mit hohem pradiktivem und prognostischem Stellenwert, kdnnen
helfen, das progressionsfreie Intervall, Gesamtiiberleben und Therapieansprechen besser
vorhersagen zu kénnen. Die aktuelle 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patient:innen
mit rezidivierten oder metastasierten HNSCC liegt bei 50 — 60 % und konnte durch den Einsatz
weiterer Marker deutlich angehoben werden (Fasano et al., 2021).

Die in anderen Tumorentitaten deutlich lebenszeitverlangernde Immuntherapie, als neue
Option der personalisierten Medizin, erzielte in der Behandlung von Kopf-Hals-Tumor-
Patient:innen einen vergleichsweise schwachen Effekt. Der aktuell einzige Biomarker fiir das
Therapieansprechen fortgeschrittener HNSCC Patient:innen auf eine Therapie mit einem
Immun-Checkpoint-Inhibitor, ist die Expression des programmed cell death ligand 1 (PD-L1) (Liu
et al., 2022).

Das Ansprechen einer Immuntherapie im HNSCC unter dem Einsatz von PD-L1-Inhibitoren wie
Nivolumab und Pembrolizumab liegt aktuell bei weniger als 20 %. Dies konnte durch den Einsatz
weiterer Biomarker und somit neuen Therapieoptionen und Therapiestrategien gesteigert
werden (Cohen et al., 2019).

Hou et al. konnte das Protein CKLF-like MARVEL transmembran domain 6 (CMTM®6) unter
anderem im nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom als neuen prognostischen Biomarker fiir das
Ansprechen einer Immuntherapie identifizieren (Hou et al., 2020). Uber den pradiktiven Wert
von CMTMB®6 konnte bisher keine eindeutige Aussage getroffen werden. CMTM6 nimmt eine
bedeutende Rolle in der Beeinflussung des Tumormilieus durch Stabilisierung von PD-L1 sowie
Aktivierung von Kinasen und deren nachgeschalteten Signalkaskaden ein (Zhao et al., 2021).
Zusatzlich steht CMTM®6 im Zusammenhang mit einer moglichen Cisplatin-Resistenz im HNSCC.
Dieses Phanomen konnte in Zelllinienmodellen aber nicht in vivo gezeigt werden (Mohapatra
et al., 2021).

In anderen Tumorentitdaten, wie dem kolorektalem oder dem hepatozelluldarem Karzinom,
konnte bei vermehrter Expression von CMTM6 eine positive Beeinflussung der
Tumormikroumgebung (TME) beobachtet werden. Damit verbunden ist ein anti-proliferativer
Effekt des Tumors (Peng et al.,, 2021; Huang et al., 2022). Somit gilt CMTM®6 als

vielversprechender pradiktiver und prognostischer Marker, um ein zuverlassiges Ansprechen



Einleitung

auf eine Immuntherapie vorherzusagen. Dies kdénnte das progressionsfreie Uberleben und

Gesamtiiberleben der an HNSCC erkrankten Patient:innen im kaukasischen Kollektiv steigern.

1.2 Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals Bereich

Nicht-kutane Plattenepithelkarzinome stellen im Kopf-Hals-Bereich 90 % der malignen Tumore
dar. Abbildung 1 zeigt die fir das HNSCC typischen anatomischen Regionen in der sich tumordse
Neubildungen manifestieren und stellt die auf klinischer Ebene relevanteste Neoplasie in

diesem Bereich dar.
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Abbildung 1: Anatomische Regionen des nicht-kutanen Plattenepithelkarzinoms im

Kopf-Hals Bereich

Ausgehend von der Mundschleimhaut entsteht das klassische nicht-kutane Plattenepithelkarzinom in
den Abschnitten des Larynx (Epiglottis, Supraglottis, Glottis, Subglottis), Mundhdhle (Lippe, Zunge,
Mundboden, Gaumen) und Hypopharynx. Virus-assoziierte Karzinome umfassen den Nasopharynx und
Oropharynx (Tonsillen). Modifiziert nach (Johnson et al., 2020). Schematische Darstellung entnommen
aus www.servier.com.

Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals Bereich lassen sich in Virus- und Noxen-assoziierte
Subgruppen einteilen.

Malignome des Oropharynx sind meist mit dem Humanen Papilloma-Virus (HPV), Karzinome
des Nasopharynx eher mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert. Das klassische nicht-kutane
Plattenepithelkarzinom ist auf eine durch Alkohol- und Tabakkonsum hervorgerufene
Tumorentstehung zurlickzufiihren. Es ist lokalisiert im Larynx, der Mundhohle oder dem

Hypopharynx (Weichert et al., 2018).
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1.3 Epidemiologie

Bosartige Neubildungen (maligne Tumore) waren im Jahr 2022 nach den kardiovaskularen
Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache weltweit (WHO, 2022).

Das HNSCC zahlt mit 890.000 Neuerkrankungen und 450.000 Todesfallen im Jahr 2022 zu den
sechs haufigsten Krebsarten weltweit (Bray et al., 2024). Wie in

Abbildung 2 gezeigt, lasst sich die hochste Inzidenz in Stidostasien und Australien aufgrund von
erhohtem Konsum krebsauslosender Substanzen wie Tabak und Alkohol detektieren (Hashibe
et al., 2007).

Ein weiterer Anstieg der Inzidenz des HNSCC um circa 30 % wird bis zum Jahr 2050

prognostiziert (Bray et al., 2024).
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Abbildung 2: Weltweite Inzidenz des HNSCC

Altersstandardisierte  Inzidenz pro  100.000 beider Geschlechter von nicht-kutanen
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich. Eingeschlossen wurden die anatomischen Bereiche der
Mundhohle, Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx. Die Daten wurden der GLOBOCAN
Global Cancer Statistic 2020 entnommen (Hyuna Sung et al., 2021). Die Landkarte wurde mithilfe des
GLOBOCAN website mapping tools erstellt und modifiziert.

Abkiirzung: ASR: Age-Standardized- Rate

Manner sind von dieser Tumorentitat etwa doppelt bis vierfach so haufig betroffen wie Frauen.
Das Alter bei priméarer Diagnosestellung liegt im Mittel bei 55 Jahren (Johnson et al., 2020).
2020 betrug in Deutschland die Inzidenz von Krebserkrankungen Gber 490.000 Fallen pro Jahr,
bei einer Mortalitdt von circa 230.000 Fallen pro Jahr (RKI, 2021).
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Laut Krebsbericht des Robert-Koch-Instituts (RKI) aus dem Jahre 2018 liegt die Inzidenz in
Deutschland fiir das HNSCC bei circa 21,1 pro 100.000 Personen. Auch in Deutschland
erkranken mehr Manner als Frauen. Ein Anstieg der Neuerkrankungsrate ist besonders bei den
Frauen zu erkennen. Die Gesamtmortalitat liegt bei circa 5.500 Fallen pro Jahr. Das mittlere
Erkrankungsalter in Deutschland ist auf 65 Jahre (Méanner 63 Jahre; Frauen 66 Jahre)
angestiegen. Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei leitliniengerechter Therapie
betragt je nach UICC-Stadium zwischen 83,5 % (Stadium UICC I) und 41,5 % (Stadium IV UICC).
Die Vielzahl der neu diagnostizierten HNSCC (Mannern 60 %; Frauen: 52 %) werden aufgrund
des langen klinisch unauffdlligen Verlaufs erst in fortgeschrittenen und teilweise
metastasierten Stadien (UICC-Stadium Il und 1V) diagnostiziert. Daraus resultiert die geringe 5-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit in den UICC-Stadien Il und IV (M&nner: Stadium Ill: 59 %,
Stadium IV: 50 %; Frauen: Stadium Ill: 65 %, Stadium 1V: 43 %) (RKI, 2017).

1.4 Risikofaktoren

Die drei Hauptrisikofaktoren fir die Entstehung eines HNSCC sind Alkohol- und Nikotinkonsum,
Viren aus der Gruppe der Humanen Papillomaviren und das Epstein-Barr-Virus. Dabei lassen
sich fur die Risikofaktoren Alkohol und Tabak, und deren Konsum, kulturelle und geographische
Unterschiede erkennen. Nachweislich beglinstigt der exzessive Konsum beider Noxen die
Entstehung eines HNSCC und erhoht das Risiko an einem HNSCC zu erkranken um das 35-Fache
(Johnson et al., 2020).

Das Risiko an einem HNSCC zu erkranken ist bei Patient:innen mit einer positiven HPV-
Anamnese fiir einen high-risk-HPV-Typen im Vergleich zu HPV-negativen Patient:innen um das
Vierfache erhoht (Dayyani et al., 2010).

HPV-16 ist der am haufigste bei HPV-positiven HNSCC vorkommende Subtyp, wobei in
kleineren Patientengruppen auch die Typen HPV-18, HPV-31, HPV-33 und HPV-52
nachgewiesen werden konnten. Sie alle zdhlen in die Gruppe der HPV-high-risk-Typen, welche
nicht-kutane Plattenepithelkarzinome, vorrangig im Bereich des Oropharynx, induzieren
konnen (Michaud et al., 2014).

Weltweit steigende Inzidenzen lassen sich bei oropharygealen HPV-positiven Karzinomen

detektieren. Regional unterschiedliche Verteilungen sind dabei zu erkennen. Eine erhdéhte und
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stetig steigende Inzidenz ist in Landern mit niedriger Impfrate gegen das Humane Papilloma-

virus zu verzeichnen (Johnson et al., 2020).

1.5 Pathogenese des Plattenepithelkarzinoms

Die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms erfolgt in mehreren aufeinanderfolgenden
Schritten. Das Durchlaufen der einzelnen Schritte zahlt in der Mundhdhle als pathognomonisch.
In Hypopharynx, Nasopharynx und Larynx werden die einzelnen Schritte nicht klassisch
durchlaufen, sodass die einzelnen Vorlduferldasionen nicht immer erkennbar und
diagnostizierbar sind. Der Oropharynx nimmt in der Pathogenese aufgrund seines
lymphoepithelialem Gewebes und der virusassoziierten Genese eine besondere Stellung ein
(Weichert et al., 2018).

In der Mundhohle kommt es, ausgehend von intakten Epithelzellen der Mundschleimhaut,
zunachst zu einer Hyperplasie. Folgend auf die Hyperplasie entstehen Dysplasien, welche
wiederum als leichte, mittlere oder schwere Dysplasien kategorisiert werden kdnnen.
Entartungen einer Dysplasie fihren zu einem Karzinom in situ (CIS) und letztendlich zu einem
invasiven Karzinom. Definitionsgemall weist das HPV-positive Karzinom, aufgrund seiner
Entstehung in lymphoepithelialen Organen, keine echten Vorlauferlasionen oder ein CIS auf. Es
ist somit bei Manifestation als invasiv zu betrachten (Johnson et al., 2020).

Ursache fir diese Kaskade ist der Funktionsverlust von verschiedenen Zellzyklus regulierenden
Proteinen wie der cyclin dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A), dem Tumorsupressorgen 53
(TP53), der phosphatase and tensin homolog (PTEN) oder der Amplifikationen von Cyclin D1
(CCND1) (ebd.).

Vorlauferlasionen, gekennzeichnet durch weildliche Schleimhautlasionen, kénnen bereits histo-
morphologische Anhaltspunkte fiir eine potenzielle Malignitdt darstellen. Sie sind daher
grundsatzlich weiter abzuklaren. So weisen Leukoplakien, als Vorstufe, ein erhdhtes Risiko fiir
Dysplasien oder ein manifestes Plattenepithelkarzinom auf. Dysplasien zeichnen sich durch
eine irreguldre Stratifizierung, Verlust der basalen Zellpolaritat, gestorte mitotische Aktivitat,
Verhornungsstérung, Zell- und Kernpleomorphie sowie eine nukledare Hyperchromasie aus.
Erythroplakien des oberen Aerodigestivtraktes hingegen sollten bereits in der Diagnostik als

echte neoplastische Vorlauferlasion bewertet werden (Weichert et al., 2018).
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Bei der Genese des Plattenepithelkarzinoms muss zwischen den auslosenden Identitaten
unterschieden werden. Es liegen verschiedene Mechanismen vor, die schlussendlich zur
Entstehung entarteter, tumordser Zellen fiihren. UbermiRiger Konsum von Tabak und Alkohol
fUhrt zur Induktion von HPV-negativen Plattenepithelkarzinomen. Mehr als 5.000 verschiedene
chemische Substanzen sind bereits identifiziert, die potentiell krebsauslésend wirken. Die
Hauptvertreter beim Konsum von Tabak sind die beim Verbrennen entstehenden
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) wie Formaldehyd, Benzol und
Nitrosamine. PAHs oder deren Metabolite fliihren zu einer gesteigerten metabolischen Aktivitat
verschiedener Signalkaskaden. Ebenso koénnen sie DNA-Schdaden wie Mutationen und
Deletionen hervorrufen. Kovalente Bindungen der Addukte von PAHs an die DNA fiihren zu
strukturellen Veranderungen. Bei einem insuffizienten zellularen Reparaturmechanismus
tragen diese durch die PAHs induzierten Abweichungen zur Kanzerogenese bei (Hecht, 1999).
Die im HPV-negativen HNSCC am haufigsten auftretenden Genaberrationen betreffen die
Inaktivierung der Gene CDKN2A, TP53 und PTEN, sowie die erhohte Amplifikation des Gens
CCND1 (The Cancer Genome Atlas Network, 2015).

Beim Abbau von Alkohol entsteht Acetaldehyd, ein weiteres tumorinduzierendes Molekiil.
Neben der Fahigkeit mit der DNA zu interagieren unterstiitzt Acetaldehyd die Aufnahme der
PAHs in die Epithelzellen. Durch das Akkumulieren beider Produkte wird die Tumorentstehung
beglinstigt. Die Einwirkung der Noxen flihrt zu einer dauerhaften Entzliindungsreaktion. Dies
fUhrt zu einer vermehrten Produktion von Chemokinen, Cytokinen und Wachstumsfaktoren.
Vermehrtes Zellwachstum und gesteigerte Angiogenese fiihren schlussendlich zur
Karzinogenese (Brooks & Theruvathu, 2005).

Im Falle von HPV-positiven Plattenepithelkarzinomen Ildasst sich ein abweichender
Pathomechanismus erkennen. Die Manifestation von HPV-positiven Neoplasien ist im
Oropharynx lokalisiert. Der Oropharynx ist gepragt von lymphoepithelialem Gewebe (Waldeyer
Rachenring). Das lymphoepitheliale Gewebe weist eine plattenepithelialisierte Oberflaiche mit
physiologischen Liicken auf. Die priformierten Offnungen der Basalmembran erméglichen die
Leukopedese von subepithelialem lymphatischen Gewebe nach luminal, aber auch das
Eindringen von onkogen transformierenden Infektionen von luminal nach basal. Durch
komplexe Mechanismen fiihrt das Virusgenom bei einer onkogen transformierenden HPV-
Infektion mit einem der HPV-high-risk-Typen (16, 18, 31, 33, 52) zu einem Funktionsverlust des

Tumorsuppressors p53 (Bouzid et al., 2023). Eine vermehrte Bindung viraler Onkoproteine an
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die im Zellzyklus regulatorisch wirkenden Proteine Retinoblastom 1 (RB1) und p16 (CDKN2A)
fiihren ebenfalls zu einer gestorten Zellzyklusregulation. Diese drei Tumorsuppressoren
nehmen eine zentrale Rolle in der Regulation des Zellzyklus ein. Eine Hemmung dieser Proteine
flihrt zu ungehindertem Zellwachstum. In HPV-positiven HNSCC kommt es somit primar zu
einem Funktionsverlust der Tumorsuppressoren p53, RB1 und p16 (ebd.).

Das Verstandnis Uber die Veranderung verschiedener Genabschnitte von Epithelzellen,
hervorgerufen durch Noxen oder Virusinfektionen, erlaubt die Erklarung der Transformation
von normalem Gewebe zu einem invasiven Karzinom. Aufgrund einer hohen genetischen
Instabilitdat von tumords entarteten Plattenepithelzellen, in Form von Genschadigung oder
Verlust chromosomaler Abschnitte, kommt es zu den unterschiedlichen Genverdanderungen in
den einzelnen Stadien der Tumorentwicklung (Johnson et al., 2020).

Neben der gestorten Zellzyklusregulation kommt es zur vermehrten Expression von
Signalmolekiilen, Rezeptoren oder Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Damit verbunden ist eine
erhohte Aktivitat verschiedener nachgeschalteter Signalwege. Dies fuhrt ebenfalls zu einem
ungehinderten Zellwachstum. Je nachdem welcher Bestandteil positiv mutiert ist, resultieren
verschiedene Prognosen und Therapieansatze fiir das HNSCC (ebd.).

Die Tumormikroumgebung (TME) spielt in der Tumorgenese eine entscheidende Rolle und
fihrt zu einer Vermehrung und verbessertem Uberleben von Tumorzellen. Das TME ist gepragt
von peritumoralen Immunzellen, Endothelzellen und tumorzell-assoziierten Fibroblasten (CAF).
Durch die Produktion von Wachstumsfaktoren wie dem epidermal growth factor (EGF), dem
vascular endotehlial growth factor (VEGF) und dem hepatocyte growth factor (HGF) kommt es
zur Neovaskularisierung. Sie sorgt fir eine Verbesserung der Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung, was sich beglinstigend auf das Zellwachstum auswirkt. Neben den
Wachstumsfaktoren haben Chemokine und Cytokine, im besonderen Interleukin-6 (IL-6), einen
proliferationsférdernden Effekt auf die Zellen (Zhang et al., 2022).

Gegenspieler zu den proliferativen Aspekten des TME sind die tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TIL). Das Immunsystem ist in der Lage, EiweiBRstrukturen auf der
Tumorzelloberflache, auch Tumorantigene genannt, als fremd zu erkennen. Nach Prasentation
dieser Tumorantigene kommt es zur Vermehrung von T-Lymphozyten, welche in die
Tumorregion einwandern. Mit der Bindung zwischen T-Zellrezeptor und Antigen werden die
zytotoxischen T-Zellen aktiviert. Sie sind in der Lage, durch die Freisetzung des Proteins Perforin

und Einschleusung von Granzymen, die Tumorzellen zu zerstéren (Zander et al., 2020).
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Einhergehend mit einer vermehrten Anzahl von Lymphozyten weisen HPV-positive HNSCC in
der Regel ein starker ausgepragtes TME auf. Somit ist eine verbesserte anti-tumorale Abwehr
gewabhrleistet, wodurch HPV-positive HNSCC eine bessere Prognose aufweisen (Johnson et al.,
2020).

Um der kérpereigenen Immunabwehr zu entkommen, kommt es zur Verdanderung im humanen
Leukozyten Antigen (HLA) der Tumorzellen. Die Tumorzellen werden nicht mehr erkannt und
konnen nicht mehr zerstért werden. Zudem wird die Expression von PD-L1 und dem cytotoxic
T-lymphocyte-associated-protein-4 (CTLA-4) induziert, welches die Aktivitat von zytotoxischen
T-Zellen hemmt. Dies verhindert ebenfalls die Tumorzelllyse. Im Falle von HPV-positiven HNSCC
kommt es durch virusspezifische Proteine zur verdanderten Gen- und Proteinexpression.
Wahrscheinlich ist in diesem Fall der Funktionsverlust des tumor- necrosis factor receptor-
associated factor 3 (TRAF3), welcher normalerweise ein anti-virales Protein kodiert, flr die
Immunevasion von HPV-positiven HNSCC verantwortlich (ebd).

Aufgrund unterschiedlicher Karzinogenese und dem daraus resultierendem TME prasentiert
sich das nicht-kutane Plattenepithel des Kopf-Hals-Bereiches histologisch als eine heterogene
Tumorentitdat. HPV-positive  Karzinome prasentieren sich eher als basaloide
Plattenepithelkarzinome ohne Verhornung, mit einer hohen Anzahl an TIL. HPV-negative
Karzinome weisen hingegen atypische Plattenepithelien, eingebettet in desmoplastisches
Stroma, mit Verhornung innerhalb der Tumornester und einer geringen Anzahl an TIL auf

(Starska-Kowarska, 2023; Weichert et al., 2018).

