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1 Einleitung

Das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma, HNSCC) gehort zu den hiufigsten Krebserkrankungen weltweit (1). Zu den
klassischen Risikofaktoren des HNSCC zéhlen eine lingere Exposition gegeniiber irritativen,
potentiell mutagenen Noxen wie Zigarettenrauchen, Alkoholabusus, Betelnuss-Konsum
ebenso wie eine persistierende Infektion der Mund- und Rachenschleimhaut mit Hochrisiko-

Typen von Humanen Papilloma Viren (HPV) (2).

Der Anteil der HPV-assoziierten HNSCC hat in den vergangenen Jahren in Deutschland und
weltweit zugenommen (3-5). Die Bestimmung des HPV-Status hat grofle Relevanz, da die
Prognose HPV-assoziierter HNSCC des Mundrachens als gilinstiger gilt (6, 7). Dies wird
aufgrund einer andersartigen Tumorbiologie und einem besseren Ansprechen der

Tumorzellen auf Radio- beziehungsweise Radiochemotherapie begriindet (8, 9).

Wihrend die Entstehung HPV-assoziierter Tumore iiber eine sexuelle Ubertragung und
persistierende Infektion mit Hochrisiko-HPV-Typen pathogenetisch gesichert erscheint (10),
ist der Ansteckungsweg und die Prévalenz einer persistierenden HPV-Infektion als Vorlaufer
einer HPV-assoziierten Tumorerkrankung im Kopf-Hals-Bereich weiter umstritten (11, 12).
Eine Fragestellung des Habilitationsprojekts war deshalb der Versuch eines HPV-DNA-
Nachweises durch oropharyngeale Biirstenabstriche sowie Mundspiilungen bei Patientlnnen
mit HPV-assoziierten HNSCC zur Frage der Sensitivitit und Spezifitit dieser Testverfahren.
Daneben sollte auch die Priavalenz einer persistierenden oropharyngealen HPV-Infektion bei
Sexualpartnern evaluiert werden, deren Partnerinnen eine nachgewiesene HPV-Infektion im

Bereich des Gebiarmutterhalses aufweisen.

Zu den nicht-invasiven diagnostischen Untersuchungen bei HNSCC zidhlen bildgebende
Verfahren, die beispielsweise zur klinischen TNM-Stratifizierung, also zur lokalen
Ausbreitung der Tumorerkrankung beziehungsweise Metastasen in lokoregionéren
Lymphknoten oder entfernten Organen herangezogen werden. Eine der Modalitdten, die fiir
dieses so genannte ,,Staging™ des HNSCC genutzt werden, ist die PET-CT-Bildgebung, bei
der unter anderem Aspekte der Kontrastierung und Stoffwechselaktivitit in den PET-
Sequenzen mit unter anderem morphologischen Aspekten aus den CT-Sequenzen verkniipft
werden (13-15). Beide Modalititen enthalten zahlreiche bildbezogene Parameter, die nur
teilweise dem menschlichen Auge und Verarbeitungsvermdgen zugénglich sind und als

radiomic features bezeichnet werden (16).




Die systematische Erfassung von radiomic features wird als radiomics bezeichnet und gilt als
zukunftstriachtiges Forschungsfeld in der Medizin (15, 16). Es wird postuliert, dass lernende
Computer-Algorithmen (machine learning) diese radiomics wiederum auswerten und grofere
Muster oder Zusammenhénge in den umfangreichen Bilddatensétzen erkennen konnten (17).
Im Rahmen einer Kooperation mit der Neuroradiology Section der Yale School of Medicine
in New Haven, Connecticut sollten im Rahmen des Habilitationsprojekts verschiedene
Fragestellungen zu PET-CT radiomics bei HNSCC mittels machine learning-Ansdtzen
beantwortet werden. Als Teilprojekte ergaben sich beispielsweise die Fragen, ob auf Basis
dieser Ansitze der HPV-Status von HNSCC vorhergesagt oder die Vorhersagbarkeit der

Prognose einer HNSCC-Erkrankung verbessert werden kann.