1.6 Klassifikation

Die TNM-Klassifikation ist ein international anerkanntes System fir die Einstufung von
Krebserkrankungen und wird von der Union for International Cancer Control (UICC)
herausgegeben. Die Klassifikation dient als Grundlage fiir eine Therapieentscheidung und
Prognose sowie die Uberwachung und Kontrolle von Krebserkrankungen. Die Einteilung nach
TNM umfasst die TumorgroBe und Tiefe der Invasion (T), das Vorhandensein und die
Ausdehnung regionaler Lymphknotenmetastasen (N) sowie das Vorhandensein von
Fernmetastasen (M) (TNM Classification of Malignant Tumours | UICC, n.d.).

In der achten Auflage des American Joint Committee on Cancer (AJCC) Cancer Staging Manual

wurde nach den neusten Kenntnissen der Tumorforschung die TNM-Klassifikation um relevante
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nicht-anatomische, molekulare Faktoren erweitert. Im Falle des HNSCC, welches ebenfalls der
TNM- Klassifikation unterliegt, wird der HPV-Status im Staging berlicksichtigt (Amin et al., Jahr).
Den Neuerungen zufolge sind HPV-positive Plattenepithelkarzinome grundsatzlich als invasiv
einzustufen. Die immunbhistologische Positivitat flir pl6 dient als Surrogatmarker fir
HPV- assoziierte HNSCC in der Diagnostik (Weichert et al., 2018). Die nachfolgende Tabelle
(Tabelle 1) stellt die Stadien der aktuell glltigen TNM-Klassifikation fiir das HNSCC auf.

Tabelle 1: TNM-Klassifikation fiir das HNSCC

Stadium Beschreibung
Tis Carcinoma in situ
T1 GroRte Ausdehnung < 2cm
T2 Ausdehnung 22cm aber nicht > 4cm
T3 Ausdehnung > 4cm
T4 Primartumor infiltriert in benachbarte Strukturen
NO Keine Lymphknotenmetastasen
N1 Solitare ipsilaterale Lymphknotenmetastasen < 3 cm
N2a Solitdre ipsilaterale Lymphknotenmetastasen 3 —6 cm
N2b Mehrere ipsilaterale Lymphknotenmetastasen < 6cm
N2c Bi- oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen < 6cm
N3 Lymphknotenmetastase/-n >6cm
Mo Keine Fernmetastase/-n
M1 Fernmetastase/-n

Anmerkung: Nach TNM UICC 8. Auflage (Wittekind, 2017) vereinfacht und modifiziert.

Abkiirzungen: T: Tumor; N: Nodalstatus; M: Metastase

1.7 Therapie

Zur kurativen Behandlung eines Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals Bereich stehen mehrere
Behandlungsempfehlungen gemaR der S3-Leitlinie fir Mundhohlenkarzinome zur Verfiigung.
Diese beinhaltet die Behandlung mittels alleiniger chirurgischer Intervention, alleiniger
Strahlentherapie, kombinierte Radio-Chemotherapie oder die Kombination aus chirurgischer
Intervention und kombinierter Radio-Chemotherapie. Die Auswahl der Therapie richtet sich

nach Lage und GroBe des Primartumors, dem Vorhandensein von Metastasen, dem
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Allgemeinzustand der Patient:innen, den funktionellen und dsthetischen Konsequenzen der
Therapie sowie dem voraussichtlichen Behandlungserfolg (Wolff, 2021).

Fur ein lokal begrenztes frihes Tumorstadium (T1/T2, NO) wird fur das HNSCC im kurativen
Setting eine chirurgische Intervention mit tumorfreier Resektion (RO) empfohlen. Studien
belegen bei Inoperabilitdit der Patient:innen ein gleichwertiges Outcome mit alleiniger
Strahlentherapie. Bei praoperativen, durch Untersuchung und radiologisch bestatigen nodal-
positiven Tumoren, erfolgt nach vollstandiger Resektion (pT1/pT2, pN1) eine adjuvante
kombinierte Radiochemotherapie (RCT) (Machiels et al., 2020). Gleicher Therapieansatz gilt fir
fortgeschrittene Tumore (T3/T4) unabhingig vom Nodalstatus. Ein Uberlebensvorteil und
verbesserte Tumorkontrolle konnten durch eine kombinierte Behandlung aus Strahlentherapie
und Chemotherapie, im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung, belegt werden (Pignon et al.,
2009).

Die Strahlentherapie kann konventionell (1,8 - 2,0 Gy taglich, 5x/Woche) akzeleriert (>10
Gy/Woche) oder hyperfraktioniert (1,1 - 1,2 Gy, 2x taglich) erfolgen. Die Gesamtdosis sollte je
nach Befund und Bestrahlungsschema zwischen 57,6 — 70 Gy liegen (Machiels et al., 2020).
Die Chemotherapie in der Erstlinientherapie sollte vorrangig mit Cisplatin oder anderen
platinhaltigen Chemotherapeutika (Carboplatin) behandelt werden. Eine Chemotherapie mit 5-
Fluor-Uracil ist als Alternative anwendbar (Pignon et al., 2009).

Cisplatin hat seit 1970 mit dem Beginn der zytotoxischen Anti-Tumor-Therapie, neben 5-Fluor-
Uracil, den hochsten Stellenwert in der Standarttherapie. Es zeigt ein gutes Ansprechen (88,5%)
bei unbehandelten Patient:innen. Der Mechanismus beruht bei Cisplatin auf der Storung der
Quervernetzung von DNA-Bestandteilen. Die Wirkung von Carboplatin ist ein unspezifischer
Eingriff in den Zellzyklus. 5-Fluor-Uracil zahlt zu der Gruppe der DNA-Synthese-Inhibitoren und
hemmt wie die Taxan-basierten Medikamente Docetaxel und Paclitaxel den Zellzyklus,
wodurch sie zytotoxisch wirken.

Fur die Behandlung rezidivierender und/oder metastasierender sowie Platin-resistenter HNSCC
steht mit der Entwicklung von Antikorpertherapeutika eine weitere Behandlungsoption zur
Verfligung.

Durch die Anwendung von Immun-Checkpoint-Inhibitoren kommt es zur Demaskierung der
Tumorzellen und somit zur Reaktivierung der kérpereigenen Immunreaktion gegen diese.

Zur Anwendung kommt unter anderem der monoklonale Antikorper Cetuximab. Er zahlt zur

Gruppe der epithelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor-Inhibitoren (EGFR-Inhibitor). Die Immun-
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Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab sind Anti-PD-L1 Antikérper. Die in der
Therapie eingesetzten Antikorper fuhren in fortgeschrittenen, rezidivierenden oder
metastasierenden HNSCC, aber auch im Platin-resistenten Tumoren zu einem verbesserten
Gesamtuberleben.

Die Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die derzeit verwendeten Anti-Tumor-Medikamente im

HNSCC.

Tabelle 2: Anti-Tumor-Medikamente fiir das HNSCC

Kategorie Gruppe Medikamentenname Mechanismus Effektivitat
. . Inhibition der DNA-
CEpleiiin Quervernetzun
Platin-basiert = & RR: 88,5 %
Carboolatin Adduktbindung an
Zytostatika P DNA
Docetaxel Inhibition der
Taxan-basiert Depolymerisation RR: 33-53 %
Paclitaxel Inhibition Zellzyklus
Immunglobuline Mongk!pnaler Cetuximab EGFR Inhibition 05:10,1
Antikorper Monate
| Nivolumab 05:7,7
Ch:cT“:i'nt Anti-PD-1 PD-1 Rezeptor Monate
"t Antikérper , Inhibition 0S: 14,7
Inhibitor Pembrolizumab
Monate

Anmerkung: Aufgefiihrt sind die gdngigen Medikamente zur Behandlung eines fortgeschrittenen,
rezidivierten oder metastasierten HNSCC. Sie umfassen klassische Zytostatika, Immunglobuline und
Immun-Checkpoint-Inhibitoren. Die Auswahl wurde vereinfacht und modifiziert nach Kitamura et al.,
2021.

Abkiirzungen: HNSCC: Head and Neck Squamosa-Cell Carcinoma; PD-1: programmed cell death-1; OS:
median overall survival; RR: response rate

Eine Entscheidungshilfe Uber den Einsatz von Immun-Checkpoint-Inhibitoren (Anti-PD1-
Antikorper) in Platin-resistenten, rezidivierten oder metastasierten Tumoren gibt der
kombinierte positive Score (CPS). Der CPS ist ein diagnostisches Tool, welches die Expression
eines Biomarkers, unter Berlcksichtigung des Verhiltnisses von vitalen Tumor- und
Immunzellen, quantifiziert. Somit stehen unterschiedliche Kombinationsmdoglichkeiten wie
klassische Anti-Tumor-Medikamente oder neuere Immun-Checkpoint-Inhibitoren in den
verschiedenen Stadien eines HNSCC zur Verfligung. Insgesamt flhren die unterschiedlichen
Kombinationen zu einer Verbesserung des Gesamtiiberlebens (Cohen et al., 2019).

In Abbildung 3 werden die unterschiedlichen Therapieoptionen fiir Patient:innen mit

fortgeschrittenem rezidivierten oder metastasierten HNSCC gezeigt (Kitamura et al., 2021).
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Schnelles Kombinationstherapie:
Tumorwachstum Chemotherapie +
Cetuximab

Monotherapie:

< 6 Monate nach Cisplatin-Therapie

Nivolumab
R/M HNSCC
> 6 Monate nach Cisplatin-Therapie
I I
PD-L1 CPS <1 PD-L1 CPS >1 Monotherapie:
Pembrolizumab
Kombinationstherapie: Kombinationstherapie:
. Schnelles .
Chemotherapie + Chemotherapie +
. Tumorwachstum .
Cetuximab Pembrolizumab

Abbildung 3: Therapiealgorithmus fiir das rezidivierte oder metastasierte HNSCC

Bei Diagnose eines Rezidivs oder von Fernmetastasen stehen verschiedene Behandlungsoptionen des
rezidivierten- oder metastasierten HNSCC zur Verfligung. Patient:innen mit einer Zeitspanne <6 Monate
nach Cisplatin-basierter Chemotherapie qualifizieren sich je nach Auspragung des Tumors fir eine
Kombinationstherapie aus Chemotherapie und ICI oder alleiniger ICI. Bei einer Zeitspanne >6 Monate
nach einer Cisplatin-basierten Chemotherapie ist der PD-L1 CPS eine Entscheidungshilfe. Patient:innen
mit einem PD-L1 CPS <1 erhalten eine Kombinationstherapie aus Chemotherapie und ICI. Bei einem PD-
L1 CPS 21 erhalten die Patient:innen je nach Auspragung des Tumors eine alleinige ICI-Therapie oder
eine Kombinationstherapie aus Chemotherapie und ICI. Vereinfacht und modifiziert nach (Kitamura et
al., 2021).

Abkiirzungen: R: Rezidiv; M: Metastase; HNSCC: Head and Neck Squamos cell Carcinoma; ICl: Immun-
Checkpoin-Inhibitor; PD-L1: Programmed-Death Ligand 1; CPS: Combined-Positive Score

1.8 Untersuchte projektrelevante Molekiile und Signalachsen dieser Arbeit

Zum besseren Verstandnis der im HNSCC ablaufenden Vorgdange wurden in dieser Studie
verschiedene Molekiile und Signalachsen untersucht, die einen moglichen Einfluss auf die
Tumorentstehung, Aufrechterhaltung des Tumors und Ansprechen der Therapie haben. Im
Folgenden werden die entsprechenden Proteine und Signalkaskaden mit dem Fokus auf die im

HNSCC relevanten veranderten Gegebenheiten beschrieben.
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1.8.1 CKLF-like MARVEL transmembrane domain-containing Protein 6

CKLF-like MARVEL transmembrane domain-containing (CMTM) ist ein Protein, welches der
Chemokin-dhnlichen Gen-Superfamilie angehort und in acht unterschiedlichen Varianten
vorkommt (Zhao et al., 2021). Das fir diese Arbeit wichtige Protein ist CMTM6.

CMTM6 nimmt sowohl bei der Tumorgenese als auch bei der Entwicklung mdglicher
Chemoresistenzen eine Schlisselrolle ein. Funktionell schitzt CMTM6 PD-L1 vor dem
lysosomalen Abbau. CMTMG6 induziert eine membranstandige Stabilisierung von PD-L1. Neben
der stabilisierenden Funktion von PD-L1 kommt es in Anwesenheit von CMTM6 zu einer
gesteigerten Expression von PD-L1. Dies erfolgt Uber die Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden ohne dabei in die Transkription dieses Proteins einzugreifen (Zhao et al., 2021).
Die gegenseitige Beeinflussung zwischen CMTM6 und PD-L1 ldsst eine verbesserte
Immunevasion der Tumorzelle vermuten. Studien belegen, dass es durch den Knockdown von
CMTMG6 zu einer verminderten Expression von PD-L1 kommt. Der Effekt ist ein vermehrtes
Einwandern von TIL, was wiederum die korpereigene anti-tumorale Immunreaktion fordert
(Chen et al., 2020).

Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um Peng et al. zeigen, dass auch ein umgekehrter
Mechanismus stattfinden kann. CMTM6 ist ein ubiquitdr exprimiertes Protein. Eine hohe
CMTMe6-Expression flihrt zur Veranderung der Tumormikroumgebung. Einhergehend mit der
erhohten Expression von CMTM6 kommt es zu einer gesteigerten Anzahl von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten. Folglich ist bei vermehrter Expression mit einer
verbesserten anti-tumoralen Abwehr und verminderten Immunevasion zu rechnen (Peng et al.,
2021).

CMTM6 wird auBerdem in Zusammenhang mit einer Cisplatin-Resistenz gebracht (Mohapatra
et al., 2021). An Zellmodellen konnte gezeigt werden, dass in chemoresistenten Tumorzellen
eine vermehrte Expression von CMTMG6 stattfindet (ebd.).

Der molekulare Mechanismus einer Platin-Resistenz entsteht wahrscheinlich (iber die
Modulierung des Enolase-1-AKT-GSK-3B—Wnt-B-Catenin Signalwegs (Abbildung 4). Eine
Stabilisierung der Enolase-1 durch CMTMG6 fiihrt zur vermehrten Phosphorylierung von AKT und
GSK-3B. Dadurch wird der Wnt-B-Catenin Signalweg aktiviert. In anderen Studien konnte

bereits gezeigt werden, dass B-Catenin die Entstehung von Chemoresistenzen fordert (ebd.).
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Abbildung 4: Entstehung von Chemoresistenz durch CMTM®6

CMTM6 stabilisiert die Enolase-1. Dies fiihrt zur Modulierung des Enolase-1-AKT-GSK-3B3—Wnt-
B-Catenin Signalwegs. Die Produkte dieses Signalwegs beglinstigen die Entstehung von Chemoresistenz.
Abbildung modifiziert und vereinfacht nach (Mohapatra et al., 2021). Schematische Abbildung erstellt
mit www.biorender.com.

Abkiirzungen: CMTM®6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; AKT: Proteinkinase B; GSK-3f:
Glykogensynthase-Kinase-3-f.

Daten aus dem human Proteinatlas deuten darauf hin, dass Patient:innen mit einem HNSCC
und einer hohen Expression von CMTM6 eine reduzierte Gesamtliberlebenswahrscheinlichkeit
haben, im Vergleich zu Patient:innen mit niedriger CMTM6-Expression (THE HUMAN PROTEIN
ATLAS, n.d.). Aktuell existiert noch kein standardisiertes und konkret definiertes
Auswertungsschema fiir CMTM6. Somit ist dieser Effekt abhdngig von den ausgewahlten
pathologischen Auswertungsschemata.

Verschiedene Tumorentitdten, wie das kolorektale und hepatozelluldre Karzinom, weisen hohe
CMTMe6-Expressionen auf. Unterschiede lassen sich unter diesem Gesichtspunkt im
Gesamtiberleben und dem Ansprechen der Immuntherapie erkennen. Das Ansprechen der
Immuntherapie korreliert zwar mit einer hohen CMTM6-Expression, das Outcome ist jedoch
sehr unterschiedlich.

Mit zunehmendem Verstdandnis (iber den positiven Einfluss von CMTM6 auf das TME, das
Expressionsmuster und die Aktivierung/Deaktivierung von Signalkaskaden kann, je nach
Tumorentitdat, CMTM6 zukiinftig als pradiktiver und prognostischer Biomarker etabliert werden

(Zhang et al., 2022).
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1.8.2 Programmed-Death-Ligand-1

Mutagene Verdanderungen und Funktionsverlust von Tumorsuppressoren sowie deren
nachgeschaltete Signalkaskaden fiihren zu Neoplasien im Kopf-Hals-Bereich. Im HNSCC lassen
sich weitere spezifische regulatorische Mechanismen in Proteinen und Signalkaskaden zur
Entstehung und Aufrechterhaltung tumordéser Veranderungen erkennen.

Ein fir diese Arbeit wichtiges Protein ist der Programmed Death Ligand 1 (PD-L1). PD-L1 ist ein
transmembranes Glykoprotein, bestehend aus 290 Aminosduren, mit einer extrazellularen
Bindungsdomane. Normalerweise wird PD-L1 im geringen MalRRe von Makrophagen, aktivierten
T- und B-Zellen, dendritischen Zellen sowie Epithelzellen in inflammatorischen Zustanden
exprimiert. Die Expression dient der Einddmmung von Uberschiefenden Immunreaktionen,
indem zytotoxische T-Zellen gechemmt werden (Han et al., 2020).

Derselbe Mechanismus ldsst sich bei Tumorzellen beobachten. Durch die Induktion von PD-L1
durch die Tumorzelle, vorrangig induziert durch Interferon y (IFN-y) und Cytokine, kommt es
zur verstarkten Bindung mit dem PD-1 Rezeptor. Dieser Rezeptor wird vorwiegend von CD8-
positiven T-Zellen exprimiert. Die Rezeptor-Liganden-Bindung fihrt zur Inhibition der
zytotoxischen T-Zellen. Die Folge ist eine Hemmung der Immunantwort mit entsprechender
Immunevasion der Tumorzellen. Neben den durch IFN-y ausgeldsten NF-«kB Signalweg wird die
Expression von PD-L1 zusatzlich durch die Signalwege PI3K/AKT, MAPK, JAK-STAT gefordert
(Zhang et al., 2022).

Das Verstdandnis Uber diesen Mechanismus der Immunevasion fiihrt zu einem neuen
Behandlungsansatz mittels Immuntherapie.

Durch die Bindung von anti-PD-1 Antikérpern und seinem Liganden kommt es zur Aufhebung
der Immununterdriickung durch die Tumorzelle. Folglich wird die gegen den Tumor gerichtete

zytotoxische T-Zellantwort wiederhergestellt (Zander et al., 2020).

1.8.3 Proteinkinase B (AKT) Signalweg

AKT oder auch Proteinkinase B gehort zu der Familie der Serin-Threonin-Proteinkinasen, welche
drei Mitglieder umfasst (AKT 1 - 3). Sie wird durch das Produkt der Phosphoinositol-3-Kinase
(PI3K) aktiviert. Nachfolgend werden verschiedene Signalkaskaden induziert, wodurch
Zellwachstum, Zelliberleben und Angiogenese verstarkt, sowie metabolische Mechanismen in

Zellen verandert werden (Brolih et al., 2018).
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Die PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) am 3er-Ende des
Inositolrings zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). Dies fuihrt dazu, dass AKT an die
Membran rekrutiert wird. Die phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) phosphoryliert
membranstandiges AKT am Threoninrest 308. Diese Phosphorylierung stellt eine
Teilaktivierung von AKT dar. Zur vollstandigen Aktivierung von AKT ist eine weitere
Phosphorylierung am C-terminalen Serin 473 nétig. Eine zentrale Rolle zur Deaktivierung der
AKT-Signalachse spielt PTEN, welches PIP3 wieder zu PIP2 dephosphoryliert (Luo et al., 2003).
Der Signalweg tiber PI3K/AKT/mTOR ist im HNSCC mit Giber 90 % der am haufigsten aktivierte
Signalweg, unabhdngig von HPV-positiven oder -negativen Tumoren (Marquard & Jlcker,
2020). Auch krankhafte Aktivierungen in bereits davor geschalteten Signalmolekilen fiihren
zur vermehrten Aktivitat dieses Signalwegs (Loyo et al.,, 2013). Die dabei zu erwahnenden
Signalmolekiile sind z.B. der Wachstumsfaktor EGF, sowie eine PI3K-Uberexpression, durch
Veranderung der PI3CA-Gene im Sinne von Amplifikationen oder Funktionsverlusten.
Mutationen, die mit einem Funktionsverlust von PTEN einhergehen, onkogene Veranderungen
von AKT selbst und nachgeschalteten Molekiilen, sind ebenfalls Treiber dieses Signalwegs
(Ghosh et al., 2022).