Auch molekulare Marker spielen bei der Prognose eines HNSCC eine grof3e Rolle. So hat der
HPV-Status, der hdufig iiber den immunhistochemischen Nachweis des pl6-Proteins
bestimmt wird (18, 19), wie bereits beschrieben eine herausgestellte Rolle und miindete in der
Loslosung der HPV-assoziierten oropharyngealen HNSCC in eine eigene TNM-Klassifikation
in der 8. Version der UICC-Systematik (9, 20, 21). Die Identifikation weiterer molekularer
Marker gilt als wichtig, um im Sinne der Prizisionsmedizin die Moglichkeiten zur HNSCC-
Behandlung zu verbessern (22). Als besondere Herausforderung gelten Krebsstammzellen
(cancer stem cells, CSC), welche als ,,schlafende” Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften
gesehen und sowohl fiir eine Therapieresistenz gegeniiber nicht-chirurgischen Verfahren wie
einer Chemotherapie als auch Rezidive eines HNSCC verantwortlich gemacht werden (23,
24). Im Rahmen des Habilitationsprojekts sollten verschiedene immunhistochemische CSC-
Marker hinsichtlich der Prognose bei HNSCC-Erkrankungen und ihrer Expression in

verschiedenen Geweben des Kopf-Hals-Bereichs ausgewertet werden.

SchlieBlich sollten die Mboglichkeiten regenerativer Ansédtze zur Abmilderung oder
Verhinderung von moglichen Langzeitfolgen der HNSCC-Erkrankung und deren Therapie
evaluiert werden. Eine etablierte Methode aus diesem Spektrum der regenerativen Medizin ist
die Applikation von Eigenfett, beispielsweise zur Augmentation von Narben oder
Substanzdefekten (25-27). Im Rahmen des Habilitationsprojekts wurden die
Zusammensetzung von Eigenfetttransplantaten nach Entnahme durch Lipoaspiration genauer
untersucht. Hierbei bestand ein besonderer Fokus auf der Charakterisierung von
Fettstammzellen. In einem weiteren Teilprojekt wurden dann Interaktionen von

Fettstammzellen mit HNSCC untersucht.




2 Zusammenfassung der Fragestellungen

Im Rahmen des Habilitationsprojekts sollen neue Aspekte der klinischen Diagnostik,

Prognostik und regenerativen Medizin bei HNSCC aus verschiedenen Perspektiven betrachtet

werden und sind folgenden Teilprojekten und Themenfeldern zugeordnet:

1.

HPV-Diagnostik in Mundhohle und Rachen: Wie hoch ist die Inzidenz von oralen
beziehungsweise  oropharyngealen = HPV-Infektionen bei  Sexualpartnern  von
gyndkologischen Patientinnen mit nachgewiesener HPV-Infektion der Cervix uteri? Lasst
sich HPV-DNA in Mundspiilungen beziehungsweise oropharyngealen Biirstenabstrichen

von PatientInnen mit HPV-assoziiertem Oropharynx-Karzinom nachweisen?

Radiomics/Machine Learning in HNSCC: Kann der HPV-Status eines Oropharynx-
Karzinoms mittels Machine Learning auf Basis von PET/CT Radiomics vorhergesagt
werden? Kann Machine Learning auf Basis von PET/CT Radiomics das Uberleben

beziehungsweise ein lokoregionéres Rezidiv eines Oropharynx-Karzinoms vorhersagen?

CSC-Marker in HNSCC: Hat die Expression von CSC-Markern in Tumorgewebe Einfluss
auf die Prognose von HNSCC-Erkrankungen? Ergeben sich Unterschiede zwischen
primér chirurgisch und primér bestrahlten Patientenkollektiven? Gibt es Unterschiede bei
der Expression von CSC-Markern in gesunder Schleimhaut beziehungsweise HNSCC-

Geweben?

Regenerative Medizin bei HNSCC: Bleiben adipogene mesenchymale Stammzellen bei
der Lipoaspiration aus Bauchfett erhalten und wie sind diese molekular charakterisiert?
Haben adipogene mesenchymale Stammzellen Einfluss auf die Neo-Angiogenese
beziehungsweise auf das Wachstum und das  Migrationsverhalten von

Plattenepithelkarzinom-Zellen?




3 Betrachtung der Teilprojekte

3.1 Arbeiten zur HPV-Diagnostik in Mundhohle und Rachen

In dem ersten, in Archives of Gynecology and Obstetrics verdffentlichten (Eggersmann et al.
2019; (28)) Teil dieses Teilprojektes sollte in Kooperation mit der Klinik und Poliklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe die Pridvalenz einer akuten oder persistierenden
oropharyngealen Infektion mit HPV bei Sexualpartnern von Patientinnen mit persistierender

HPV-Infektion im Bereich der Cervix uteri bestimmt werde

Es erfolgte bei 144 Patientinnen mit bekannter HPV-Infektion im Bereich der Cervix uteri, 77
Patientinnen ohne cervicale HPV-Infektion sowie insgesamt 157 Sexualpartnern eine HPV-

DNA-Diagnostik sowie eine Erhebung anamnestischer Daten mittels Fragebogen.