Das verbesserte Uberleben von Tumorzellen durch die Aktivierung von AKT kann durch
verschiedene Mechanismen erfolgen. Physiologisch kommt es zur einer durch PTEN initiierten
Apoptose. Eine Inaktivierung von PTEN flhrt zu verminderter AKT Aktivitat. Das Resultat ist
eine verstarkte Phosphorylierung und somit Inaktivierung des Bcl-2 associated agonist of cell
death protein (BAD) (Datta et al., 1997). Durch die Hemmung von BAD kommt es zu geringeren
Apoptoseraten, sowie zur Induktion der anti-apoptotischen Eigenschaften von B-cell
lymphoma-extra large (BCL-X). Dadurch wird das Zelliberleben gesichert (ebd.). Die
Phosphorylierung der pro-apoptotischen Caspase-9 durch AKT fihrt zu deren Inaktivierung und
fordert ebenfalls das Zelliberleben (Cardone et al., 1998). Durch die Phosphorylierung von
forkhead in rhabdomyosarcoma-(FKHR)-Proteinen wie dem Forkhead box protein O1 (FOX01)
kommt es zu einer Verhinderung der nukledren Translokation dieser Transkriptionsfaktoren.
Dies flihrt zu einer verminderten Expression von pro-apoptotischen Proteinen wie z.B. des BH3-
only-protein (BIM) und dem Fas death factor (FAS)-Ligand. Zusatzlich kommt es durch eine
indirekte Aktivierung des nukledren Faktor kB (NF-kB)-Transkriptionskomplexes zur positiven
Beeinflussung des Zelliberlebens. Die Phosphorylierung und somit Aktivierung des p53-

Bindungs-Protein (MDM?2) bewirkt eine vermehrte Ubiquitinierung von p53. Diese fiihrt zu einem
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verstirkten Abbau von p53, was ebenso das Uberleben der Zelle sichert (Vivanco & Sawyers,
2002).

Zusatzlich fordert der Funktionsverlust von Tumorsuppressoren wie p53 oder PTEN eine
Hochregulation des AKT-Signalwegs (Luo et al., 2003).

Der zellproliferative Einfluss von AKT erfolgt Gber die Phosphorylierung der GSK3. Dies fiihrt zu
einer Inhibition der GSK3 und somit zu einem verminderten Abbau von Cyclin D1. Cyclin D1
spielt eine entscheidende Rolle im Zellzyklus, im Speziellen beim Ubergang von der gap-1-Phase
(G1) in die Synthese-Phase (S). Durch eine Akkumulation von Cyclin D1 ist ein dauerhafter
Phasenubertritt gewadhrleistet. Es kommt zur vermehrten Proliferation der Zellen (Diehl et al.,
1998).

Das Zellwachstum wird Uber eine Serin-Threonin-Kinase mammalian Target of Rapamycin
(mTOR) reguliert. Je nach Verfiigbarkeit von Nahrstoffen, fiihrt die Expression von mTOR zur
Hoch- oder Runterregulierung der Proteinbiosynthese. In Tumorzellen kommt es zu einer
direkten Aktivierung der mTOR durch AKT und somit zum ungehinderten Zellwachstum
(Vivanco& Sawyers, 2002).

In 62 % der HNSCC Falle kommt es durch unterschiedlichste Mutationen im PI3K/AKT/mTOR
Signalweg zur Hyperstimulation dieses Signalwegs und einem verbesserten Uberleben der
Tumorzellen (“Comprehensive Genomic Characterization of Head and Neck Squamous Cell
Carcinomas,” 2015).

Erhohte Proliferationsraten und unzureichende Nahrstoffzufuhr durch verminderte
Vaskularisierung von Tumorzellen sorgen fiir ein Ungleichgewicht von Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch. Dieser hypoxische Stress flihrt zur Expression von verschiedenen
Signalmolekilen wie hypoxia-induced factor-al (HIF-al), VEGF, EGFR, platelet-derived growth
factor (PDGF), TNF-a und Cytokinen. Diese tragen alle zur Aktivierung von AKT bei, wodurch
das Ergebnis eine vermehrte Angiogenese und Veranderung des Metabolismus in der
Tumorzelle ist (Li et al., 2012).

Unter Hypoxie kommt es zu einer durch AKT induzierten Aktivierung der GSK-3B. Auf diese
Aktivierung folgt eine Anpassung der Zelle an die Stoffwechsellage, insbesondere der
Glucosehomdostase. Dazu wird die Glycogensynthese gehemmt und die Glycolyse gesteigert.
Die gesteigerte Expression von Glucose-1-Transportern (GLUT1) erleichtert die Aufnahme von

Glucose in die Zellen (Xie et al., 2018).
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Sowohl die Hypoxie als auch eine Akkumulation von Lactat, welches beim Abbau von Glucose
in anaeroben Verhiltnissen in der Zelle anféllt, fihren zu einem sauren TME. Ein saures
Tumormilieu scheint dabei verantwortlich fiir ein vermindertes Ansprechen auf Radio-

Chemotherapie im HNSCC zu sein (Li et al., 2012).

1.8.4 Tumorsuppressor p53

Im regular ablaufenden Zellzyklus werden durch Doppel- und Einzelstrangbriiche der DNA
verschiedene Kinasen aktiviert. Diese Kinasen konnen p53 und Checkpoint-Kinasen
phosphorylieren. Durch die Phosphorylierung dieser Kinasen kommt es zu
Konformationsanderungen, wodurch sie aktiviert werden. MDM2 fiihrt im intakten Zellzyklus
zur Polyubiquitinierung von p53 und somit zu dessen Abbau. Damit wird das Voranschreiten
des Zellzyklus gewahrleistet. Die durch Kinasen hervorgerufene Konformationsdanderung von
MDM2, kommt es zur Losung zwischen MDM2 und p53. Die dadurch ausbleibende
Ubiquitinierung von p53 fihrt zu dessen Akkumulation und im Folgenden zum Zellzyklusarrest
(Sullivan et al., 2018).

Nuklear gelagertes und aktiviertes p53, sowie zelluldrer Stress oder Hypoxie in einer Zelle,
fihren zur Aktivierung von Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitoren (CDKI). Zu den CDKI zdhlen
unter anderem die cyclin-dependent kinase 1 (p21) und die cyclin-dependent kinase 2A (p16).
Aktiviertes p53 initiiert die vermehrte Expression von p21. p21 ist in der Lage, die Freisetzung
des Transkriptionsfaktors E2F zu verhindern. Durch das Fehlen des Transkriptionsfaktors
kommt es zum Zellzyklusarrest (Dimri et al., 1996).

pl6 bindet nach Aktivierung an Cyclin-abhangige Kinasen (Cyclin D). Cyclin D ist somit nicht
mehr in der Lage RB zu phosphorylieren. Die unphosphorylierte Form von RB bindet den
Transkriptionsfaktor E2F und inhibiert diesen. Essentielle Proteine fiir die DNA-Synthese
werden beim Ausbleiben des Transkriptionsfaktors nicht mehr synthetisiert. Das Fehlen dieser
Proteine sorgt fir einen Arrest des Zellzyklus in der S-Phase (Rayess et al., 2012).

Mit der Aktivierung von p53, p21 und pl16 kann das Voranschreiten des Zellzyklus effektiv
verhindert werden.

p53 ist ein ubiquitdar vorkommendes Protein und sowohl in neoplastisch verdanderten als auch
normalen Zellen zu finden. Dies erlaubt die Unterteilung in die Subgruppen des Wildtyps von

p53 (normale Funktion), die mutierte Variante, oder die im HPV-positiven Tumoren durch die
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Virusproteine E6/7 veranderten p53-Subtypen. Die Tp53-Mutation stellt eine der meist
vorkommenden, genetischen Aberrationen im nicht kutanen Plattenepithelkarzinom dar (de
Bakker et al., 2022).

Im HPV-negativen HNSCC kommt es in den meisten Fallen zur Inaktivierung von p53 durch eine
Mutation im p53-Gen. Die durch Genanalyse identifizierten Mutationen betreffen vor allem die
genbindenden Anteile von p53 oder deren Faltung und fliihren so zum Funktionsverlust (J. M.
Chen et al., 2001).

Ein dhnlicher Mechanismus ist im Fall von HPV-positiven Karzinomen beschrieben. Bekannte
virale Protoonkogene sind Proteine, die essenziell fiir die virale DNA-Replikation, Transkription,
erneute Verpackung des Virusgenoms, sowie die Initiierung der primaren Infektion des Virus
sind. Fur das HP-Virus sind als Protoonkogene das Protein E6 und E7 identifiziert. E6 interagiert
mit einem weiteren Virus-assoziierten Protein und aktiviert so eine Ubiquitinligase. Die
Aktivierung der Ligase flihrt zur Ubiquitinierung von p53 und somit zu dessen vermehrtem
Abbau. Neben dem Protein E6 nimmt auch das Protein E7 eine tumorfordernde Rolle ein. E7
bewirkt den Abbau von RB, wodurch ein Zellzyklusarrest verhindert wird und sich die Zelle
ungehindert teilen kann. Zudem kommt es durch E7 zu einer Akkumulation von p16. Diese
Uberexpression von p16 wird als diagnostischer Marker fiir HPV-positive Karzinome genutzt

(Rampias et al., 2014).

1.8.5 Tumorsuppressor p21

p21 fungiert im Zellzyklus als Cyklin-abhangiger Kinase-Inhibitor und kann somit die Zelle an
zwei verschiedenen Punkten, beim Ubertritt von G1- zu S- und G2- zu M2--Phase, in den
Zellarrest versetzen (Bertoli et al., 2013).

Die Expression von p21 kann Uber p53-abhdngige und -unabhdngige Signalwege erfolgen. So
fiihren verschiedenste Zellstressoren, DNA-Beschaddigungen oder oxidativer Stress zur
Induktion von p53 und nachgeschaltet auch von p21 (Jung et al., 2010).

Eine vermehrte, p53-unabhdngige p21-Expression kann zum Beispiel durch
Wachstumsfaktoren erfolgen (Roninson, 2002).

Interessant fiir diese Arbeit ist die Regulierung von p21 im cytoplasmatischen Kompartiment.
Hier kommt es, im Gegensatz zur nukledren Regulation, nicht zum Zellzyklusarrest und

Apoptose, sondern vielmehr zu einem anti-apoptotischen und zellproliferativen Effekt.
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Ausgelost durch eine Phosphorylierung von AKT kommt es, tUber eine nachfolgende Aktivierung
verschiedene Substrate, zu einem besseren Zellliiberleben. Die Phosphorylierung von p21 durch
AKT fuhrt zur gestorten Bindung zwischen dem Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) und
p21. PCNA kann durch die fehlende Bindung von p21 ungehindert die DNA-Polymerase
aktivieren. Die entstehenden DNA-Schiaden koénnen durch den zelleigenen
Reparaturmechanismus nicht ausreichend behoben werden. Aufgrund der dauer- und
fehlerhaften Transkription kann es zur Entartung der Zelle kommen (Jung et al., 2010b).

Eine Phosphorylierung von p21 fiihrt ebenso zur gesteigerten Aktivitat von CDK2. CDK2 ist
verantwortlich fir den Ubertritt von der G1- in die S-Phase. Das Voranschreiten des Zellzyklus
wird durch die vermehrte Aktivitat von CDK2 positiv beeinflusst (Zhou et al., 2001).

Der Effekt von p53 und p21 auf den Zellzyklus kann durch AKT verringert werden. Die
Phosphorylierung von MDM2 durch AKT fiihrt zu einer verstarkten Ubiquitinierung von p53 und
dessen Abbau. Aufgrund des Zusammenspiels zwischen p53 und p21 kommt es bei vermehrtem
Abbau von p53 zur verminderten Expression von p21 und somit zu einem gehemmten
Zellzyklusarrest. Eine dauerhaft voranschreitende Zellproliferation ist somit durch die

insuffiziente Hemmung des Zellzyklus gesichert (Karimian et al., 2016).

1.9 Zielsetzung

Patient:innen mit einem rezidivierten, metastasierten oder Platin-resistenten HNSCC haben
sich entsprechend fiir eine ICI-Therapie in der Zweitlinientherapie mit einem Anti-PD-L1-
Antikorper qualifiziert (Ghosh et al., 2022). Die Erfolgsrate einer ICI-Therapie liegt aktuell bei
ca. 20 % (Z. Chen et al., 2022). Neben der Bestimmung des PD-L1-Status muss die Diagnostik
um weitere zuverlassige Biomarker mit gutem pradiktivem und prognostischem Wert erganzt
werden. Ziel ist eine zuverldssige Vorhersage lber das Ansprechen einer Immuntherapie zu
erhalten (Zander et al., 2020).

Wie in der Literatur beschrieben kommt es unter einer CMTMG6-Expression zur
membranstdandigen Stabilisierung und Regulierung von PD-L1 (Zhang et al., 2022). Ebenfalls
relevant ist der Eingriff von CMTMG6 in die AKT und p21 Signalwege. Diese Signalwege fordern
die Tumorgenese, das Zelliiberleben, die Zellproliferation und beeinflussen das TME (Vivanco
& Sawyers, 2002).

Abgeleitet daraus ergaben sich fiir diese Studie folgende Fragestellungen:



Einleitung

a. Wie hoch ist die pradiktive Wertigkeit von CMTM6 im HNSCC?
b. Bestehen Korrelationen zwischen der CMTM6 und PD-L1 Koexpression im HNSCC?
c. Wie beeinflusst die Wechselwirkung von CMTM6 mit den AKT und pAKT Signalwegen

sowie den p53 und p21 Signalwegen die Pathogenese von HNSCC?

Um diese Fragestellungen zu beantworten, untersuchten wir zunachst die Koexpression
zwischen CMTM6 und PD-L1 in HNSCC. Ziel war es auch, potenzielle Regulationsmechanismen
der CMTM6-Expression anhand deskriptiver Analysen aufzudecken. Dazu wurde die AKT-,
pPAKT-, p53- und p21-Expression in Abhdngigkeit vom CMTMG6-Status analysiert. Im letzten
Schritt wurde der Einfluss der CMTM6-Expression auf das progressionsfreie- und

Gesamtiberleben Gberprift.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Erstellung des retrospektiven Patientenkollektivs erfolgte anhand der nachfolgenden
Einschlusskriterien:

1. Bei der Erstdiagnose handelt es sich um ein typisches HNSCC oder Cancer of Unknown

Primary (CUP).
Das HNSCC umfasst nach ICD10 (International Statistical Classification of Disease and
Related Health Problems) folgende anatomische Areale: die Mundhohle, Larynx,
Oropharynx, Hypopharynx oder lokale, gesicherte Halslymphknoten. GemaR der
Klassifikation umfasst es fiir dieses Kollektiv die Ziffern C00.1-C06.0, C09.0-C10.0,
C12.0-13.0, C32.0 sowie C77.0 und C80.0.

2. Das histologische Probenmaterial wurde vor Beginn der adjuvanten Leitlinientherapie
flir das HNSCC gesichert und lag eingebettet in Paraffinblocken vor. Eine ausreichende
Tumormenge des Probenmaterials war essentiell fur die Erstellung eines Tissue-Micro-
Array (TMA).

3. Ein weiteres Kriterium stellte der zeitnahe Beginn der Therapie nach klinischer und
histologischer/pathologischer Diagnosesicherung dar. Die Patient:innen erhielten
individuell nach Staging entweder eine adjuvante kombinierte Radio-Chemo-Therapie
(RCT), Radiotherapie (RT), Exzision, Radio-Immuntherapie oder, wenn aus klinischen

Gegebenheiten nicht anders moglich, keine weitere Therapie.

Der Einschlusszeitraum erstreckte sich vom 01/2008 bis 05/2021. Der Beobachtungszeitraum
wurde bis 09/2022 fortgefuhrt.

Alle in der Studie eingeschlossenen Patient:innen befinden oder befanden sich an der
Universitatsmedizin Rostock (UMR) in Behandlung.

Die follow-up Daten wurden durch das Krebsregister Mecklenburg-Vorpommerns
bereitgestellt. Sie beinhalten relevante klinisch-pathologische Parameter (cTNM, pTNM,
Differenzierungsgrad), Sterbe- und Rezidivdaten sowie Therapieart. Nicht im Krebsregister
enthaltene klinische Informationen wurden uber die klinikinterne Informationsdatenbank

(SAP) recherchiert.
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2.2 Herstellung von Tissue-Micro-Arrays

Durch das Erstellen eines Tissue-Micro-Arrays (TMA) wird ermoglicht, mehrere Gewebsproben
der eingeschlossenen Tumore in direkter Gegeniberstellung zu vergleichen (Simon et al.,
2010).

Primar wurden im Archiv des Instituts fiir Pathologie der Universitdtsmedizin Rostock samtliche
mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbte Praparatobjekttrager der im Kollektiv eingeschlossenen
Patient:innen identifiziert. Zusatzlich wurden die dazugehdorigen, formalin-fixierten, in Paraffin
eingebetteten, Gewebeblocke aus dem Archiv gesichtet und den entsprechenden
Patient:innen zugeordnet. Als Gewebeproben standen je nach klinischem Setting entweder die
Probe-Exzision aufgrund einer diagnostischen Abklarung oder das Tumorresektat bei Zustand
nach onkologisch-chirurgischer Primarintervention zur Verfligung.

Jede in die Pathologie eingehende Gewebeprobe der Universitatsmedizin Rostock erhilt eine
spezifische Eingangsnummer, welche die Zuordnung zwischen Patient:innen und Probe
gewadhrleistet. Anhand dieser wurde von den in die Studie eingeschlossenen Patient:innen eine
Vorlage des TMA erstellt. Dies sicherte spater die korrekte Zuordnung zwischen gestanztem
Core und Patient:innen.

Nach lichtmikroskopischer Sichtung der Prdparatobjekttrager wurden die tumortragenden
Areale auf dem Objekttrager markiert und mit den vorhandenen, eingebetteten
Gewebeproben verglichen. Dies diente dazu, die tumortragenden Areale der Donorblocke
genau zu identifizieren.

Fir das Stanzen der Cores des TMA wurde ein manueller TMArrayer der Firma Beecher
Instruments, Silver Spring, MD, USA verwendet. Dort wurde eine Stanznadel mit 1 mm
Innendurchmesser eingespannt.

Zundchst wurde aus einem gewebefreiem Parraffinblock ein Stanzzylinder heraus gestanzt,
welcher im nachsten Schritt mit einem tumortragenden Core erneut bestlickt wurde. Dieses
Prozedere wurde pro Patient:in drei Mal wiederholt, sodass eine reprasentative Menge an
Tumorgewebe fiir die Auswertung zur Verfligung stand.

Ein vollstandiger TMA-Block umfasst in dieser Arbeit pro Reihe vier Patient:innen und ist mit
acht Reihen bestlickt. Zur Orientierung fir die lichtmikroskopische Auswertung wurde in Reihe
acht der letzte Patient:in ausgelassen, sodass hier lediglich von drei Patient:innen die
entsprechenden Cores untergebracht wurden. Aufgrund der Patient:innenanzahl wurden

insgesamt acht TMA-Bldcke erstellt.
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AnschlieBend wurden die angefertigten TMA-Blocke in einem Warmeschrank fir 30 Minuten
auf 37 °C erwarmt. Hintergrund der Erwarmung ist, dass alle Gewebestanzen in einer Ebene zu
liegen kommen und die eingefligten Stanzen sich mit dem Paraffin des Empfangerblocks
verschmelzen. Beides fiihrt anschlieBend zu einem besseren Schneideergebnis der
Empfangerblocke.