Bei den Patientinnen mit HPV-Infektion im Bereich der Cervix uteri fand sich in etwa der
Hilfte der Fille und somit am héufigsten der HPV-Subtyp 16. Bei 37,5% der Patientinnen
konnte ein HPV-Subtyp nachgewiesen werden, bei 34% der Patientinnen fanden sich zwei
HPV-Subtypen beziehungsweise bei 28,4% mehr als zwei HPV-Subtypen. Nur bei einer
dieser 144 Frauen fand sich in der oropharyngealen Abstrichdiagnostik der Nachweis von
HPV-DNA, die in der Cobas-Testung als Nicht-Subtyp 16/Nicht-Subtyp 18 klassifiziert
wurde; die orale Lavage mit physiologischer Kochsalz-Losung erbrachte bei dieser Patientin
keinen HPV-DNA-Nachweis. Diese Patientin hatte anamnestisch orale Sexualpraktiken
praktiziert. Bei keiner der cervical-HPV-negativen Patientinnen fand sich oral

beziehungsweise oropharyngeal HPV-DNA.

Ebenfalls bei nur einem der 157 Sexualpartner fand sich Nicht-Subtyp 16-/Nicht-Subtyp 18-
HPV-DNA in der oralen Lavage, jedoch nicht in der oropharyngealen Abstrichdiagnostik. Bei
dessen Partnerin konnte cervical HPV-DNA Subtyp 16 nachgewiesen werden. Dieser

Sexualpartner verneinte im Anamnesebogen jedoch orale Sexualpraktiken.

Insgesamt zeigte sich die Pridvalenz oraler beziehungsweise oropharyngealer persistierender
HPV-Infektionen mit 0,7% in dieser Kohorte als sehr niedrig und bestdtigt damit Zahlen der
Studien von Kellokoski et al. mit 1,0% beziechungsweise Meyer et al. mit 1,4% (29, 30).
Insgesamt scheinen genital-orale/oropharyngeale Transmissionen beziehungsweise zumindest

persistierende orale/oropharyngeale HPV-Infektionen seltene Ereignisse darzustellen.

Dartiber hinaus variiert diese Priavalenz in verschiedenen Studienkohorten zwischen 0% und

50% in der Literatur sehr stark. Griinde hierfiir konnen die Selektionskriterien der Kohorten,
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die sehr variable GroBBe der Kohorten (n = 10-309), aber auch die verschiedenen genutzten

Nachweismethoden sein (31-34).

Im Folgeprojektteil, das in Anticancer Research publiziert wurde (35), wurde deshalb weiter
untersucht, ob sich die zuvor verwendeten Techniken des oropharyngealen Abstrichs und der
oralen Lavage mit physiologischer Kochsalz-Losung eignen, um HPV-DNA als biologischen

Marker eines HPV-assoziierten HNSCC nutzen zu konnen.

Hierfiir wurden 20 Patientlnnen, bei denen im Rahmen einer Panendoskopie und
gegebenenfalls Lymphknotenentnahme in unserer Klinik letztlich ein HPV-assoziiertes
oropharyngeales HNSCC nachgewiesen werden konnte, ausgewihlt, mittels Fragebdgen
anamnestiziert und vor dieser chirurgischen Intervention einer nicht-invasiven HPV-

Diagnostik mit oropharyngealem Abstrich und oraler Lavage unterzogen.

Bei 15 der Patientlnnen fand sich das Karzinom im Bereich der Gaumentonsillen, bei 5
PatientInnen im Bereich des Zungengrundes. Lediglich bei 10 PatientInnen dieses Kollektivs
lie sich nicht-invasiv HPV-DNA nachweisen, mit beiden Techniken gleichermalien, so dass
sich diesbeziiglich kein Unterschied zwischen beiden Methoden ausmachen lie8. Es zeigten
sich signifikante Unterschiede bei der Wahrscheinlichkeit eines HPV-Nachweises hinsichtlich
der GroBe des Tumors und der makroskopischen Sichtbarkeit. Bei kleinen, in der
Spiegeluntersuchung nicht makroskopisch sichtbaren Tumoren, die gegebenenfalls
hauptsédchlich submukds wuchsen, konnte keine HPV-DNA identifiziert werden, bei groferen,

oberflachlich wachsenden Tumoren hingegen schon (Tabelle 1).

Tabelle 1: Tumorcharakteristik und Ergebnisse der Abstrich- und Mundspiildiagnostik zur HPV-DNA-Diagnostik,
modifiziert nach (35)

Tumor- Tumor- Tumorlokalisation p16 HPV-Ergebnis Sichtbar-
klassifikation erscheinung Biirste Spiilung  keit

1 pT1 (17mm) oberflachl. ulzeriert ~ Tonsille + + + +

2 pT1 (18mm) papillar Tonsille + + + +

3 c¢T2 (38mm) papillar Tonsille + + + +

4 pT2 (28mm) oberflachl. ulzeriert Zungengrund + + + +

5 pT1 (12mm) oberflachl. ulzeriert ~ Tonsille + + + +

6 pT2 (25mm) oberflachl. ulzeriert Tonsille + + + +

7 pT2 (30mm) oberfldchl. ulzeriert ~Zungengrund + + + +

8 pT2 (29mm) papillar Tonsille + + + +




9 pT1 (20mm) oberflachl. ulzeriert ~ Tonsille + + + +

10  pT2 (25mm) oberflachl. ulzeriert Tonsille + + + +
11 pTl1 (5mm) submukos Zungengrund 4 = = -
12 pT1 (12mm) submukos Tonsille + - - -
13  pTl1 (10mm) submukos Tonsille + - - -
14 pT1 (5mm) submukds Zungengrund + - - -
15 pTl1 (10mm) nicht sichtbar Tonsille 4 . - -
16 pTl1 (9mm) submukos Tonsille + - - -
17  pTl (15mm) submukos Zungengrund 4 = - -
18 pT1 (10mm) nicht sichtbar Tonsille + - - -
19 pT2 (24mm) submukos Tonsille + - - -
20 pT1 (8mm) submukos Tonsille + - - -

Ein Grund fiir dieses Ergebnis konnte sein, dass sich HPV am ehesten an der Basis der
tonsilldren Krypten beziehungsweise in der Tiefe des Zungengrundes ,,verstecken* konnte
sowie dort von einem Biofilm geschiitzt wird und sich somit den beiden
Untersuchungstechniken entzieht (12, 36-39). Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass
eine Nutzung dieser Techniken sowohl fiir eine Fritherkennung von HPV-assoziierten
HNSCC als auch als Markerdiagnostik in der Tumornachsorge von HNSCC kritisch zu sehen
und eher nicht geeignet widre, da Tumore beziehungsweise Rezidive moglicherweise

ubersehen werden konnten.

3.2 Arbeiten aus der Yale-Kooperation mit Radiomics/Machine Learning

in HNSCC

Auch medizinische Bildgebung kann zur nicht-invasiven Diagnostik bet HNSCC eingesetzt
werden. Modalititen wie die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), die Computer-
Tomographie (CT), in der Regel nach Applikation von Kontrastmittel oder auch die Fusion
von Positronen-Emissions-Tomographie mit CT-Bildern (PET-CT) haben hier grofen
Stellenwert und jede Modalitdt hat hinsichtlich der diagnostischen Einordnung bei HNSCC

besondere Stérken.

Bei sogenannten ,,omics “-Analysen ist die definierende Zielsetzung die kollektive und

quantitative Charakterisierung umfangreicher biomedizinischer Datensétze, die z.B. alle oder
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moglichst viele genetische Eigenschaften (Genomics), Proteine (Proteomics), Genabschriften
(Transkriptomics) etc. eines Gewebes oder Organismus abbilden (40-42). Hier werden teils
sogar entsprechende Signaturen fiir Speichel oder Stoffwechsel fiir das HNSCC postuliert (43,
44). In dhnlicher Weise strebt Radiomics an, medizinische Bilddaten moglichst detailliert
quantitativ zu charakterisieren. Hierzu werden mittels Computer-Algorithmen zahlreiche
(hunderte bis tausende) ,,Malizahlen® berechnet, die verschiedene Qualititen wie Form,
Dichte, Textur etc. eines Bildes oder Bildausschnitts, beispielsweise eines Tumors
widerspiegeln. Zur Analyse der hochdimensionalen Radiomics-Datensitze kann Kiinstliche
Intelligenz (engl. Artificial Intelligence) in Form von Machine-Learning-Algorithmen zum

Einsatz kommen (45, 46).

Bislang werden radiologische Bilddaten nahezu ausschlieBlich qualitativ-visuell durch
Radiologlnnen analysiert. Eine umfangreiche quantitative Charakterisierung der Bilder oder
darin enthaltener Lisionen hat sich noch nicht etabliert. Radiomics-Analysen deuten jedoch
auf einen weitaus grofleren Informationsgehalt der klinischen Bildgebung hin, als bis dato
durch reine ,Experteninterpretation” erfasst wurde (45, 46). Es gilt insbesondere zu
berticksichtigen, dass beispielsweise CT-Scans bereits jetzt standardmiBig bei vielen
PatientInnen durchgefiihrt werden. Radiomics-Analysen bieten daher Potential zur
Erweiterung des Nutzungsspektrums der klinischen Bildgebung um Aspekte der Prognostik,
molekularen Charakterisierung und Therapieplanung, ohne zusdtzliche Invasivitit,

Belastungen fiir die PatientInnen oder maBgeblich hohere Kosten zu verursachen (45).