AbschlieBend wurden 1 -2 um diinne Gewebeschnitte des TMA angefertigt, welche einer HE-
Farbung sowie einer immunhistochemische Farbung mit den entsprechenden Antikérpern flr

p53, p21, AKT und pAKT unterzogen wurden.

2.3 HE-Farbung

Fiir die Auswertung wurden zunachst 3 um dicke Schnitte des TMA angefertigt. Diese wurden
in HE gefarbt und dienten als Neutralschnitt. Anhand dieser Schnitte wurde der Anteil des
erfassten Karzinomgewebes pro Stanze ausgewertet. Falle mit <10 % Tumorgewebe in den 3

Stanzen wurden von der weiteren Evaluation ausgeschlossen.

2.4 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung (IHC) ermoglicht die Untersuchung von Geweben
hinsichtlich ihrer Zell- und Gewebestrukturen durch Antigen-Antikorperbindung. Die
immunhistochemische Farbung erfolgt in mehreren standardisierten Schritten. Der erste
Schritt beinhaltet die Antigen-Demaskierung. Dieser Schritt kann durch eine physikalische
(Warme oder Ultraschall) oder chemische Behandlung (Enzymverdau oder Denaturierung)
erfolgen. Haufig kommen beide Verfahren zur Anwendung (D’Amico et al., 2009). Als nachstes
wird das Praparat mit einem mono- oder polyklonalem Primarantikorper inkubiert, welcher an
den fiir ihn spezifischen Epitopen des Antigens bindet. Danach erfolgt die Hinzugabe eines
Sekundarantikorper. Dieser bindet spezifisch an den Primarantikdrper und ist entweder mit
einem Enzym oder fluoreszierendem Molekil gekoppelt. Im letzten Schritt konnen die
markierten Antigene entweder durch eine Enzymreaktion, die einen Farbausschlag erzeugt,
oder mittels Belichtung bei einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem Antikorper, sichtbar

gemacht werden (Hussaini et al., 2023).
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2.5 Verfahren der immunhistochemischen Farbung des TMA

Fir die IHC wurden 1 - 2 um diinne TMA-Gewebeschnitte verwendet, die einer entsprechenden
Vorbehandlung unterzogen wurden.

Zur Antigen-Demaskierung wurden zundchst die Gewebeschnitte fiir 20 Minuten bei 97 °C
erhitzt. Dadurch gelingt es, Epitope zu Demaskieren und somit im Verlauf eine ausreichende
Epitop-Antikorper-Bindung zu garantieren.

Im Anschluss werden die Gewebsschnitte fir 5 Minuten in einem Peroxidase-blockierenden
Puffer inkubiert. Dieser Schritt hat das Ziel, unerwiinschte, nicht spezifische Antigen-
Antikorper-Bindungen oder Interaktionen mit anderen Molekiilen zu unterbinden. Auch bei
hochspezifischen Antikorpern kdnnte es beim Entfallen dieses Schrittes zu einem verfalschten
Farbemuster kommen, sodass die spezifische Antikdrper-Antigen-Bindung nicht ausreichend
visualisiert werden kénnte.

Wahrend der IHC-Farbung wird ein Primarantikorper in das Gewebe eingebracht, welches dann
fir 20 Minuten mit dem Antikdrper inkubiert wird. Dieser bindet spezifisch an den
entsprechenden Zielepitopen. Die verwendeten primaren Antikorper werden im folgenden
Abschnitt ndher beschrieben.

Im letzten Schritt wird der primdre Antikoper an seinem Fc-Anteil von einem sekundaren

Antikorper gebunden. Dieser spezielle Antikdrper enthdlt ein Chromomogen, hier

3,3'- Diaminobenzidin (DAB). Die Anwesenheit von Oxidasen flihrt es zu einem Farbumschlag.
Der sekunddre Antikorper wird in einem vorgefertigten Kit (Dako-Kit K800) bereitgestellt.
Samtliche Farbeschritte erfolgen gemal Herstellerangaben nach einem standardisierten
Farbeprotokoll in einem vollautomatisierten Farbeautomaten (Autostrainer link 48) der Firma
Dako (Hamburg, Deutschland).

Die Gegenfarbung der Gewebsproben erfolgt mittels Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE). Zudem
werden entsprechende positiv- und negativ-Kontrollen fiir den jeweiligen Antikdrper

angefertigt.



Material und Methoden

2.6 Antikérper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper werden in Tabelle 3 zusammengefasst. Alle der
aufgefiihrten Antikérper wurden mit einem vorgefertigten Kit (EnVision Flex High pH Link;

Code: K8000) der AgilentDako® (Santa Clara, United States) vorbehandelt.

Tabelle 3: Verwendete Antikérper fiir die immunhistochemische Farbung des TMA

Protein Antikorper Hersteller Verdiinnung
CMTM6 Anti-CMTM6 [EPR230.15-45]; Abcam?® 1:1000
Monoklonal von Kaninchen
PD-L1 Anti-PD-L1, Klon 22C3; Agilent® 1:50

Monoklonal von Mausen
AKT Polyklonal von Hasen; [EPR1798] Abcam® 1:500
Phospho-AKT (Ser473); Klon D9E; [EP2109Y]

® .
PAKT Monoklonal von Hasen Abcam 1:50
p53 Anti-Human p53 Protein; Klori DO-7; [M7001] Dako 1:100
Monoklonal von Mausen
2 Human WAF1 Protein; Klon: 4D10 Novocastra™ Liquid; 1:100
P Monoklonal von Mausen Leika BIOSYSTEMS ’

Abkiirzungen: CMTMG6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; PD-L1: Programmed cell death
ligand 1; AKT: Proteinkinase B; pAKT: posphorylierte Proteinkinase B; p21: Tumorsupressor 21; p53:
Tumorsupressor 53

2.7 Lichtmikroskopische Auswertung Tissue-Micro-Array

Die mit den verschiedenen Antikorpern immunhistochemisch gefarbten Cores wurden
mikroskopisch an einem Lichtmikroskop, Modell Axioskop 50 der Firma Carl Zeiss® (Jena,
Deutschland), gesichtet. AnschlieBend wurden sie hinsichtlich verschiedener Parameter
ausgewertet. Zur Dokumentation wurden verschiedener Ausschnitte der gefarbten Cores mit

einer Axiocam 305 color Mikroskopkamera (Carl Zeiss®, Jena, Deutschland) fotografiert.

2.7.1 Kombinierter positiver Score fiir den Programmed Death Ligand 1 und CKLF-like

MARVEL transmembrane domain-containing Protein 6

Der kombinierte Positiv-Score (combined positive score = CPS) ist ein diagnostisches Tool um
das Ansprechen des Tumors auf eine etwaige Therapie einzuschatzen. Der Score stellt somit

beim Einsatz von entsprechenden Biomarkern einen pradikativen Wert dar.
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Er setzt sich aus der Summe der gefarbten Tumorzellen und der positiv gefarbten Immunzellen
in Relation zur Gesamtzahl aller vitalen Tumorzellen zusammen (siehe Formel). Zu den
Immunzellen zdhlen Lymphozyten und Makrophagen. Der Quotient wird anschlieRend mit 100
multipliziert (Ambrosini-Spaltro et al., 2022). DefinitionsgemaR liegt die Obergrenze des Scores

bei 100.

postive Tumorzellen + positive Immunzellen
CPS = - x 100
Gesamtzahl aller vitaler Tumorzellen

Wie in der Literatur gebrauchlich wird fir den Biomarker PD-L1 CPS auch in dieser Arbeit ein
Cut-off von 21 = positiv gesetzt.

Fir das Protein CMTM®6 existiert zum aktuellen Zeitpunkt noch kein einheitliches
Auswertungsschema. Analog zu PD-L1 wurde fiir CMTM®6 der CPS berechnet und sich an dessen
Median (25) orientiert. Anhand von ROC-Analysen wurde ein Cut-off von 210 gewahlt. Somit
ldsst sich der CMTM6-CPS in hoch positiv (CPS 210 = high) und niedrig positiv (CPS <10 = /ow)

kategorisieren.

2.7.2 Anféarbbarkeit der Antikérper fir die Proteinkinase B, phosphorylierte Proteinkinase B

und Tumorsuppressor 53

Hinsichtlich der Anfarbbarkeit wurde unterschieden, ob in den Cores eine starke oder schwache
Farbung vorliegt. Je Praparat wurden aus dem tumortragenden Areal drei Cores gestanzt. Dies
sollte zum einen die Tumorheterogenitat abbilden und ausreichend Tumorgewebe
reprasentieren, zum anderen die Auswertung in unklaren Fallen anhand einer
Mittelwertbildung objektivieren. Dies ermoglichte in jedem Fall eine Zuordnung der jeweiligen
Gewebeausschnitte in eine der beiden Kategorien. Dieses Verfahren wurde bei den Farbungen
fur die Antikorper AKT und pAKT vorgenommen. Fir diese Antikérper wurde sowohl die
membranodse als auch zytoplasmatische Reaktivitdat beurteilt. Die dreistufige Einteilung der
Tumorproben erfolgte in negative, schwache oder starke Anfarbbarkeit.

Beim Antikorper fur p53 wurde nur die nukledre Reaktivitdt beurteilt. Beim Farbeverhalten
wurde in stark-, schwach- und nicht-farbbar (komplett negativ) unterschieden. Bei einer

starken Farbung ist von einer Akkumulation von p53 und somit von einer Mutation im TP53-
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Gen auszugehen. Eine schwache und inhomogene Farbung spricht fir den TP53-Wildtyp mit
gef. reaktiver Steigerung der p53-Expression, was im geringen Mal3e ubiquitar in jeder Zelle
vorkommt. Bei keiner Farbung ist von einer trunkierenden TP53-Mutation mit Ausfall des p53

Proteins auszugehen (Osakabe et al., 2024).

2.7.3 Prozentualer Anteil der gefarbten Zellen im Tumor fir die Proteinkinase B,

phosphorylierte Proteinkinase B und Tumorsuppressor 21

Fiir die Antikorper von p21, AKT und pAKT wurde zusatzlich untersucht, wie viele Zellen im
prozentualen Anteil zum restlichen Tumorgewebe angefarbt werden konnten.

Fiir die Marker AKT und pAKT wurden Abstufungen von <1 %, 1 - 20 %, 20 - 50 % und >50 %
gewdhlt, welche spater in Kombination mit der Anfiarbbarkeit der Zellen in einem
semiquantitativen Score berticksichtigt wurden.

Nach Ermittlung des prozentualen Anteils der p21-positiven Zellen wurden diese, je nach
Auspragung und Uber- bzw. Unterschreitung des Cut-offs fiir p21, in die Kategorien mit
erhaltener oder erloschener Funktion eingruppiert.

Da eine geringe p21-Expression fiir eine vitale Zelle normal ist, wurde, in Anlehnung an die
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, in dieser Arbeit ebenfalls ein Cut-off von 30 % fir

p21 definiert (SHIOZAKI et al., 2013).

2.7.4 Semi-quantitativer Score fir die Proteinkinase B und die phosphorylierte Proteinkinase

B

Der Remmele Score, auch Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner, ist ein
Scoring-System zur Quantifizierung des Hormonrezeptorgehalts von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren im Mammakarzinom. Es handelt sich um einen Multiplikationsscore
aus Farbeintensitat und Anteil der positiven Zellen fiir die entsprechend gefarbten Proteine.

Das Ergebnis ist der IRS, welcher die Werte von 0 - 12 hat (Remmele & Stegner, 1987).

IRS = Farbeintensitat x Anteil der postiven Zellen

Der Score wurde in dieser Arbeit auf die Farbeintensitat und Anzahl der positiven Zellen fiir die

Proteine AKT und pAKT (ibertragen. Angepasst wurden Werte von 0 (=<1 % Zellen), 1 (=1-20
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% Zellen), 2 (= 20 - 50 % Zellen) und 3 (= 250 % Zellen) sowie fiir die Farbeintensitat O (keine
Farbung), 1 (= schwache Farbung) und 2 (= starke Farbung) vergeben. Somit ergaben sich IRS-
Werte von 0 bis 6. Der Cut-off-Wert fur die Positivitat der Tumorzellen hinsichtlich der
Antikorper AKT und pAKT wurde auf einen Score von 25 festgelegt. Somit |dsst sich der Score
fiir diese Arbeit folgendermalien interpretieren: bei einem Wert von 25 kommt es in mehr als
50 % der Zellen zu einem verstarkten Vorkommen von AKT und pAKT. Dies prasentiert sich in
einer verstarkten Farbeintensitat.

Tabelle 4 fasst die verwendeten Scores der gefarbten Antikorper mit den dazugehdérigen Cut-

offs und Spannweiten zusammen:

Tabelle 4: Zusammenfassung der immunhistochemischen Farbungen und der dazugehorigen Scores

-off
Marker Score Cl{t ° /.
Spannweite [min;max]
Cut-off: CMTM®6 high: 210
CMTM®6 CPS Cut-off: CMTM®6 low: <10
[0,1; 100]
Cut-off: 21 %
- P
PD-L1 CPS [0;100]
- - >
Semi-quantitativer Score CUt[(;);fsf]' 25
AKT Prozentualer Anteil der Gefarbten Zellen [<1 %; =50 %]
Anfarbbarkeit Stark- normal- schwach
- - >
Semi-quantitativer Score CUt[(;g]' 25
PAKT Prozentualer Anteil der Gefirbten Zellen [<1 %; 250 %]
Anfarbbarkeit Stark- schwach- negativ
_ - > 0,
p21 Prozentualer Anteil der Gefarbten Zellen CUt[g?;o_O?]'O %
p53 Anfarbbarkeit Stark- normal- schwach

Anmerkung: Die Tabelle fasst die immunhistochemisch gefarbten Antikérper am TMA mit ihren jeweils
dazugehorigen Scores, Cut-off Werten und Spannweiten zusammen.

Abkiirzungen: CMTM6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; PD-L1: Programmed cell death
ligand 1; AKT: Proteinkinase B; pAKT: posphorylierte Proteinkinase B; p21: Tumorsupressor 21; p53:
Tumorsupressor 53; CPS: Combined Positive Score

2.7.5 Abbildungen der immunhistochemischen Farbungen

Die nachfolgenden Abbildung 5a-1 zeigen immunhistochemische Farbung mit den

projektrelevanten Antikérpern an Praparaten des ausgewahlten Kollektivs:
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Abbildung 5: Immunhistochemische Farbung mit den projektrelevanten Antikdrpern

5a: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikérper CMTM6 mit einem CMTM6-CPS 210 (CMTM6
high)

5b: Immunhistochemische Farbung fir den Antikorper CMTM6 mit einem CMTM®6-CPS <10 (CMTM®6
low)

5c¢: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikérper PD-L1 mit einem PD-L1-CPS >1 (PD-L1 positiv)
5d: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikdrper PD-L1 mit einem PD-L1-CPS <1 (PD-L1 negativ)
5e: Immunhistochemische Farbung fir den Antikdrper AKT mit einem semi-quantitativen Score (IRS)
von 3 (schwache Farbung bei mehr als 50 % der Tumorzellen)

5f: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikorper AKT mit einem semi-quantitativen Score (IRS) von
0 (keine Farbung vorhanden)

5g: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikdrper pAKT mit einem semi-quantitativen Score (IRS)
von 6 (Starke Farbung bei mehr als 50 % der Tumorzellen)

5h: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikorper pAKT mit einem semi-quantitativen Score (IRS)
von 0 (keine Farbung der Tumorzellen vorhanden)

5i: Immunhistochemische Farbung flir den Antikdrper p53 mit einer starken Farbereaktion (p53 mutiert)
5j: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikérper p53 mit einer schwachen Farbereaktion (normale
Funktion p53)

5k: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikorper p21 mit einem Cut-off 230 %

51: Immunhistochemische Farbung fiir den Antikérper p21 mit einem Cut-off <30 %

Anmerkung: Die Aufnahmen der immunhistochemischen Farbungen erfolgten mit einer Axiocam 305
color Mikroskopkamera (Carl Zeiss®, Jena, Deutschland) in 20-facher VergroRerung.

Abkiirzungen: CMTMG6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; PD-L1: Programmed cell death
ligand 1; AKT: Proteinkinase B; pAKT: posphorylierte Proteinkinase B; p21: Tumorsupressor 21; p53:
Tumorsupressor 53; CPS: Combined Positive Score; IRS: Immune-Reactive-Score

2.7.6 Statistische Auswertung

Alle klinisch-pathologischen Daten sowie die Parameter der lichtmikroskopischen Auswertung
des TMA und der daraus resultierenden Scores wurden fiir die statistische Auswertung in einer
Microsoft® Excel-Tabelle zusammengefasst. Im Anschluss wurden die Daten in das Statistical
Package for Scocial Science (SPSS Statistics 29) von IBM® Uberfihrt.

Dichotome Zusammenhange wurden mittels Kontingenzanalysen ermittelt und mit dem Fisher-
Exakt-Test zwecks moglicher Signifikanzen hinsichtlich der Unterschiede zwischen den Gruppen
Uberpruft. Bei mehr als zwei Auspragungsmustern kam der Chi-Quadrat-Test zum Einsatz, um
die entsprechenden Parameter auf signifikante Verteilungszusammenhdnge zu testen und
darzustellen. Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Rho-Spearman-Test.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden mit Hilfe der Kaplan-Meyer-Methode berechnet,

die univariable Uberlebenszeitanalyse erfolgte mittels mit dem log-rank-Test.
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Anhand verschiedener Subgruppenanalysen (Alter, Geschlecht, HPV-Assoziation, Platin-
Behandlung, PD-L1-Expression, AKT und pAKT-Expression) wurde der Einfluss von CMTM6 und
PD-L1 hinsichtlich eines verlangerten Gesamt- und progressionsfreien Uberlebens analysiert.
Das statistische Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgesetzt.

Zur Ermittlung des Cut-off-Wertes fiir die Antikérper CMTM6, AKT und pAKT wurden
umfangreiche receiver operating characteristica Analysen (ROC-Analyse) durchgefiihrt. Bei
diesem Verfahren wird der Wert ermittelt, der die hochste Sensitivitat und Spezifitat fiir eine

Stichprobe liefert (Hajian-Tilaki, 2013).
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Kollektivs

Insgesamt wurden 151 Primartumore in das Kollektiv fir die retrospektiv angelegte Studie
eingeschlossen. Der Beobachtungszeitraum umfasste die Zeitspanne ausgehend vom Datum
der Erstdiagnose bis hin zum Sterbedatum, oder der letzten Vorstellung an der UMR.
Vollstandig terminiert wurde der Beobachtungszeitraum zum September 2022. Nach
Beendigung des Beobachtungszeitraums waren noch 66,9 % (n = 101) der Patient:innen am
Leben, 33,1 % (n = 50) waren verstorben. 42,2 % der Patient:innen (n = 64) im Gesamtkollektiv
verzeichneten einen Progress in Form eines Rezidivs oder Tod, wohingegen 57,6 %
Patient:innen (n = 87) progressionsfrei blieben. Als progressionsfreies Uberleben wurde das

Ausbleiben von Metastasen, Rezidiven oder Eintreten eines Todesereignisses definiert.

3.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

Das Kollektiv setzte sich aus 120 Mannern (79,5 %) und 31 Frauen (20,5 %) zusammen. Somit
weist das Kollektiv eine Geschlechterverteilung von 5:1 auf, wobei Manner den héheren Anteil
darstellen. Bei Mannern im Gesamtkollektiv betrug bei Diagnosestellung das mittlere Alter
67,39 Jahre (Spannweite: 43 - 95 Jahre) und das mittlere Erkrankungsalter 67,8 Jahre. Bei
Frauen betrug das mittlere Erkrankungsalter 67,3 Jahre. Insgesamt waren im Gesamtkollektiv

19,2 % (n = 29) unter und 80,8 % (n = 122) Gber 60 Jahren.