Im Rahmen eines Kooperationsprojektes der Klinik und Poliklinik fiir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde (LMU) und der Neuroradiology Section des Department of Radiology and
Biomedical Imaging (Yale School of Medicine) wurden nun mehrere Fragestellungen zur

Diagnostik und Prognostik bearbeitet.

Ein erster Projektabschnitt war mit der Detektion des HPV-Status bei oropharyngealen
HNSCC befasst. Hierfiir standen 6ffentliche Bilddatensdtze von PET-CT-Untersuchungen bei
HNSCC aus ,,The Cancer Imaging Archive (TCIA)“ sowie Datensdtze der Yale School of
Medicine zur Verfiigung. Aus iiber 400 Patientenfdllen wurden eine Trainingskohorte fiir das
Machine Learning der Algorithmen zusammengestellt, deren Modelle dann mit kleineren

unabhdngigen Kohorten validiert wurden (Abbildungen 1 und 2).
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Abbildung 1 Methodisches Vorgehen beim Auslesen der Radiomic Features: Im ersten Schritt erfolgt die segmentweise
Analyse der PET- und CT-Bildsétze (beispielsweise aus den axialen Schichten), hieraus ergibt sich durch Zusammensetzen
der einzelnen Schichten die Tumore bzw. Lymphknotenmetastasen als drei-dimensionale Zielvolumen, bestehend aus vielen
kleinen einzelnen Bildwiirfeln (,,voxel®). Durch verschiedene Filtermechanismen (,,Pre-processing”) und automatisierte
Berechnungen lassen sich nun viele einzelne Features wie die Form (,,Shape®) oder das Tumorvolumen bestimmen und

auslesen. Abbildung entstammt (47).
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eine Trainings- und zwei Validierungskohorten gebildet. Auf Basis der Trainingskohorte erfolgte ein maschinelles Lernen
auf Basis der Radiomic Features, auf dessen Basis zwdlf Algorithmen-Modelle erstellt wurden. Diese finalen
Berechnungsmodelle wurden dann an den Validierungskohorten getestet. Abbildung entstammt (47).
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Die Machine-Learning-Modelle konnten zeigen, dass CT- und PET-Radiomics-Daten die
HPV-Assoziation der Tumoren vorhersagen konnen und hierbei Modellen auf Basis der
einzelnen Modalititen PET und CT {iberlegen sind. Dariliber hinaus konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass die in PET-Radiomics codierten metabolischen Informationen zur
HPV-Status-Detektion geeignet sind. Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnten in Zukunft
nicht-invasive Radiomics-Biomarker fiir den HPV-Status die Informationen aus invasiven
Probeentnahmen ergénzen oder perspektivisch vielleicht ersetzen. Die Ergebnisse dieser
Studie wurden im European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging publiziert

(Haider et al. 2020; (47), Abbildung 3).
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Abbildung 3 ,,Receiver Operating Characteristic® (ROC) Kurven der Validierungskohorten: Die Kurven sind jeweils
fir PET-, CT- beziehungsweise kombinierten PET/CT-Radiomic Features der Primdrtumor-Volumina aufgetragen. Die
Fléache unterhalb der Kurve (area under the curve, AUC) gibt die Giite der Vorhersage-Modelle an. Abbildung aus (47).

In einem weiteren Projektabschnitt konnte ein additiver Nutzen der PET- und CT-Radiomics-
Marker in der Tumor-Prognostik aufgezeigt werden. Die Ergebnisse unserer Kooperation
deuten darauf hin, dass Radiomics-Analysen bei HPV-positiven Tumoren préizisere
Vorhersagen hinsichtlich des Gesamtiiberlebens erlauben als das etablierte UICC-Tumor-
Staging-System. Diese Daten konnten erfolgreich in Cancers publiziert werden (Haider et al

2020; (48); Abbildung 4).
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Abbildung 4 Risikostratifikationen zum Uberleben in Oropharynxkarzinomen: Kaplan-Meier-Kurven zeigen die
Uberlebenskurven fiir HPV-positive (a) und b)) bezichungsweise HPV-negative (¢) und d)) Oropharynxkarzinome,
gegeniibergestellt sind die risikostratifizierten Subkohorten nach dem Radiomics-Modell beziehungsweise dem AJCC-
Krankheitsstaging fiir das progressionsfreie Uberleben (a) und ¢)) und Gesamtiiberleben (b) und d)). Abbildung aus (48).