3.1.2 Tumorlokalisation

Die fiir diese Arbeit in Frage kommenden Plattenepithelkarzinome umfassen die anatomisch
definierten Bereiche des HNSCC (Abbildung 1). Dabei wurden die Subbereiche folgendermalien
zusammengefasst:
a. Mundhohle: duBere Lippe (n = 1), Zungengrund (n = 5), Zungenrand (n = 17), ventrale
Oberflache der Zunge (n = 1), Zungentonsille (n = 1), Zunge (n = 1), Oberkieferzahnfleisch
(n =5), Unterkieferzahnfleisch (n = 6), Mundboden (n = 11), Gaumen (n = 5) und nicht
weiter bezeichnete Bereiche des Mundes (n = 3).

b. Oropharynx: die Tonsillen (n = 31), Teilbereiche des Oropharynx (n = 5).
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c. Hypopharynx: Sinus piriformes (n = 4), weitere verschiedenen Bereiche des
Hypopharynx (n = 9).
d. Larynx: die Glottis (n = 21), Supraglottis (n = 10), Subglottis (n = 2), weitere Teile des

Larynx (n =1)
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Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung der Tumorlokalisation im Gesamtkollektiv

3.1.3 Tumorklassifikation

Das Patient:innenkollektiv wurde anhand der TNM-Klassifikation in die entsprechenden
Stadien eingeteilt. Gemal der 8. Auflage des TNM UICC wurde der HPV-Status ebenfalls in der
Eingruppierung der einzelnen HPV-positiven Tumore berlcksichtigt.

In Zusammenschau aller vorliegenden klinisch-pathologischen Parameter zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose, resultierte die im Folgenden zu sehende Zusammensetzung des Kollektivs

(Tabelle 5):

Tabelle 5: Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Parameter des Gesamtkollektivs bei
Erstdiagnose

Stadium Haufigkeit (n) Prozentualer Anteil (%)
T-Stadium
T1 38 25,5

T2 43 28,5




Ergebnisse

Stadium Haufigkeit (n) Prozentualer Anteil (%)
T3 27 17,9
T4 43 28,5
N-Stadium

NO 58 38,7
N1 23 15,3
N2 56 37,3
N3 13 8,7
M-Stadium

MO 148 98
M1 1 0,7
Mx (unbekannt) 2 1,3
Grading (p16-negativ)

G1 —gut differenziert 10 6,6
G2 - maRig differenziert 77 51,0
G3 - schlecht differenziert 24 15,9
G4 - undifferenziert 0 0
Unbekannt 2 1,3
HPV-Status

pl6-postiv 38 25,2
LymphgefaRinvasion

Ja 25 16,6
Nein 90 59,6
Unbekannt 36 23,8
Veneninvasion

Ja 4 2,6
Nein 115 73,5
Unbekannt 36 23,8
Perineurale Invasion

Ja 19 12,6
Nein 82 54,3
Unbekannt 50 33,1
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Abkiirzungen: T: Tumor; N: Nodal; M: Metastasen; G: Differenzierungsgrad (Grading); HPV: Humanes-
Papilloma Virus; p16: Cyclin Dependend Kinase Inhibitor 2A

Um aufgrund der geringen KollektivgroRe eine bessere Vergleichbarkeit herzustellen, wurden
die aus dem TNM resultierenden UICC-Stadien | und Il (Nodal-negativ) sowie Ill und IV (Nodal-
positiv) zu Subgruppen zusammengefihrt und so in die weiteren Analysen mit eingebracht
(Abbildung 7).

In diesem Kollektiv hatten Patient:innen mit einem UICC-Stadium Il oder IV eine hdhere
Progressionsrate, welcher in dieser Arbeit als Rezidiv oder Tod definiert wurde, als
Patient:innen in niedrigeren Stadien (exakter Test nach Fisher: p = 0,07). Patient:innen mit
Tumoren im UICC-Stadium Il und IV zeigten mittels immunhistochemischer Farbung eine
gehaufte TP53 Aberration im Vergleich zu Patient:innen im Stadium | und Il (exakter Test nach

Fisher: p <0,01).
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Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung der UICC-Stadien im Gesamtkollektiv

Abkiirzungen: UICC: Union for International Cancer Control

3.1.4 Noxen-assoziierte Karzinome

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ergab sich eine Verteilung von 60 Rauchern (39,7 %) zu 91

Nicht-Rauchern (60,3 %, (Abbildung 8a)).
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Die Mehrzahl der Patient:innen gab mit einer Haufigkeit von 115 Fallen (76,2 %) an, keinen
Alkohol konsumiert zu haben (Abbildung 8b). Die Fille, bei denen keine eindeutig positive
Alkoholanamnese erhoben werden konnte, wurden der nicht alkoholkonsumierenden Kohorte
zugeordnet. 36 Patient:innen (23,8 %) des Gesamtkollektivs wiesen eine positive

Alkoholanamnese auf.
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Abbildung 8: Haufigkeitsverteilung der Noxenanamnese

Abb.: 8a: Haufigkeitsverteilung von Rauchern zu Nicht-Rauchern im Gesamtkollektiv;
Abb.: 8b: Haufigkeit der alkoholkonsumierenden zu nicht- alkoholkonsumierenden Patient:innen des
Gesamtkollektivs
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3.1.5 HPV-assoziierte Karzinome

Definitionsgemal gilt ein positiver pl6 Status als Surrogatmaker fiir eine HPV-Infektion.
Praparate von Patient:innen mit einem positiven Nachweis fir p16 wurden anschlieBend
molekulargenetisch auf einen der HPV high-risk Subtypen getestet. Im Folgenden gingen diese
Patient:innen als HPV-positive Falle in die Analyse mit ein. Alle anderen Falle wurden der HPV-
negativen Subgruppe zugeordnet.

Molekulargenetisch konnte bei 39 Patient:innen (25,2 %) ein positiver oropharyngealer HPV-
Status nachgewiesen werden (Abbildung 9a). Dabei handelte es sich vor allem um die high-risk
Subtypen 16, 28, 33 und 35 (Abbildung 9b).

112 Patient:innen (74,8 %) wiesen einen negativen HPV-Status auf. In dieser Subgruppe sind
auch diejenigen Patient:innen mit nicht getesteter Genetik inkludiert.

Anhand der Typenanalyse ergab sich folgende Subtypenreihenfolge der p16 positiven Falle:
HPV16: 50,0 % (n = 19), HPV33: 7,9 % (n = 5) und die Subtypen HPV26 und 35 mit jeweils 2,6 %
(n =1). Insgesamt 12 (31,5 %) der Falle konnten bei positivem p16 Status aufgrund einer zu

schlechten DNA-Qualitat keinem eindeutigen HPV-Subtyp zugeordnet werden.
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Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung in Abhangigkeit des HPV-Status

Abb.: 9a: Haufigkeitsverteilung in Abhangigkeit des HPV-Status im Gesamtkollektiv. Patient:innen mit
positivem p16-Status und molekulargenetischer HPV-Subtypanalyse wurden der Subgruppe HPV-positiv
zugeordnet. Patient:innen mit negativem p16-Status wurden der Subgruppe HPV-negativ zugeordnet.
Abb.: 9b: Haufigkeitsverteilung der molekulargenetisch identifizierten high-risk HPV-Subtypen.

Abkiirzungen: n: Anzahl; HPV: Humanes-Papilloma Virus; N/A: not available

Die Analysen zeigten einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen einem positiven
HPV-Nachweis und der Lokalisation des Karzinoms in einer der typischen anatomischen
Regionen des HNSCC (Pearson-Chi-Quadrat: p = 0,001) (Abbildung 10). Haufigkeitsanalysen
zeigten ein typisches Verteilungsmuster der HPV-positiven Tumore in den entsprechenden

anatomischen Regionen des HNSCC.
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Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung in Abhdngigkeit des HPV-Status und

Tumorlokalisation im Gesamtkollektiv

Patient:innen mit positivem pl16-Status und molekulargenetischer Subtypanalyse wurden der HPV-
positiven Subgruppe zugeteilt. Patient:innen mit negativem p16-Status wurden der Subgruppe HPV-
negativ zugeteilt. Anhand dieser Einteilung wurden das Vorkommen von HPV-positiven Tumoren in den
typischen anatomischen Regionen des HNSCC analysiert.

Abkiirzungen: n: Anzahl; HPV: Humanes-Papilloma Virus; HNSCC: Head and Neck Squamosa Cell
Carcinoma

3.1.6 Therapie

GemaR der leitliniengerechten Therapie erhielten die Patient:innen in unserem Kollektiv in
43,7 % (n = 66) eine adjuvante platinhaltige Chemotherapie, in 18,5 % (n = 28) eine adjuvante
Radiotherapie und in 8,6 % (n = 13) eine kombinierte platinhaltige Radio-Chemotherapie
(Abbildung 11). Im Falle von fortgeschrittenen, metastasierten und prognostisch glinstigen
positiven PD-L1 CPS (Cut-off 21 %) als Entscheidungsparameter erhielten die Patient:innen eine
Kombination aus platinhaltigen Chemotherapeutika und Immun-Checkpoint-Inhibitoren
(4,0 %; n = 6), Immun-Checkpoint-Inhibitoren und Radiotherapie (4,0 %; n = 6) oder alleinige
Immun-Checkpoint-Inhibitoren (4,6 %; n = 7). Patientiinnen mit einer zu hohen
Nebenwirkungsrate, schlechtem klinischen Allgemeinzustand oder fortgeschrittener
Niereninsuffizienz konnten keiner weiteren adjuvanten Therapie zugefiihrt werden (14,7 %;

n =22). In Einzelféllen, wie in Abbildung 11 zu sehen, wurden personalisierte Therapieoptionen
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gewahlt. Die Entscheidung flir den Einsatz dieser Therapieform beruhte auf Patient:innen-

Wunsch oder wurde im Rahmen von Studien festgelegt.
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Abbildung 11: Haufigkeitsverteilung der angewendeten Therapieverfahren im

Gesamtkollektiv

Die platinhaltige Chemotherapie umfasst Cisplatin und Carboplatin. Bei den angewandten ICl handelt
es sich um Cetuximab, Denosumab, Nivolumab oder Pembrolizumab.

Abkiirzungen: n: Anzahl; RT: Radiotherapie; ICl: Immun-Checkpoint-Inhibitoren

Patient:innen, welche eine Platin-basierte Therapie erhielten, wiesen im Vergleich zu
Patient:innen ohne entsprechende adjuvante Therapie, gehaduft ein UICC-Stadium Il oder IV
auf (exakter Test nach Fisher: p = 0,03).

In Tabelle 6 sind alle klinisch-pathologischen Daten des Gesamtkollektivs zusammengefasst.

Tabelle 6: Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Daten im Gesamtkollektiv

Charakteristika Anzahl (n)  Prozentualer Anteil (n = 151)
Weiblich 31 79,5 %
Geschlecht
Mannlich 120 20,5 %
Mittelwert 67,39
Spannweite 43 -95
Mittleres Erkrankungsalter (m) 67,8
Alter (Jahre)
Mittleres Erkrankungsalter (w) 67,3
>60 122 80,8 %

<60 29 19,2 %
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Charakteristika Anzahl (n)  Prozentualer Anteil (n = 151)
Alkoholkonsum 115 76,2 %
Kein Alkoholkonsum 36 23,8 %
Noxen
Raucher 60 39,7%
Nicht-Raucher 91 60,3 %
Mundhohle 65 43,0%
Oropharynx 41 27,2 %
Lokalisation Larynx 29 19,2%
Hypopharynx 15 9,9%
Unbekannt 1 0,7%
lund 59 39,1%
UICC-Stadium

Illund IV 92 60,9 %
pl6-postiv 39 25,8 %

HPV-Status :
pl6-negativ 112 74,2 %
platinhaltige Chemotherapie 66 43,7 %
e Radiotherapie 28 18,5 %
(adjuvant) ICl 7 4,6 %
Kombinationstherapie 50 33,2%
Rezidiv/ Tod 64 42,2 %

Progress

Kein Progress 87 57,6 %

Abkiirzungen: m: mannlich; w: weiblich; UICC: Union for International Cancer Control; HPV: Humanes
Papilloma Virus; p16: Cyclin Dependend Kinase Inhibitor 2A; ICl: Immune-Checkpoint-Inhibitor

3.2 CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6 Expression

GemaR der ROC-Analyse wurde der Cut-off flir den CMTMG6-CPS bei 10 gesetzt (Becker et al.,
2024). Somit konnte das Kollektiv hinsichtlich der CMTM®6-Expression in die Subgruppen
,CMTM6-low” (CMTM6-CPS <10) und ,,CMTM®6-high” (CMTM6-CPS >10), wie in Tabelle 7
gezeigt, unterteilt werden.

Anhand dieser Subgruppeneinteilung weist das Kollektiv 104 (68,1 %) Tumorproben mit hoher
CMTMe6-Expression nach IHC auf. Die mittlere Expression liegt bei 34,47 und der Median bei
25.
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Tabelle 7: Haufigkeitsverteilung der CMTM6-Expression

CMTMe6-Expression Haufigkeit (n) Prozent (%)
CMTM6-CPS <10 47 31,1
CMTM6-CPS 210 104 68,1
Gesamt 151 100

Anmerkung: Unterteilung der CMTM®6-Expression in die Subgruppen CMTM6-CPS high (210) und
CMTM6-low (<10)

Abkiirzungen: CMTM6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; CPS: Combined Positive Score

Patient:innen mit einer hohen (CMTM6 2>10) CMTM6-Expression zeigten haufiger einen
aberranten p53-Status (exakter Test nach Fisher: p = 0,01); (data not shown) auf. Eine
gesteigerte CMTM6-Expression (CMTM6 2>10) ging haufiger mit einer vermehrten PD-L1-
Expression (exakter Test nach Fisher: p <0,001) in diesem Kollektiv einher. Abbildung 12 zeigt
die Haufigkeitsverteilung der CMTM®6-Expression.
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Abbildung 12: Haufigkeitsverteilung von CMTM®6 in den anatomischen Regionen des
HNSCC

Die Gruppierung erfolgte anhand des CMTM®6-CPS in die Gruppen CMTM6 high (210) und CMTM®6 low
(<10) der jeweiligen HNSCC typischen anatomischen Region.

Abkiirzungen: CMTM®6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; HNSCC: Head and Neck
Squamosa Cell Carcinoma; CPS: Combined Positive Score.
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Sie wurde in CMTM6 high (210) und CMTM®6 low (<10) in den anatomischen Regionen des
HNSCC kategorisiert. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang lasst sich zwischen einer
hohen CMTM6-Expression und der Region der Mundhohle nachweisen (Pearson-Chi-Quadrat:
p =0,026).

Die Analysen zeigen eine statistisch signifikante Korrelation von CMTM6 mit PD-L1 (Spearman-
Rho r =0,26; p = 0,001), dem AKT-Produkt (Spearman-Rho r = 0,244; p = 0,01) und dem pAKT-
Produkt (Spearman-Rho: r=0,22; p =0,01).

3.3 Programmed Cell Death Ligand 1 Expression

Wie in der Literatur beschrieben und in den diagnostischen Leitlinien empfohlen, wurde auch
in dieser Arbeit ein Cut-off von 21 flir den PD-L1-CPS definiert (Evrard et al., 2020). Somit konnte
das Gesamtkollektiv in die Kohorten mit positivem PD-L1-CPS (PD-L1 >1) und negativem PD-L1-
CPS (<1) unterteilt werden.

Neoplasien in diesem Kollektiv mit einem PD-L1-CPS von 21 hatten ein statistisch signifikant
gehauftes Auftreten eines Progresses in Form von Tod oder eines Rezidivs (exakter Test nach
Fisher: p =0,006). 71 (47,2 %) Patient:innen mit einem PD-L1-CPS von >1 wiesen einen Progress
auf, wohingegen 39 (28,83 %) Patient:innen keinen Progress erlitten.

Zudem zeigten sich statistisch signifikante Zusammenhange zwischen einem positiven PD-L1-
CPS Status und einer hohen CMTM6-CPS (210) (exakter Test nach Fisher: p <0,001). Insgesamt
85 Tumore (56,2 %) mit einem PD-L1-CPS von 21 wiesen einen CMTM®6-CPS von 210 auf. Diese
Beobachtung zeigte sich ebenfalls in Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho (r = 0,25;

p <0,001).

3.4 Proteinkinase B (AKT)-Expression

Aufgrund von fehlendem oder nicht ausreichend erfasstem Tumorgewebe auf dem TMA,
konnten 40 Falle (26,5 %) des gesamten Kollektivs (n = 151) nicht mit in die Analyse
eingeschlossen werden. Diese wurden von weiteren statistischen Berechnungen
ausgeschlossen.

Die AKT-Expression wurde in einem semi-quantitativen Produktscore ausgewertet.
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Fiir die Anfarbbarkeit (Tabelle 8) und den prozentualen Anteil der anfarbbaren Zellen mit dem
Antikorper fur AKT (Tabelle 9) ergab sich folgende Auspragung fiir die 111 (= 100 %) giltigen

Tumorproben.

Tabelle 8: Haufigkeitsverteilung des Farbeverhaltens fiir den Antikorper AKT

Farbeverhalten Haufigkeiten (n) Prozent (%) Score
Starke Farbung 31 27,9 2
Schwache Farbung 57 79,3 1
Keine Farbung 23 20,7 0
Gesamt 111 100 -

Anmerkung: Das Farbeverhalten lasst sich in die Kategorien ,,starke Farbung - schwache Farbung - keine
Farbung” einteilen. Die entsprechende Kategorie ist mit einem Score-Wert verkniipft.

Tabelle 9: Haufigkeitsverteilung des prozentualen Anteils der gefarbten Zellen fiir den Antik6érper AKT

Prozentualer Anteil der Zellen Haufigkeit (n) Prozent (%) Score
>50 % der Zellen 45 40,5 3
20-50 % der Zellen 24 21,6 2
1-20 % der Zellen 19 17,1 1
<1%der Zellen 23 20,70 0
Gesamt 111 100 -

Anmerkung: Bewertet wurde der prozentuale Anteil der anfdarbbaren Zellen und wurde in die
entsprechenden Kategorien eingeteilt. Die Kategorien wurden mit einem Score-Wert verknipft.

Die Verteilung gemal} des semi-quantitativen Scores lasst sich aus der nachfolgenden Tabelle

entnehmen (Tabelle 10):

Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung fiir den semi-quantitativen Produktscore (IRS) fiir den Antikorper
AKT

Produktscore 6 4 3 2 1 0 Gesamt
Haufigkeit (n) 25 4 20 22 17 23 111
Prozent (%) 22,5 3,6 18,0 19,8 15,3 20,7 100

Anmerkung: Anhand der Scores flir das Farbeverhalten und dem prozentualen Anteil der gefarbten
Zellen wurde der semi-quantitative Produktscore fiir AKT berechnet.

Der Cut-off fur die maximale Sensitivitat dieser Farbung wurde nach entsprechenden ROC-

Analysen auf einen Score von 25 gesetzt. Alle Tumorproben mit einem Score von >5 wurden als
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positiv gewertet. Positiv kategorisierte Tumore wiesen eine vermehrte Expression und Aktivitat
fiir das Protein AKT sowie deren nachgeschalteten Signalachsen auf.

Anhand des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (r) fir ordinal skalierte Werte
zeigten sich statistisch signifikante Korrelationen fir den AKT-Produktscore mit dem
CMTMe6- CPS (r =0,244; p = 0,01) sowie fur den AKT-Produktscore mit dem pAKT-Produktscore
(r=0,262; p =0,007).

3.5 Phosphorylierte Proteinkinase B (p-AKT)-Expression

Die gleiche Analyse wie fur AKT wurde fiir den Biomarker pAKT durchgefiihrt. Im Falle von pAKT
wurden 44 Falle (29,1 % des Gesamtkollektivs: n = 151), aufgrund von fehlendem,
unzureichendem und somit nicht auswertbarem Tumormaterial von den Analysen
ausgeschlossen.

Es erfolgte die Auswertung von 107 (100 %) gliltigen Tumorproben (Tabelle 11; Tabelle 12).