Dariiber hinaus konnten wir anhand des Datensatzes zeigen, dass die Machine Learning-
Algorithmen Vorteile bei der Vorhersage der lokoregiondren Progression als wichtigem
Endpunkt fiir die lokale Tumortherapie haben konnen. Die korrespondierende Publikation

findet sich seit kurzem in Translational Oncology (Haider, Sharaf et al. 2021; (49),

Abbildung 5).

Somit kdnnten Radiomics-Analysen zukiinftig Schliissel zu personalisierter Prognostik und
Therapie werden, mit entsprechendem Potential fiir verbesserte Therapieerfolge bei HNSCC-

Erkrankungen (41, 45).
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Abbildung 5 Risikostratifikation zum Auftreten eines lokoregioniren Progresses (LRP): Die Risikostratifikation
erfolgte anhand verschiedener Modelle, jeweils fiir das Auftreten eines lokoregionéren Progresses binnen zwei, drei, vier und
fiinf Jahren, auf Basis der Radiomic Features, des AJCC-Gesamtstagings, des AJCC-Tumorstagings, des AJCC-
Nodalstagings, des Patientenalters und der primédren Behandlung. Lediglich das Modell anhand der Radiomic Features zeigte

eine statistisch signifikante Risikostratifikation (Log rank Test). Abbildung entstammt (49).
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3.3 Arbeiten zu CSC-Markern in HNSCC

Um eine Stagnation bei der Verbesserung der Prognose von Krebserkrankungen zu vermeiden,
benotigt es die Identifikation neuer prognostischer Marker sowie molekularer Marker und
Mechanismen als Ansatz fiir zielgerichtete Therapien (22). In diesem Kontext werden
beispielsweise Krebs-Stammzellen (CSC) als Ziel angesehen, da sie fiir den Progress und die
Wiederkehr von HNSCC verantwortlich gemacht werden. CSC gelten hierbei als
,»schlafender Subtyp von Krebszellen, denen Stammzelleigenschaften zugeschrieben werden
und fiir die postuliert wird, dass sie resistenter gegen nicht-chirurgische Therapien wie

Strahlen- oder Chemotherapie sind (23).

Viele Marker wurden zwischenzeitlich mit CSC in Zusammenhang gebracht oder gelten als
CSC-Marker (50, 51). Trotz des groBlen Interesses an diesen Zellen bleiben der prognostische
Wert vieler CSC-Marker kontrovers diskutiert (51) und die eindeutige Identifikation von CSC
innerhalb von HNSCC unklar (24). In einer ersten Studie des Teilprojektes wurde der
prognostische Wert von CSC-Markern in zwei unabhdngigen Patientenkohorten mit
fortgeschrittenen HNSCC in einer Kooperation mit der Universititsmedizin Gottingen

evaluiert.

85 Patientinnen mit Nachweis eines HNSCCs, die sich einer primédren Radio- oder
Radiochemotherapie unterzogen (pRCT-Kohorte), sowie 95 Patientlnnen mit HNSCC, die
mit einer chirurgischen Therapie und teils mit anschlieBender adjuvanter Radio- oder
Radiochemotherapie behandelt wurden (chirurgische Kohorte), wurden inkludiert. Das
Gesamt- (overall survival, OS), das krankheitsfreie (disease free survival, DFS) und das
krankheitsspezifische Uberleben (disease specific survival, DSS) wurden bestimmt
(Abbildung 6). In Tumorproben wurde die Expression von CSC-Markern (ALDH1, BCL11B,
BMI-1 und CD44) bestimmt.

In der pRCT-Kohorte und den HPV-stratifizierten Subkohorten hatte keiner der klinischen
Parameter Einfluss auf das Uberleben. Eine hohe Expression von BMI-1 und CD44 war mit
einem signifikant schlechteren Uberleben assoziiert (BMI-1: OS, DFS; CD44: OS, DFS,
DSS). In der chirurgischen Kohorte hatten ein negativer HPV-Status, eine R1-Resektion und
ein Lymphknotenbefall in der HPV-negativen Subkohorte eine signifikante Assoziation zu
schlechterem Uberleben, jedoch keiner der getesteten CSC-Marker.
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Abbildung 6 Risikostratifikation anhand des HPV-Status in den Kohorten (a) beziehungsweise anhand der CSC-
Marker in der Kohorte mit primér radio(chemo)therapierten Patientlnnen (pRCT cohort): In der primér chirurgisch
therapierten Kohorte zeigte sich ein signifikant besseres Uberleben (OS: Gesamtiiberleben, DFS: krankheitsfreies Uberleben,
DSS: krankheitsspezifisches Uberleben), wihrend sich fiir die pRCT-Kohorte iiberraschenderweise kein solcher
Uberlebensvorteil zeigte. In der pRCT-Kohorte zeigten sich jedoch vor allem die CSC-Marker BMI-1 und CD44 zur
Risikostratifizierung geeignet. Abbildung entstammt (52).

So lie} sich folgern, dass in der HNSCC-Patientenkohorte mit Therapieentscheidung zur
primédren Radio(chemo)therapie eine hohe Expression von den CSC-Markern BMI-1 und

CD44 mit einer schlechteren Prognose assoziiert war, wihrend sie dies in der chirurgischen
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Kohorte nicht ist. Das friihzeitige Testen der molekularen Marker erscheint mdglicherweise
insbesondere bei inoperablen Fillen sinnvoll. Diese Ergebnisse konnten in Strahlentherapie

und Onkologie veroffentlicht werden (Jakob, Sharaf et al. 2021; (52)).

Ein weiteres Ziel des Habilitationsprojektes war es nun, die Expression von CSC-Markern in
unterschiedlichen ~ Gewebetypen, ndmlich makroskopisch  gesunder  Schleimhaut,
Primirtumorgewebe und Lymphknotenmetastasen zu bestimmen, um etwaige Unterschiede

der Expression zwischen den Gewebetypen oder den Markern zu identifizieren.

Das Kollektiv bestand aus zwolf konsekutiv operierten Patientinnen und Patienten mit sieben
HPV-positiven und fiinf HPV-negativen nodal metastasierten HNSCC. Es wurden bei allen
Patienten histologische Schnitte dieser drei Gewebetypen aufgearbeitet und die Expression
der CSC-Marker ALDH1A1, BCL11B, BMI-1 und CD44 bestimmt (Abbildung 7). Hierzu
wurden wie in der vorigen Arbeit so genannte ,,H-Scores* anhand der Intensitdt (O fiir keine
Expression, 1 fiir eine geringe Expression, 2 fiir eine starke Expression und 3 fiir eine sehr
starke Expression) und den Anteilen der jeweiligen Intensitit in einem Gewebeschnitt in

Prozent bestimmt, fiir die sich entsprechend Werte von 0-300 ergeben konnten.

a magn. mucosa tumor lymph node
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Abbildung 7 Repriisentative Beispiele fiir immunhistochemische Farbungen der CSC-Marker BMI-1 (a), BCL11B (b),
ALDH1 (¢) und CD44 (d) in makroskopisch gesunder Schleimhaut (mucosa), Primirtumor (tumor) und
Lymphknotenmetastasen (lymph node): Fotografien in 10x und 40x VergroBerung, in den ausgewihlten Schnitten fand
sich innerhalb der ausgewerteten Kohorte einer der medianen ,,H-scores” fiir die Expression des jeweiligen CSC-Markers.
Abbildung entstammt (53).

Wihrend die Expression von BMI-1 und BCL11B in makroskopisch gesunder Schleimhaut
signifikant niedriger als in Tumor- und Lymphknotenmetastasen-Gewebe war, ergaben sich
zwischen Tumor- und Lymphknotenmetastasen-Gewebe keine signifikanten Unterschiede
(Abbildung 8). In der HPV-positiven Subkohorte waren diese Unterschiede fir BMI-1
ebenfalls signifikant. Fiir die anderen beiden CSC-Marker ALDH1A1 und CD44 zeigten sich

zwischen den Gewebetypen keine signifikanten Unterschiede.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser in Current Oncology verdffentlichten explorativen
Studie (Sharaf et al. 2021; (53)), dass die CSC-Marker BMI-1 und BCL11B zwischen
gesundem und HNSCC-Gewebe unterscheiden konnen, wiahrend die Expression von
ALDHI1A1 und CD44 in den Gewebetypen dhnlich war. Somit konnten insbesondere BMI-1
und BCL11B geeignet sein, um CSC in HNSCC-Gewebe besser identifizieren zu konnen.
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Abbildung 8 Expression der CSC-Marker BMI-1 (A) und BCL11B (B) in makroskopisch gesunder Schleimhaut
(Mucosa), Primidrtumor (Tumor) und Lymphknotenmetastasen (Lymph Node) in der Kohorte und den HPV-
distinkten Subgruppen: Die verbundenen Punkte stellen einen individuellen HNSCC-Patientenfall der explorativen Analyse
dar. Gezeigt sind Mittelwerte beziehungsweise Mittelwerte mit Standardabweichung in den Subgruppen. Als statistische
Tests dienten in der Gesamtkohorte one way RM ANOVA und in den Subkohorten two-way RM ANOVA (* p < 0.05, ** p