Tabelle 11: Haufigkeitsverteilung des Farbeverhaltens fiir den Antikérper pAKT

Farbeverhalten Haufigkeiten (n) Prozent (%) Score
Starke Farbung 64 42,2 2
Schwache Farbung 39 25,8 1
Keine Farbung 4 2,6 0
Gesamt 107 100 -

Anmerkung: Das Farbeverhalten ldsst sich in die Kategorien ,,starke Farbung - schwache Farbung - keine
Farbung” einteilen. Die entsprechende Kategorie ist mit einem Score-Wert verkniipft.

Tabelle 12: Haufigkeitsverteilung fiir den prozentualen Anteil an gefarbten Zellen fiir den Antikorper
pAKT

Prozentualer Anteil der Zellen Haufigkeit (n) Prozent (%) Score
>50 % der Zellen 82 54,3 3
20-50 % der Zellen 17 11,3 2
1-20 % der Zellen 4 2,6 1
<1%der Zellen 4 2,6 0
Gesamt 107 100 =

Anmerkung: Bewertet wurde der prozentuale Anteil der anfarbbaren Zellen und in die entsprechenden
Kategorien eingeteilt. Die entsprechende Kategorie wurde mit einem Score-Wert verkniipft.
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Der daraus resultierende semi-quantitative Score lasst sich wie folgt zusammenfassen (Tabelle

13):

Tabelle 13: Haufigkeitsverteilung fiir den semi-quantitativen Produktscore fiir den Antikorper pAKT

Produktscore 6 4 3 2 1 0 Gesamt
Haufigkeit (n) 58 6 24 11 4 4 107
Prozent (%) 38,4 4,0 15,9 7,3 2,6 2,6 100

Anmerkung: Anhand der Scores flir das Farbeverhalten und dem prozentualen Anteil der gefarbten
Zellen wurde der semi-quantitative Produktscore fiir AKT berechnet.

Auch fir diesen Antikérper wurde ein Cut-off flr den positiven Nachweis gemall ROC-Analyse
bei einem Score von >5 gesetzt. Somit wiesen 58 (38,4 %) Tumorproben einen positiven AK-

Nachweis auf.

3.6 Tumorsuppressor 21 (p21)-Expression

Die im TMA enthaltenen Tumorproben wurden hinsichtlich ihrer p21-Expression ausgewertet.
Dazu wurde der Anteil der nukledr p21-positiven Zellen in Prozent im Tumor ermittelt. Im
nachsten Schritt wurden sie mit einem Cut-off von 30 % in p21-positive und p21-negative Falle
kategorisiert.

Aufgrund von unzureichenden Tumorgewebeanteilen wurden 43 Falle des Gesamtkollektivs
(28,5 %) aus der Statistik ausgeschlossen.

Die Haufigkeitsverteilung erstreckte sich Uber eine Spannweite von 100 [0;100] der p21-
positiven Zellen. Der Mittelwert betrug 47,5, der Median lag bei 50. Die Verteilung zeigte einen
Peak bei 50 % (n = 17; 11,3 %), gefolgt von 70 % (n = 16; 10,6 %) und 0 % (n = 14; 9,3 %) der
p21-positiven Zellen. Bei der Anwendung des Cut-offs von 230 % weist die Mehrzahl (67,5 %)
im Gesamtkollektiv eine normale bzw. verminderte (<30 % der positiven Zellen) p21-Expression
auf. Lediglich 32,5 % weisen eine Uberexpression (230 % der positiven Zellen) von p21 auf

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Haufigkeitsverteilung der p21-Expression bei einem Cut-off 230 % der

positiv gefarbten Zellen

Abkiirzungen: n: Anzahl; p21: Tumorsuppressor 21

Anhand der Auswertung zeigt sich, dass ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
der p21-Expression und der p53-Expression besteht (exakter Test nach Fisher: p = 0,05). Bei
verminderter p21-Expression (<30 %) sind die Patient:innen in diesem Kollektiv eher einem

hohen UICC-Stadium (lll oder IV) zuzuordnen (exakter Test nach Fisher: p = 0,038).

3.7 Uberlebenszeitanalyse

Alle Uberlebensanalysen wurden nach der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt. Die
Signifikanzlberprifung erfolgte mit dem Log-Rank-Test und wurde auf ein Niveau von 5 %
festgesetzt.

Initial wurden 151 Patient:innen in das Kollektiv eingeschlossen. Nach Beendigung des
Beobachtungszeitraums, auf den 31.09.2022 datiert, waren noch 66,9 % (n = 101) am Leben,
wohingegen 33,1 % (n = 50) bereits verstorben waren. Bei der Todesursache wurde nicht
unterschieden, ob diese tumorassoziiert war oder der Tod aufgrund anderer Ursachen eintrat.
Das mediane Uberleben konnte aufgrund der zu geringen Ereignisse (Tod: n = 50) nicht

berechnet werden.
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Als Startpunkt fir die folgenden Uberlebensanalysen wurde das Datum der Erstdiagnose
gewdhlt. Der Endpunkt wurde entweder als Tod, oder, wenn bis zum Ende des

Beobachtungszeitraums noch lebend, die letzte Nachuntersuchung (follow-up) definiert.

3.7.1 Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben

Das mittlere Gesamtiberleben (OS) nach Diagnose war in diesem Kollektiv 8,72 Jahre (KI-95 %:
7,53; 9,91) (Abbildung 14a). Das 1-Jahres-Uberleben betrug 92,7 %, das 5-Jahres-Uberleben
73,5 %.
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Abb.14a Gesamtuberleben in Monaten
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Abb. 14b progressionsfreies Uberleben in Monaten

Abbildung 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve im Gesamtkollektiv

Abb. 14a: Gesamtiberleben in Monaten des Gesamtkollektive (n = 151).
Abb. 14b: Progressionsfreies Uberleben des Gesamtkollektivs (n = 151) in Monaten.

Abkiirzungen: n: Anzahl

Das mittlere progressionsfreie Uberleben (PFS) lag im Gesamtkollektiv bei 4,47 Jahren (KI-95:
3,88; 5,05) (Abbildung 14b), das Mediane-PFS bei 4,66 Jahren (KI-95: 3,31; 6,1). Somit lieR} sich
das 1-Jahres-PFS als 79,6 % und das 5-Jahres-PFS als 47,8 % bestimmen.

3.7.2 Subgruppenanalysen zum Gesamtiiberleben und progressionsfreien Uberleben

Die erste Unterteilung des Gesamtkollektivs erfolgte anhand des CMTM6-CPS Status. Dazu
wurde das Gesamtkollektiv in die Subgruppen CMTM6 ,high” (210) und ,low” (<10)
eingruppiert und in Bezug auf das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben
analysiert. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Uberlebensvorteil in der Subgruppe
CMTM®6-high im Gesamtliberleben (Log Rank: p = 0,013) (Abbildung 15a). Ein nicht statistisch-
signifikanter Uberlebensvorteil zeigte sich im progressionsfreien Uberleben (Log Rank:
p =0,054) bei einem hohen CMTM®6-Status (Abbildung 15b). Das mittlere OS bei CMTM6 von
210 betrug 9,4 Jahre (KI-95: 7,9; 10,7). Das mittlere PFS bei CMTM®6 von 210 lag bei 4,6 Jahre
(KI-95: 4,0; 5,2)
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse des Gesamtkollektivs in Abhiingigkeit des CMTM6-
CPS

Abb. 15a: Gesamtiiberleben in Monaten im Gesamtkollektiv in Abhangigkeit des CMTM®6-CPS;

Abb. 15b: Progressionsfreies Uberleben in Monaten in Abhingigkeit des CMTM6-CPS.

Abkiirzungen: n: Anzahl;, CMTM6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; CPS: Combined
Positive Score

Zudem konnte gezeigt werden, dass Patient:innen mit einer hohen CMTM6-Expression (210) in

der Cisplatin behandelten Subgruppe (n = 86) sowohl ein statistisch signifikantes verlangertes

Gesamtiliberleben (Log Rank: p = 0,016) (Abbildung 16a) als auch ein verlangertes
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progressionsfreies Uberleben (Log Rank: p = 0,002) (Abbildung 16b) im Verhiltnis zu nicht-
Cisplatin behandelten Patient:innen (n = 65) aufwiesen. Das mittlere OS bei vermehrter
CMTMe6-Expression und Cisplatin-Therapie lag bei 5,3 Jahren (KI-95: 4,65; 9,5) und das PFS bei
4,7 Jahren (KI-95: 4,0; 5,4).
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der Cisplatin-therapierten Subgruppe
in Abhangigkeit des CMTM6-CPS
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Abb. 16a: Gesamtiliberleben in Monaten in der Cisplatin-therapierten Subgruppe in Abhangigkeit des
CMTMe6-CPS;

Abb. 16b: Progressionsfreies Uberleben in Monaten in der Cisplatin-therapierten Subgruppe in
Abhangigkeit des CMTM®6-CPS.

Abkiirzungen: n: Anzahl;, CMTM6: CKLF Like MARVEL Transmembrane Domaine 6; CPS: Combined
Positive Score

Als nichstes wurde das Kollektiv hinsichtlich seiner verbesserten Uberlebenschancen mit einer
erhohten PD-L1-Expression untersucht. Das Gesamtkollektiv enthielt 110 Falle mit positiver
PD- L1-Expression (21) und 41 Falle mit negativer PD-L1-Expression (<1). Dabei zeigte sich ein
statistisch signifikanter Uberlebensvorteil sowohl im Gesamtiiberleben (Log Rank: p = 0,017)
(Abbildung 17a), als auch im progressionsfreien Uberleben (Log Rank: p = 0,004) (Abbildung
17b) bei einem positiven PD-L1-Status. Das mittlere OS fiir Patient:innen mit positiven PD-L1
Tumoren lag bei 9,3 Jahren (KI-95: 7,8; 10,78), das mittler PFS bei 4,7 Jahren (KI-95: 4,1; 5,3).
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Abb. 17a Gesamtuberleben in Monaten
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse im gesamten Kollektiv in Abhingigkeit

vom PD-L1 Status

Abb. 17a: Gesamtiiberleben in Monaten im Gesamtkollektiv in Abhangigkeit vom PD-L1-CPS;
Abb. 17b: Progressionsfreies Uberleben in Monaten in Abhangigkeit vom PD-L1-CPS

Abkiirzungen: n: Anzahl; PD-L1: Programmed Death Ligand 1; CPS: Combined Positive Score

Zusatzlich konnte in der Kohorte der PD-L1 positiven Tumore mit Cisplatin-Therapie (n = 86) ein
statistisch signifikant verlangertes OS (Log Rank: p =<0,001) (Abbildung 18a) und PFS (Log Rank:
p = 0,001) (Abbildung 18b) im Vergleich zur nicht-Cisplatin-therapierten Kohorte (n = 27) mit
negativer PD-L1-Expression beobachtet werden. Das mittlere Gesamtiiberleben unter Cisplatin

und hoher PD-L1-Expression betrug 5,4 Jahre (KI-95: 4,7; 6,1) und das PFS 4,7 Jahre (KI-95: 4,0;

5,5).
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der Cisplatin-therapierten Subgruppe
in Abhangigkeit des PD-L1-CPS

Abb. 18a: Gesamtiliberleben in Monaten in der Cisplatin-therapierten Subgruppe in Abhangigkeit des
PD-L1-CPS;

Abb. 18b: Progressionsfreies Uberleben in Monaten in der Cisplatin-therapierten Subgruppe in
Abhangigkeit des PD-L1-CPS

Abkiirzungen: n: Anzahl; PD-L1: Programmed Death Ligand 1; CPS: Combined Positive Score

Zuletzt wurde das Gesamtkollektiv in eine HPV-positive und eine HPV-negative Subgruppe

unterteilt. Bei der Kategorisierung wurde nicht unterschieden, welcher HPV-high-risk Typ
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vorlag. Achtunddreiflig Patient:innen wiesen nach molekularen Analysen einen positiven
p16/HPV-Nachweis auf, wohingegen 113 Patient:innen als HPV-negativ (pl16-negativ)
eingestuft wurden. Im Folgenden wurden diese zwei Subgruppen (HPV-positiv vs. HPV-negativ)
hinsichtlich ihres Gesamt- und progressionsfreien Uberlebens verglichen. Dabei zeigte sich ein
signifikanter Uberlebensvorteil (Log-Rank: p = 0,006) (Abbildung 19a) und ein verlingertes
progressionsfreies Uberleben (Log Rank: p <0,001) (Abbildung 19b) fiir die Patient:innen mit
einem positiven HPV-Status. Das mittlere Gesamtiiberleben betrug bei positivem HPV-Status

6,6 Jahre (KI-95: 5,75; 7,44) und das mittlere progressionsfreie Uberleben 6,45 Jahre (KI-95:

5,58; 7,32).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse des Gesamtkollektivs in Abhingigkeit
vom HPV-Status

Abb. 19a: Gesamtiiberleben in Monaten des Gesamtkollektivs in Abhdngigkeit vom HPV-Status;
Abb. 19b: Progressionsfreies Uberleben in Monaten des Gesamtkollektivs in Abhingigkeit vom HPV-
Status.

Abkiirzungen: n: Anzahl; HPV: Humanes Papilloma Virus

Zuletzt wurde die Kombination aus CMTM6-Expression, postiver PD-L1 Expression und dem
HPV-Status hinsichtlich eines verlangerten progressionsfreien und Gesamtiiberlebens
analysiert.

So wiesen Patient:innen mit positivem HPV-Status und hoher CMTM6-Expression (>10) ein
verlangertes OS (Log-Rank: p = 0,004) und PFS (Log-Rank: p = 0,001) auf. Das mittlere
Gesamtiliberleben bei CMTM6 von 210 und positiven HPV-Status betrug 6,4 Jahre (KI-95: 5,7;
7,1), das PFS 6,2 Jahre (KI-95: 5,5; 6,9) (data not shown).

Die Untersuchung des OS und PFS fiir die Kombinationspartner mit CMTM6 von > oder <10 und
PD-L1 von > oder <1 ergaben keinen statitisch signifikanten Uberlebensvorteil (OS Log Rank:
p = 0,064; PFS Log Rank p = 0,194) in den jeweiligen Subgruppen. Es ist jedoch ein deutlicher

Trend erkennbar.

Patient:innen mit positivem HPV-Status (n = 38) hatten, wenn sie sie der Subgruppe mit

positiver PD-L1-Expression angehohren (n = 29), im Vergleich zu den HPV-negativen mit
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negativer PD-L1-Expression (n = 9) einen Uberlebensvorteil sowohl im progressionsfreien
Uberleben (Log- Rank: p = 0,01) (Abbildung 20b) als auch im Gesamtiiberleben (Log-Rank:
p =0,014) (Abbildung 20a). Das mittler OS bei PD-L1 von 21 und positivem HPV-Status betrug
6,6 Jahre (KI-95: 5,7; 7,0), das PFS 6,3 Jahre (KI-95: 5,6; 6,9).
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse in der Subgruppe mit positivem HPV-
Status in Abhadngigkeit des PD-L1-CPS
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Abb. 20a: Gesamtiiberleben in Monaten in der Subgruppe mit positivem HPV-Status in Abhangigkeit

des PD-L1-CPS;
Abb. 20b: Progressionsfreies Uberleben in Monaten in der Subgruppe mit positivem HPV-Status in

Abhangigkeit des PD-L1-CPS

Abkiirzungen: n: Anzahl; PD-L1: Programmed Death Ligand 1; CPS: Combined Positive Score; HPV:
Humanes Papilloma Virus
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4 Diskussion

4.1 Methodendiskussion

KollektivgroBe: Die KollektivgrofRe von insgesamt 151 Fallen, welche ausschlielRlich an der
Universitatsmedizin Rostock diagnostiziert und behandelt wurden, stellt eine Einschrankung flr
diese retrospektiv angelegte Studie dar. Eine Erweiterung des Kollektivs wirde die
Beobachtungen hinsichtlich des prognostischen und pradiktiven Aussagewertes fliir CMTM6 als
weiterer Biomarker im HNSCC untermauern. Um dies auszugleichen, wurden in dieser
unizentrischen Studie Tumore aller Stadien und Lokalisationen eingeschlossen. Dadurch gelang
es, CMTM6 als Biomarker fir ein positives Ergebnis (Outcome) hinsichtlich eines verlangerten

OS und PFS zu identifizieren.

Klinisch-pathologische Daten: Eine liickenlose Dokumentation von klinisch-pathologischen
Parametern ist im klinischen und wissenschaftlichen Setting nicht immer gegeben. Dies konnte
ebenfalls in der vorliegenden Studie festgestellt werden. Aufgrund fehlender Daten wird die
Signifikanz der untersuchten Kohorte bei einzelnen Parametern verringert. So konnten zum
Beispiel der Noxenstatus (Alkohol- und Raucheranamnese) der Patient:innen nicht liickenlos
erhoben und dokumentiert werden. Auch die Bestimmung des HPV-Status, inklusive
molekularer Quantifizierung, war nicht fir alle Patient:innen moglich. Informationen Uber
onkologische  Therapieverlaufe, welche sich  moglicherweise im Laufe des
Beobachtungszeitraums gedndert haben, konnten nicht in jedem Fall ausreichend evaluiert
werden. Trotz sorgfdltiger Recherche und mit Zuhilfenahme von universitar-internen
Datenbanken sowie der Zusammenarbeit mit dem Krebsregister Mecklenburg-Vorpommern,
konnten nicht alle Datenllicken diesbezliglich geschlossen werden.

Zudem konnte im Rahmen der Uberlebensanalyse aufgrund fehlender Daten nicht differenziert
werden, ob es sich um tumorassoziierte oder -unabhangige Todesfolgen handelte. Dadurch

konnte keine direkte Aussage zum erkrankungsspezifischen Uberleben getroffen werden.

Probenmaterial: Die Mehrfachverwendung der Praparate im Rahmen von Diagnostik und
anderen wissenschaftlichen Untersuchungen mindert die Qualitat des Tumormaterials in den
entsprechenden Paraffinblocken. Aufgrund von Materialerschépfung, wurde eine adaquate
IHC und somit zuverldssige Auswertung einiger Fille erschwert. Dies flihrte zum Ausschluss

dieser Tumorproben und verringerte die Fallzahl des initial zusammengestellte Kollektiv. Trotz
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Hinzunahme von Proben neu erkrankter Patient:innen innerhalb des Beobachtungszeitraums,
erbrachte dies keine wesentliche Erweiterung des Gesamtkollektivs.

Die Vorbereitung und lange Lagerungsdauer (teilweise >10 Jahre) der Tumorproben fihrte zu
Denaturierung oder Maskierung von Proteinen, Antigenverlust und Verminderung des DNA-
Gehalts (Karlsson & Karlsson, 2011). Studien belegen, dass neben einer langen
Lagerungsdauer auch Einflisse wie Luftfeuchtigkeit, Sauerstoffgehalt und Temperatur
ausschlaggebend fiir den Erhalt der Antigene sind (Haragan et al., 2020). Jegliche Abweichung
der Parameter von der Norm fiihrt zu einem beschleunigtem Antigenverlust der sich in einer
verminderten Anfarbbarkeit der Proben, insbesondere fiir PD-L1, niederschlagt (ebd).
Resultierend daraus kann ein negativer Einfluss auf die Immunfarbungen nicht ausgeschlossen
werden. Dies kann den pradiktiven und diagnostischen Wert von verschiedenen Proteinen
einschranken. Um fehlerhafte Tumorproben zu identifizieren, wurden alle eingeschlossenen
Falle auf den Zustand der Praparate begutachtet. Somit konnte der negative Einfluss der
Umwelt- und Lagerungsbedingungen auf die nachfolgenden Immunfarbung reduziert werden.
Tumorproben, bei denen nach Begutachtung der Zustand als nicht ausreichend bewertet
wurde, wurden aus dem Kollektiv ausgeschlossen. Der Ausschluss steigert die statistische
Signifikanz indem falsch positive oder falsch negative Immunfarbungen vermieden werden.
Der molekulare HPV-Nachweis erfolgte auf DNA-Ebene. Bei unzureichendem oder
beschadigtem Tumormaterial, verursacht durch lange Liegedauer und Mehrfachverwendung
der Tumorproben, ist es moglich, trotz nachweisbarem Surrogatmarker (p16) keine
ausreichende HPV-Analytik durchfiihren zu kénnen (Molijn et al., 2005). So konnte in diesem
Kollektiv in einigen Fallen keine exakte HPV-Typisierung stattfinden. Bei positivem pl6
Nachweis ohne HPV-Typisierung wurde geschlussfolgert, dass bei diesen Patient:innen eine
onkogen-transformierende HPV-Infektion vorlag. p16 gibt als etablierter Surrogatmarker fir
eine HPV-Infektion (Jouhi et al., 2017), somit flihrte eine p16 Positivitat nicht zum Ausschluss
der Tumorproben. Die entsprechenden Falle wurden der HPV-positiven Subgruppe zugeordnet,
was die Fallzahl der HPV-positiven Subgruppe ansteigen lieR und die Aussagekraft in den

statistischen Rechenmodellen erhohte.

Immunhistochemische Farbung: Die immunhistochemische Farbung ist ein standardisiertes
und etabliertes Verfahren, sowohl in der Diagnostik als auch im wissenschaftlichen Kontext. Die
Vollautomatisierung und Farbung nach Protokoll ermdglichte es dieses Verfahren mit geringer

Fehlerquote zu nutzen. Trotz Standardisierung, regelmaRiger Wartung der Gerdte und
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mitfiihren von Positiv- und Negativkontrollen, kann es je nach Antikdrper und verwendetem
Ausgangsmaterial zu Einschrankungen in der immunhistochemischen Farbung kommen. Die
Fragilitait der eingesetzten Antikorper in Kombination mit verminderter Qualitat der
Tumorproben kann zu falsch negativen Ergebnissen fiihren. Die in dieser Studie untersuchte
Signalachse AKT/pAKT ist ein entsprechendes Beispiel fir die Grenzen der IHC. Die
Phosphorylierung von AKT gilt als instabile Phosphorylierung und ist abhangig von weiteren
zellularen Mechanismen, die diese Phosphorylierung stabilisieren (Yong Liaol and Mien-Chie
Hung2, 2010). Durch z.B. lange Liegedauer der Tumorproben kann es zum Losen dieser
Phosphorylierung kommen, sodass die Antigenitat fiir den entsprechenden Antikorper im
Gewebe abnimmt. Dies zeigt sich in der immunhistochemischen Farbung meist in einer
geringeren oder keiner Anfarbbarkeit. Infolgedessen kann es zu einer erschwerten Auswertung
und zu falsch negativen Ergebnissen kommen. Im Falle von AKT missen zur vollstdndigen
Aktivierung von AKT beide Serinreste (Serin 308 und 473) phosphoryliert werden (Scheid &
Woodgett, 2003). Da jedoch kein Antikorper fiir beide Phosphorylierungsstellen erhaltlich ist,
konnen Tumorzellen, die womadglich positiv waren, als negativ eingestuft werden und somit die
Aussagekraft der Farbung verringern. In dieser Arbeit wurde fir die IHC der Antikorper fir
phosphoryliertes AKT an Serin 437 verwendet. Somit wird in der Auswertung dieser Farbung
lediglich die Teilaktivierung von AKT berlicksichtigt. Kommt es zur Losung dieser instabilen
Phosphorylierung am Serin 437, kann eine Aktivierung bei bestehender Phosphorylierung des
Serin 308 nicht nachgewiesen werden. Schlussfolgernd kommt es zu falsch negativen
Ergebnissen, die die statistische Signifikanz sinken ldasst und Aussagen zu weiteren
Korrelationen zwischen den agierenden Molekiilen nicht mehr zulasst.

Die IHC-Farbungen lassen zudem lediglich deskriptive Untersuchungen am Tumorgewebe zu.
Dies ist vor allem in Hinblick auf AKT und pAKT von Relevanz, da keine eindeutigen
mechanistischen Rickschliisse getroffen werden konnen. Diese Art von Studie dient daher der
Aussage Uber beschreibende Hinweise und beobachtete Zusammenhdnge. Um konkrete
Zusammenhange aufzudecken, sind in vitro Analysen von AKT und pAKT in CMTM®6 niedrigen
im Vergleich zu CMTM®6 hoch-positiven HNSCC-Zelllinien sinnvoll. Dies wiirde dazu beitragen,
ein fundierteres Verstandnis tiber die molekularen Mechanismen im HNSCC zu erlangen. Somit
lasst diese Arbeit keine Aussage Uiber mogliche zwischengeschaltete und noch nicht
identifizierte Variablen als Ursache fiir die beobachteten Zusammenhidnge zwischen den

untersuchten Molekilen zu.
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Tumorheterogenitadt: Da in dieser Arbeit mit einem TMA gearbeitet wurde, werden lediglich
kleine Tumorausschnitte betrachtet und spiegeln nicht die gesamte Heterogenitat, welche als
typisch fiir ein HNSCC eingestuft wird, wider (Weichert et al., 2018). Um diese Heterogenitat
im Tumor abzubilden, wurden die tumortragenden Areale zunachst auf den Paraffinblocken
markiert und anschlieBend drei Cores, sowohl von der Invasionsfront als auch vom
Tumorzentrum gestanzt. Jedoch sichert diese Mallnahme weder, dass das Tumorgewebe in
Ganze abgebildet wird, noch dass die Cores im nachfolgenden Schnitt auf gleicher Ebene im
TMA-Block zum Liegen kommen. Die nicht in einer Ebene zu liegen kommenden Cores flihren
zu einem Tumorverlust oder diskrepanten Aussagen. Dies erschwert eine valide
lichtmikroskopische Auswertung. Dennoch gibt es Arbeiten, die zeigen, dass durch mehrfaches
Stanzen von Tumorgewebe fiir ein ausreichend groRes Kollektiv belastbare Aussagen getroffen
werden konnen (Tzankov et al., 2003).

Als Vorteil eines TMAs kann der direkte Vergleich von mehreren unterschiedlichen
Tumorproben aufgrund der nahen raumlichen Anordnung angesehen werden. Zudem schont

es die Ressourcen der IHC und erleichtert die Auswertung vieler Tumorproben en bloc.

Auswertung: Die IHC in dieser Studie erfolgte manuell anhand eines konventionellen
lichtmikroskopischen Verfahrens. So unterliegt jede Farbung einer individuellen und
subjektiven, durch jeden Pathologen etwas unterschiedlich ausgefiihrten Auswertung. Somit
ist die Analogie zwischen unterschiedlichen Studien, welche auf der Grundlage von IHC
basieren, kritisch zu bewerten. Das erschwert eine Vergleichbarkeit etablierter Scoring-
Systeme und lasst somit die statistische Signifikanz sinken.

Um das Potential von CMTM6 zu priifen, bedarf es eines einheitlichen Auswerteschemas.
Dieses standardisierte Schema misste in zukiinftigen Studien harmonisiert werden, um eine
entsprechende Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Mit diesem Schritt konnte der Stellenwert
von CMTM6 als Biomarker gestarkt werden. Die Methode der IHC ware dafiir eine
kostengtinstige und weit verbreitete Moglichkeit, den CMTM®6-CPS parallel zum aktuell reflex-

artig bestimmten PD-L1 Status zu erheben.

Scoring-Systeme: Ein weiterer Kritikpunkt ist der Vergleich verschiedener Scoring-Systeme und
deren Cut-off Werte. So erstreckt sich die Spannweite fiir die Positivitat des PD-L1-CPS von 21
bis >30. Fir CMTMBG6 ist aktuell noch kein einheitlicher Cut-off definiert, sodass sich in der

vorliegenden Studie, nach entsprechender ROC-Analyse und in Anlehnung an den PD-L1-CPS,
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fur den Cut-off von 210 fiir Positivitat entschieden wurde. Auch die bereits angesprochene
Subjektivitdt des Auswerters, die sich in der individuellen Bewertung fir Positivitdt von
Oberflachenmolekiilen wiederfindet, kommt hier zu tragen. Eine korrekte und standardisierte
Auswertung der einzelnen Bestandteile, welche essentiell fiir die Zusammensetzung des CPS
sind, ware notwendig. Die individuellen Ergebnisse verzerren eine Auswertung und die
Vergleichbarkeit von Studien ist somit nicht immer gewahrleistet (Kaur et al., 2023). Die
Anwendung von kinstlicher Intelligenz (KI) fir die standardisierte Auswertung des PD-L1-CPS
wadre ein mogliches Mittel, welches im diagnostischen Alltag angewendet werden kann.
Aktuelle, retrospektiv angelegte Studien zeigen, dass Kl durchaus in der Lage ist, vergleichbare
Ergebnisse mit der digitalen Auswertung des PD-L1-CPS zu erzeugen (Hondelink et al., 2022;
Puladi et al., 2021).

Aktuell ist noch nicht abschlieBend bewiesen, dass ein positiver CPS im Scoring definitiv als
alleiniger und zuverlassiger Marker fiir ein Ansprechen einer Immuntherapie anzusehen ist. So
bedarf es weitere Analysen wie z.B. Mutationsanalysen sowie einer genauen Charakterisierung
des TME. Erst in Kombination der verschiedenen Parameter ist von einem verbesserten
Ansprechen auszugehen. So ist die alleinige Verwendung des CP-Scoring in dieser Arbeit als

entsprechender Kritikpunkt anzusehen.

4.2 Ergebnisdiskussion

Die unterschiedliche Studienlage zum Stellenwert von CMTM6 im HNSCC erweckte das
Interesse an immunhistochemischen Analysen, die in einer retrospektiv angelegten Studie im
kaukasischen Kollektiv tiber dieses Molekiil durchgefiihrt wurden. Ziel war es, das Outcome der
Patient:innen und ein Ansprechen auf die aktuellen Therapieoptionen besser voraussagen zu
konnen. Dabei lag das Augenmerk darauf, eine mogliche Assoziation zwischen CMTM6 und PD-
L1 im HNSCC zu identifizieren und die bereits etablierten Biomarker PD-L1 und p16 zu starken.
Die Analysen erfolgten retrospektiv an einem Kollektiv, welches sich im fortgeschrittenen
Tumorstadium befand und mit einer leitliniengerechten Therapie an der Universitatsmedizin

Rostock behandelt wurde.

Kollektiv: Das 151 Falle umfassende Kollektiv weist eine fur das HNSCC typische
Geschlechterverleitung auf. Dabei waren Manner im Verhaltnis zu Frauen fiinfmal so haufig

betroffen. Beim Vergleich mit der geschlechtsverteilten Inzidenz des RKI, sind Manner mit einer
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Diagnose eines HNSCC in etwa doppelt bis vierfach so haufig betroffen (Johnson et al., 2020;
Rki, 2017). Jedoch beobachtet das RKI bei Frauen ein Anstieg des Noxen-assoziierten HNSCC,
was auf inzwischen zunehmenden Tabakkonsum bei Frauen zuriickzufiihren sein kdnnte
(zeiher et al., 2018).

Auch das mittlere Erkrankungsalter, welches beim RKI mit 65 Jahren angegeben wird, stimmt
mit dem Erkrankungsalter, welches in diesem Kollektiv bei im Mittel 67,3 Jahren liegt, (iberein
(Rki, 2017). Nach den Angaben des RKI erkranken Manner in Deutschland im Mittel etwa 3

Jahre friher als Frauen (Manner: 66 Jahre vs. Frauen: 63 Jahre).

Tumorlokalisation: Die Tumorlokalisation in dem in der vorliegenden Studie erhobenen
Kollektiv umfasst die typischen anatomischen Areale des HNSCCs. Vorherrschende Region in
dem erhobenen Kollektiv ist, wie zu erwarten, die Mundhohle, gefolgt von Oropharynx, Larynx
und Hypopharynx. Gleiche Verteilungsmuster beschreibt Weichert et al. in seiner Arbeit zur
Entstehung des nicht-kutanen Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals-Bereich (Weichert et al.,
2018). Ursachlich fir die hohe Rate an in der Mundhdhle lokalisierten HNSCC ist die weiterhin
hohe Noxenexposition (Alkohol und Tabak) in Mecklenburg-Vorpommern (Volzke et al., 2015).
Diese Noxen zdhlen zu den Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung eines HNSCC (Hashibe et al.,
2007).

Weltweit ist vor allem in Stdostasien der Tabakkonsum stark verbreitet. Auch in diesen
Regionen ist eine hohe Inzidenz an Noxen-assoziierten HNSCC im Bereich der Mundhdhle
detektierbar (Johnson et al., 2020).

Wie Weichert et al. in seiner Arbeit beschreibt, ist das humane Papilloma Virus ein weiterer
Risikofaktor zur Entstehung eines HNSCC (Weichert et al., 2018). Die typische Virus-assoziierte
HNSCC Lokalisation ist aufgrund der Genese innerhalb des lymphoepithelialen Gewebes des
Oropharynx anzutreffen. Dabei konnte unter anderem der Subtyp 16 als ,high-risk-Typ“
identifiziert werden (Michaud et al., 2014). Dieser Subtyp zdhlt zu dem am haufigsten
vorkommenden HPV-Typ im Zusammenhang mit onkogen treibenden Infektionen (ebd.). Der
flihrende Subtyp im vorliegenden Kollektiv ist ebenfalls Typ 16. Eine regionale Haufung an HPV-
positiven Karzinomen ist nach Ansicht von Johnson et al. auf niedrige Impfquoten und
zunehmende globale Durchseuchung zuriickzufiihren (Johnson et al., 2020). Ein Anstieg von
HPV-assoziierten HNSCC ist besonders bei Mannern zu verzeichnen und mit der nicht obligaten

Prophylaxe in diesem Geschlecht zu begriinden (Garolla et al., 2023).
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Therapie: Die adjuvante Chemotherapie bei fortgeschrittenem oder metastasiertem HNSCC,
wie von der AWMF als S-3-Leitlinie herausgegeben, priorisiert Cisplatin als Erstlinientherapie
(Wolff, 2021). Das vorliegende Kollektiv weist in der Verteilung eine primare platinhaltige
Chemotherapie auf. In der vorliegenden Studie spiegelt das primar platinhaltig-therapierte
Kollektiv nicht das breite Spektrum an Therapiemodglichkeiten fir das HNSCC im adjuvanten
Setting wider (Ghosh et al., 2022). Die Mehrfachtherapielinien sind sehr divers und kdnnten, je
nach Auswahl der Therapie, den in dieser Arbeit beobachteten Effekt abmildern oder
verstarken.

Die Anzahl an IClI behandelten Patienten in diesem Kollektiv ist dabei vergleichsweise gering.
Dies liegt zum einen daran, dass viele ICl erst im Laufe des Beobachtungszeitraums ihre
Zulassung fiir die Therapie des fortgeschrittenen und metastasierten HNSCC erhalten haben.
Zum anderen lasst sich nach Aussage der behandelnden Onkologen an der UMR erkennen, dass
der an einem HNSCC erkrankte Mecklenburger einer vollig neuen Therapieoption eher
skeptisch entgegensteht. Um den beobachten Effekt von CMTMG6 in der Cisplatin-therapierten
Subgruppe auf andere Subgruppen zu lGbertragen, sind weitere prospektive Studien noétig, die

vor allem die ICl-therapierte Subgruppe betrachten.

Uberleben: Nach Angaben des RKI kommt es haufig erst im fortgeschrittenen Stadium zur
Diagnose eines HNSCC, wodurch ein schlechtes 5-Jahres-Gesamtiberleben von 43,5 % vor
allem in den UICC-Stadien Il und IV zu verzeichnen ist (Rki, 2017) . Ahnliche Zahlen zeigt das in
dieser Studie untersuchte Kollektiv. Die UICC-Stadien Il und IV sind in der Mehrzahl vertreten,
aber das mittlere 5-Jahres-Uberleben Uber alle Stadien im Gesamtkollektiv liegt im Vergleich
zur Literatur mit 73,5 % deutlich tGiber den publizierten Uberlebensraten. Ursichlich fiir das
Vorkommen der fortgeschrittenen Karzinome ist der lange unentdeckte, subklinische Verlauf
(Bhatia & Burtness, 2023). Zieht man die sozial-regionalen Gegebenheiten in Mecklenburg-
Vorpommern in Betracht, konnte dies als ausschlaggebende Ursache zum Tragen kommen. Das
im Vergleich mit der Literatur gute 5-Jahres-Uberleben dieses Kollektivs lasst sich durch eine
relativ geringe KollektivgroRe erkldaren. Dieser Punkt sollte bei der Interpretation der Arbeit

bericksichtigt werden.

Zusammenfassend sind alle klinisch-pathologischen Daten unseres Kollektivs, die zur
Entstehung eines HNSCC, der Beeinflussung des Gesamtiiberlebens und des Ansprechens auf

eine Therapie beitragen, mit denen der Literatur vergleichbar (Baba et al., 2018; Johnson et al.,



Diskussion

2020; Rki, 2017; Stenzinger et al., 2014). Daraus abgeleitet ist das in der vorliegenden Studie
erhobene Kollektiv als reprasentativ fir die Tumorentitat des HNSCCs anzusehen. Es lasst somit
weitere Vergleiche hinsichtlich des prognostischen und pradiktiven Werts von CMTM6 zu.
CMTME6 ist ein Molekil, welches in vielerlei Hinsicht Einfluss auf die Prozesse in tumoros
veranderten Zellen, aber auch auf das umgebene TME nimmt. Daraus lasst sich ableiten, dass
nicht nur eine einzige Funktion von CMTM6 ausschlaggebend ist, sondern eine Expression von
CMTM6 verschiedene komplexe Veranderungen hervorruft. Somit kommt es je nach
vergleichender Studie zu unterschiedlichen Aussagen tGiber den Einfluss von CMTM6 und dessen
prognostischen und pradiktiven Wert.

Der bereits etablierte Biomarker PD-L1 dient zur Entscheidungshilfe fiir den Einsatz einer
Immuntherapie. Seine pradiktive Wertigkeit ist jedoch abhangig vom PD-L1-CPS. So ist die
Auspragung ein maligeblicher Faktor fiir ein Ansprechen einer ICI-Therapie (Wuerdemann et
al., 2020). Dadurch sollte neben PD-L1 ein weiterer Biomarker, wie in der zugrundeliegenden

Studie CMTMBS, als ergdanzende Entscheidungshilfe etabliert werden.

CMTMG6 und TME: Chen et al. beschreibt in seiner Arbeit Gber CMTM6 im HNSCC, dass CMTM6
Uber PD-L1 die Einwanderung von Lymphozyten und somit die koérpereigene, anti-tumorale
Abwehr unterbindet. Bei isolierter Unterdriickung der CMTMG6-Expression in in vivo
Experimenten, kommt es zur Riickkehr der tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten. Dadurch
konnte eine addquate Anti-Tumorimmunitat wiederhergestellt werden. Anhand dieser
Tatsache wertet Chen et al. CMTM6 als einen Biomarker von schlechter prognostischer
Bedeutung im HNSCC. Zu erwdhnen hierbei ist jedoch, dass diese Studie an Zelllinien mittels
RNA-Analysen durchgefiihrt wurde. Dabei wurde jedoch nicht das in vivo vorkommende TME
naher betrachtet.

Im Gegenzug dazu beschreibt Peng et al. in seiner Arbeit unter Berlicksichtigung des TME, dass
es bei hoher CMTM6-Expression im kolorektalen Karzinom zur vermehrten Einwanderung von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten kommt. Uber diesen Mechanismus wird die kérpereigene
anti-tumorale Abwehr wiederhergestellt.

Aufgrund seiner Ergebnisse bewertete er, dass eine hohe CMTM6-Expression als positiver
prognostischer und pradiktiver Wert bei 5-Fluor-Uracil behandelten kolorektalen Karzinomen
anzusehen ist und das Gesamtiiberleben verlangert.

Vorangegangene Studien unserer Arbeitsgruppe konnten ebenfalls beweisen, dass eine hohe

CMTMe6-Expression mit einer hohen Anzahl an tumorinfiltrierenden Lymphozyten korreliert.
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Zusatzlich war zu beobachten, dass eine hohe CMTM6-Expression (CPS 210) in Kombination mit
einer erhdohten Anzahl an TILs mit einem verlangerten Gesamtiiberleben zusammenhangt.

Im vorliegenden Kollektiv dieser Studie ist zu beobachten, dass es bei alleiniger Betrachtung
der CMTM®6-Expression es zu einem signifikant verlangertem Gesamt- und progressionsfreiem
Uberleben bei einer hohen CMTM6-Expression und einem CPS 210 kommt. Da in den
statistischen Berechnungen der CMTM®6-CPS integriert ist, welcher die positiven Immunzellen
miteinschlieBt, wird in gewissen MaRen das TME ebenfalls bericksichtigt. Aufgrund dieser
Ergebnisse, die mit den Ergebnissen von Peng et al. ibereinstimmen, kann geschlussfolgert
werden, dass es bei einer hohen CMTM®6-Expression zur Reduktion der Immunevasion kommt.
Auf Grundlage dessen wird als Resultat der vorliegenden Studie eine CMTM®6-Expression von

210 im HNSCC als guter prognostischer Wert angenommen.

CMTM6 und HPV: Neben den Noxen Tabak und Alkohol stellt eine HPV-Infektion einen
wesentlichen Risikofaktor zur Entstehung eines HNSCC im Oropharynx dar (Weichert et al.,
2018). Die steigenden Impfquoten bei Frauen senken das Risiko erheblich, wohingegen
Manner zunehmend von HPV-positiven Karzinomen betroffen sind (Johnson et al., 2020).
Johnson et al. beschreibt in seiner Arbeit, dass sich bei einem HPV-positiven Karzinom das TME
erheblich zugunsten der anti-tumoralen Immunabwehr verschiebt. Daher lasst sich bei HPV-
positiven Karzinomen auch ein besseres Outcome verzeichnen.

In dieser Arbeit wurde eine Analyse des OS und PFS vorgenommen, in der gezeigt wurde, dass
Patient:innen in der Kombination von hoher CMTM®6-Expression und positivem HPV-Status ein
statistisch signifikant langeres Uberleben aufwiesen. Somit lasst sich schlussfolgern, dass sich
neben HPV auch die CMTM6-Expression auf das TME auswirkt, was wiederum zu einem
verbesserten Outcome der Patient:innen fiihrt. Somit ist CMTM®6 im untersuchten Kollektiv

nicht wie von Chen et al. als schlechter, sondern als guter Biomarker anzusehen.

PD-L1 und HPV: Selbige Ergebnisse lassen sich in der Kombination von positivem HPV-Status

und einem PD-L1 CPS von =1 erkennen.

CMTM®6 und PD-L1: CMTM6 nimmt eine entscheidende Rolle bei der membranstdandigen
Stabilisierung von PD-L1 ein (Zhang et al., 2022) und ist ein ubiquitar exprimiertes Molekdil.
Deshalb ist es wichtig, zu differenzieren in welchem Kompartiment die Expression lokalisiert
ist. Mogliche Unterschiede bestehen auch zwischen Tumorzellen und dem TME. Das TME

besteht vorrangig aus Makrophagen oder Lymphozyten. Die Arbeitsgruppe um
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Zugazagoitia et al. konnte in einer retrospektiven Studie zeigen, dass bei gleichzeitiger hoher
CMTM6- und PD-L1-Expression im tumorumgebenden Stroma (Makrophagen) im nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) die Patienten ein statistisch signifikant besseres
Ansprechen auf eine Immuntherapie zeigten (Zugazagoitia et al., 2019). Das verbesserte
Ansprechen auf die Immuntherapie zeigte sich in der Studie um Zugazagoitia et al. in einem
statistisch signifikant verlangerten OS im Vergleich zur Patientenkohorte mit niedriger CMTM®6-
und PD-L1-Expression. In dieser Arbeit konnte somit der positive pradiktive Wert von CMTM6
im NSCLC untermauert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden durch die Auswertung des PD-L1- und CMTM®6-Status
anhand des CPS mehrere Kompartimente der Expression abgebildet. So flieBen im CPS sowohl
die positiven Tumorzellen als auch das positive TME (Lymphozyten und Makrophagen) in die
Bewertung ein. Die Daten zeigten, dass eine hohe CMTM6-Expression mit einer hohen PD-L1-
Expression korreliert. Eine hoher bzw. positiver Wert fiir CMTM®6 sowie PD-L1 ist assoziiert mit
einem verlangerten OS und PFS. Diese Beobachtungen bestatigen sich in der Cisplatin-
therapierten Subgruppe. Patienten, deren Karzinome eine hohe bzw. positive Expression von
CMTM6 und PD-L1 aufweisen, zeigen in dem beobachteten Kollektiv ein verbessertes
Ansprechen auf die derzeit verfligbaren Therapieoptionen. Als Ursache ist eine Beeinflussung
des Tumormikromilieus durch die Immun-Checkpoint-Molekiile anzunehmen, was durch die
Daten von Zugazagoitia et al. unterstrichen wird (Zugazagoitia et al., 2019). Weitere Studien
mit einer ICl-therapierten HNSCC-Kohorte sind notig, um die Erkenntnisse der genannten
NSCLC-Studie auf eine entsprechend behandelte HNSCC-Gruppe zu transferieren, welche
ausschlieBlich Plattenepithelkarzinome, nicht aber Adenokarzinome einschlieSt. Aufgrund

dieser Gegebenheit sollten die Ergebnisse unter dieser Einschrankung interpretiert werden.

CMTMG6 und Therapie: In einigen Studien wird CMTM®6 in Zusammenhang mit einer moglichen
Cisplatin-Resistenz gebracht. So beschreibt Mohapatra et al. in seiner Studie die Beeinflussung
des Wnt-Signalwegs, welcher durch CMTMBG6 aktiviert wird und im nachfolgenden Genprodukte
exprimiert, welche zu Resistenz fiihren. Hierbei ist zu erwdhnen, dass diese Studie
ausschlieBlich an Zelllinien erfolgte.

Bei der Untersuchung des filir diese Studie zusammengetragenen Kollektivs, konnten
gegenlaufige Ergebnisse festgestellt werden. So kam es bei vermehrter Expression von CMTM®6
und der Behandlung mit platinhaltigen Chemotherapeutika zu einem statistisch signifikant

verlangertem Gesamt- und progressionsfreiem Uberleben. Somit steht die Expression von
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CMTM6, im in dieser Arbeit zusammengestellten kaukasischen Kollektiv, nicht im
Zusammenhang einer Cisplatin-Resistenz. Stattdessen ist CMTM6 aufgrund des guten
Ansprechens der Therapie als Biomarker mit zusatzlich gutem pradikativem Wert zu bewerten.
Auch unter PD-L1 und Cisplatin-Therapie weisen die Patient:innen ein verlangertes OS und PFS
auf.

In der hiesigen Studie wurden lediglich Patient:innen mit platinhaltiger Therapie
eingeschlossen. Dies resultiert durch die erst im Verlauf des Studienzeitraums eingefiihrte
Zulassung der Immun-Checkpoint-Inhibitoren im fortgeschrittenen und metastasierten HNSCC.
PD-L1 stellt bereits einen etablierten Biomarker im HNSCC dar, wobei durch Einsatz von ICI
bisher kein drastischer Anstieg des OS zu verzeichnen ist. Dennoch l3sst sich festhalten, dass in
diesem Kollektiv Patient:innen mit einem PD-L1 von >1 und einer Cisplatin-Therapie ein

statistisch signifikant besseres OS und PFS aufwiesen.

CMTM6 und weitere untersuchte Proteine: Gemal aktueller Studien und Forschung nimmt
CMTMBG6 eine regulierende Rolle hinsichtlich der Beeinflussung des Zellzyklus, Proliferation und
Uberleben der Tumorzelle (iber nachgeschaltete Signalachsen ein (Long et al., 2023; Marquard
& Jucker, 2020; Mohapatra et al., 2022; Scheid & Woodgett, 2003; Shaha et al., 2024; Yong
Liao1 and Mien-Chie Hung2, 2010).

Auf Immunhistochemie basierende Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass eine
hohe CMTM6-Expression mit einem mutationstypischen Farbemuster fir den
Tumorsuppressor TP53 korreliert (Hyodo et al., 2022). Eine onkogene Mutation im TP53-Gen
bedingt typischerweise eine hohe Mutationslast (ebd.). Diese fiihrt zur vermehrten Bildung von
Neoantigenen, was wiederum das TME stimuliert. Weitere immunmodulatorische
Mechanismen férdern im Rahmen der Immunevasion die Expression diverser Immun-
Checkpoint-Molekile wie z.B. PD-L1. In diesem Zusammenhang dirfte auch die Ursache des in
p53-mutierten HNSCCs erhohten CMTMG6-Status liegen.

Weitere Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine positive Korrelation zwischen dem CMTM6-
Status und der Anfarbung fur die Kinase AKT einschlieRlich ihrer aktivierten/phosphorylierten
Form pAKT. Eine erhdhte Aktivitdt von AKT férdert Uberleben und Wachstum der Tumorzelle
und steht in einem moglichen Zusammenhang mit einer Cisplatin-Resistenz (Mohapatra et al.,
2021, 2022). Mohapatra et al. zeigten, dass eine erhohte CMTM6-Expression zu einer
Stabilisierung der Enolasel fiihrt. Dies beglinstigt eine gesteigerte Aktivierung von AKT. Der

durch AKT regulierte Wnt-B-Catenin-Signalweg und die nachfolgende Beeinflussung der
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Krebsstammzellen steht im Zusammenhang mit einer Cisplatin-Resistenz. Aufgrund dessen
bewerten Mohapatra et al. CMTMG6 als einen Biomarker fiir schlechte Prognosen im OSCC. Eine
dhnliche Beobachtung konnte in dieser Studie gemacht werden. Eine vermehrte Expression von
CMTM®6 geht ebenfalls mit einer gesteigerten Expression und Aktivitdt von AKT einher. Im
Gegensatz zu Mohapatra et al. ist in der vorliegenden Kohorte eine hohe CMTM6-Expression
mit einem verbesserten Ansprechen auf eine RCT vergesellschaftet. Die gegenldufigen
Ergebnisse konnten unter anderem am unterschiedlichen Aufbau der Studien liegen.
Mahapatra et al. untersuchten in vitro Zelllinien und deren weitere nachgeschaltete Proteine
der oben beschriebenen Signalachse. Diese kdonnten ausschlaggebend fiir eine Cisplatin-
Resistenz sein. Zu beachten ist, dass in der vorliegenden Studie aulRer der Aktivierung der ATK-
Signalachse keine weiterfiihrenden Untersuchungen durchgefiihrt wurden und somit keine
Aussage Uber die daraus resultierenden, weiteren Veranderungen im Signalweg getroffen
werden kdnnen.

Eine erhohte CMTMG6-Expressionen beglinstigt erwiesenermaen eine gesteigerte
Kinaseaktivitat. Durch die verstarkte Aktivitat von AKT wird (iber weitere Signalkaskaden das
TME verandert (Marquard & Jiicker, 2020; Shaha et al., 2024). Li et al. zeigten, dass sich durch
hypoxischen Stress die Stoffwechsellage innerhalb der Tumorzelle andert. Die Aktivierung von
GSK-3R als nachgeschaltete Kinase von AKT begilinstigt die anaerobe Energiegewinnung der
Tumorzelle und sichert somit ihr Uberleben. Gleichzeitig verschiebt sich jedoch das TME in
Richtung eines laktatreichen Milieus (Li et al., 2012).

Li et al. schlussfolgern aus diesen Ergebnissen, dass sich das saure TME negativ auf ein
Ansprechen einer RCT im HNSCC auswirkt (ebd).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass trotz vermehrter Expression von
CMTMG6 und der gesteigerten Aktivitat von AKT es zu einem verlangerten progressionsfreien
sowie Gesamtliberleben kommt und eine gesteigerte CMTMG6-Expression im HNSCC als
glinstiger prognostischer und pradiktiver Biomarker zu bewerten ist. Die Diskrepanz der beiden
Studien ist jedoch nicht abschlieBend geklart. In Zusammenschau der Ergebnisse der aktuellen
Forschung (Huangetal., 2022; Liet al., 2012; Marguard & Jicker, 2020; Vivanco & Sawyers,
2002; Xie et al., 2019) kommt es durch CMTM6 zur verstarkten Aktivitdt von AKT und der
nachgeschalteten Signalachsen. Diese sind jedoch sehr vielfdltig in ihrem Effekt auf die
Tumorzelle und fallen je nach Tumorentitat sehr unterschiedlich aus. Somit sollte diese Studie

mit den entsprechenden Ergebnissen als eine Einzelbeobachtung bewertet werden. Es ist
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jedoch nicht ausgeschlossen, dass CMTM6 einen erheblichen Einfluss auf den Stoffwechsel
durch unterschiedliche regulatorische Mechanismen nimmt. In welchem Umfang sich dies
positiv oder negativ auf das Ansprechen einer RCT sowie ein Uberleben der Tumorzelle eines
HNSCC auswirkt, muss in weiteren in vivo und in vitro Experimente untersucht werden.

Anders als bei Huang et al. im HCC, konnte aus den Daten dieser Arbeit kein Zusammenhang
zwischen einer CMTMB6-Expression und dem p21-Status der untersuchten Tumorproben

feststellt werden (Huang et al., 2022).

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse lasst sich ableiten, dass sich das TME im HNSCC
aufgrund der synergistischen Aktivitait von CMTM6 und PD-L1 positiv beeinflussen lasst. Dies
wiederum flihrt zu einem verbesserten Ansprechen auf die zurzeit zur Verfligung stehenden
Therapieoptionen. Aufgrund der Daten dieser Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass
CMTM6 neben PD-L1 zu einem weiteren Biomarker mit gutem prognostischem und

pradikativem Wert im HNSCC gezahlt werden sollte.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das HNSCC zdhlt zu den sechst haufigsten Tumorentititen weltweit. Aktuell giltige
Therapiestrategien umfassen die radikale chirurgische Intervention, die RCT und
Immuntherapie (ICl). Das Ansprechen auf die Therapie sowie das Uberleben ist maRgeblich
durch das TME beeinflusst. So werden durch die Aktivierung unterschiedlicher Molekiile und
Signalkaskaden die  tumorinduzierte Immunevasion geférdert und somit die
Tumorzellproliferation und das Zelliiberleben gesichert. Der PD-L1-CPS ist derzeit alleiniger
pradiktiver Biomarker fiir das Ansprechen auf eine ICI-Therapie. CMTM®6 gilt als Stabilisator fir
PD-L1 und verbessert somit den Therapieerfolg einer ICl in verschiedenen Tumorentitaten. Im
HNSCC steht CMTM6 im Zusammenhang mit Cisplatin-Resistenz. Auf Grundlage dieser
Beobachtungen untersuchte die vorliegende Arbeit den Einfluss des CMTM6-Status auf das
Uberleben und das Therapieansprechen von Cisplatin-therapierten HNSCC-Patient:innen.

In dieser Arbeit wurden 151 Tumorproben in einem retrospektiven, Cisplatin-behandelten
kaukasischen Kollektiv untersucht. Die immunhistochemischen Analysen wurden mit einem
TMA durchgefiihrt. Der CMTM®6-CPS wurde mittels IHC am Tumor und den tumor-assoziierten
Immunzellen erhoben. Neben dem CMTM6-Status wurden die Tumorproben hinsichtlich ihres
PD-L1-, p53-, p21-, AKT- und pAKT-Status analysiert. Die klinischen Parameter wie die Wahl der
Behandlung, das progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben wurden aus der
innerklinischen Datenbank entnommen.

Die Ergebnisse der Analyse zeigten, dass ein CMTM6-CPS 210 mit einem positiven PD-L1-Status
(21) (r=0,26; p=0,001), AKT (r =0,244; p =0,01) und pAKT (r=0,22; p = 0,01) korreliert, jedoch
nicht mit p21. Weitere Korrelationen lieRen sich zwischen AKT und pAKT (r = 0,262; p = 0,007)
nachweisen. Patient:innen mit einem CMTM6-CPS 210 sowie Patient:innen mit positiven PD-
L1-Status zeigten ein verlangertes OS und PFS. Die Subgruppe der Cisplatin-therapierten
Patient:innen wiesen bei vermehrter CMTM6-Expression und positivem PD-L1-Status ein
verlangertes OS und PFS auf.

Anhand dieser Ergebnisse ist eine vermehrte Expression von CMTM®6 als prognostisch und
pradiktiv glinstiger Biomarker zu bewerten. Der PD-L1 stabilisierende Effekt von CMTM®6 und
der Einfluss auf AKT sowie nachgeschaltete Signalachsen, beeinflussen den Tumor sowie das
umgebende TME positiv hinsichtlich eines Therapieansprechens. In weiteren Untersuchungen
sollte der Effekt von CMTM6 auf das Ansprechen auf ein ICI-Therapie tGberpriift werden, sowie

der molekulare Zusammenhang zwischen CMTM®6 und den Tumorzellen.
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Thesen

1. Nicht-kutane- Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereiches (HNSCC) zahlen zu den
sechst haufigsten malignen Neoplasien. Die weltweite Inzidenz umfasst 860.000 Falle pro
Jahr. Die primdre Manifestation umfasst die anatomischen Regionen der Mundhohle,

Rachen, Speicheldrisen, Larynx und Lippen.

2. Das HNSCC lasst sich anhand seiner Atiologie in noxen- und virusassoziierte Malignome
klassifizieren. Dabei sind Rauchen und Alkohol bei der Entstehung von noxen-assoziierten
Neoplasien die Hauptrisikofaktoren. Virus- assoziierte Neoplasien hingegen weisen meist
eine vorangegangene Infektion mit den potentiell onkogenen Humanen- Papilloma-Virus

(HPV) und Eppstein-Barr-Virus (EBV) auf.

3. Die anatomische Region der Neoplasie ldsst Riickschliisse auf die zugrundeliegende
Atiologie zu. Noxen-assoziierte Karzinome befinden sich vorwiegend im Bereich der
Mundhohle, des Hypopharynx und Larynx wohingegen virus- assoziierte sich vorrangig im

Oropharynx manifestieren.

4. CMTM6 nimmt mit seiner stabilisierenden Wirkung auf PDL-1 Einfluss auf das Ansprechen
einer Immuntherapie. Dabei spielen PDL-1- Inhibitoren wie Nivolumab und Pembrolizumab

eine entscheidende Rolle um der tumorinduzierten Immunevasion entgegen zu wirken.

5. CMTM®6 beeinfluss durch verschiedene Mechanismen die Tumormikroumgebung und
nimmt damit Einfluss auf das Tumorzellliberleben und mogliche
Chemotherapieresistenzen. In dieser Arbeit werden ausgewahlte Signalkaskaden, welche

moglicherweise ausschlaggebend fir diese Phdnomene sind.

6. Das Outcome der Patienten mit vermehrter CMTM®6- Expression fallt abhdngig der
Tumorentitat sehr unterschiedlich aus. Daraus ableitend wird in dieser Arbeit der
prognostische Wert von CMTM6 im HNSCC in Abhangigkeit von klinisch-pathologischen
Gesichtspunkten Uberprift und seine pradiktive Funktion fir das Ansprechen auf eine

radio-chemo Therapie (RCT) evaluiert.



Thesen

7. Hohe Expression von CMTME6 bei der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte korrelieren mit
einem verlangerten progressionsfreiem- und Gesamtiiberleben sowohl im Gesamtkollektiv
sowie in der cisplatin-therapierten Subgruppe. Schlussfolgernd daraus ist CMTM6 im
HNSCC als pradiktiver und prognostischer Biomarker anzusehen und steht im kaukasischem

Kollektiv einer platin-Resistenz entgegen.

8. Korrelationen zwischen CMTM6 und PDL-1 zeigen eine synergistische hohe Expression.
PDL-1 gilt bereits als etablierter prognostischer Biomarker fiir das Ansprechen einer
Immuntherapie. In den Subgruppen mit hoher PDL-1 und CMTM®6 Expression konnten ein
verlangertes progressionsfreie- und Gesamtiberleben gezeigt werden. Somit ist CMTM®6

als erganzender prognostischer und pradiktiver Biomarker anzusehen.
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