<0.01, n.s. p>0.05). Die Abbildung entstammt (53).
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3.4 Arbeiten zur regenerativen Medizin bei HNSCC

Krankheits- und therapiebedingte Gewebeschddigungen konnen zu erheblichen funktionellen
und &dsthetischen Einschrinkungen bei Krebspatientlnnen fiihren. Insbesondere die beim
HNSCC héufigen Kombinationstherapien aus Chirurgie und Strahlentherapie konnen so zu
schwierig zu behandelnden Folgeerkrankungen im Kopf-Hals-Bereich wie etwa
Substanzdefekten im Bereich der Stimmlippen mit Heiserkeit sowie kosmetisch storende
Halsnarben fiihren (54). Als eine Moglichkeit der Behandlung dieser Folgeerkrankungen
werden Augmentationen mit Eigenfett angewendet, erstmalig bereits 1893 durch den

deutschen Chirurgen Neuber (25) und sehr haufig auch im gynédkologischen Bereich (55).

Als besonders wirksam gilt bei Augmentationen mit Eigenfett deren Gehalt an
mesenchymalen Stammzellen, die mafigeblich zur Wundheilung und Geweberegeneration
beitragen sollen. Mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe (ASC) werden seit mehreren
Jahren erfolgreich in der regenerativen Medizin und zunehmend auch im Kopf-Hals-Bereich
eingesetzt (54, 56, 57). Die Lipoaspiration mit anschlieBender Zentrifugation soll eine
schonende Methode zur Gewinnung von ASC zur autologen Transplantation darstellen (26).
Der Nachweis von ASC, ihrer Differenzierbarkeit und deren molekulares Potential zur

Wundheilung waren bislang fiir diese Methode nicht erbracht.

Deshalb wurde Restmaterial von solchen Lipoaspiraten aus dem Bauchfett von PatientInnen
verwendet, welche eine Entnahme im Rahmen einer Stimmlippenaugmentation oder
Halsnarbenkorrektur erhielten. Dann wurden Zellen aus Explantkulturen kultiviert und
immunhistochemisch und durchflusszytometrisch auf Stammzell-Marker analysiert. Die
kultivierten Zellen wiesen unter anderem eine hohe Expression fiir CD105, CD73 sowie

CD90 und eine fehlende Expression fiir CD45, CD14 sowie HLA-DR auf (Abbildung 9).

Negative markers percentage Positive markers percentage
20+ Bl Passage 2
Hl Passage §
2
15+ =)
2 104 4
*
[
. =
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- 2 § o o
- -

CD31 CDa4 CD4s CDas co73 CD8o CD10s CD44 CcD273

Abbildung 9 Marker-Expression der isolierten und weiter Kkultivierten Zellen: Es zeigt sich ein fiir mesenchymale
Stammzellen typisches Expressionsmuster, insbesondere in der spéteren Passage 6 geht der Anteil der Zellen mit Expression
der Negativmarker (links) zuriick. Die Abbildung ist modifiziert nach (58).
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Die kultivierten Zellen wurden zudem mit definierten Medien einer chondrogenen,
osteogenen und adipogenen Differenzierung unterzogen. So lieBen sich die Zelllinien aller
PatientIlnnen zudem chondrogen, osteogen und adipogen differenzieren (Abbildung 10). Die
Zellen erfiillen damit die ISCT-Kriterien fiir Stammzellen. Die Uberstinde der
Explantkulturen wurden auBerdem mittels ELISA auf TNF, VEGF, SDF-lalpha und TGF-
beta3 getestet, wobei in den Uberstinden VEGF und TGF-beta3 nachweisbar waren, TNF und
SDF-1alpha jedoch nicht.

100% 100% 100%
50% 50% 50%
0% 0% 0%

Adipogenic differentiation L Osteogenic differentiation L Chondrogenic differentiation
J J J

Abbildung 10 Adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung der ASC: Reprisentative Fotografien der zu
Fettzellen (links, Oil Red O Féarbung), Knochenzellen (mittig, Alizarin S Fiarbung) und Knorpelzellen (rechts, Alcian Blau
Farbung) differenzierten ASC. Alle ASC-Kulturen konnten in die oben gezeigten mesenchymalen Zelltypen differenziert
werden. Abbildung stammt aus (59).

So lieB sich in der in JAMA Facial Plastic Surgery publizierten Arbeit (Sharaf et al 2019;
(58)) folgern, dass die Lipoaspirate adipogene Stammzellen enthalten, die sich multi-
differenzieren konnen. Das Zytokin-Profil der Lipoaspirate erscheint nicht pro-
inflammatorisch, neo-angiogenetisch und wundheilungsférdernd. Hierdurch ldsst sich das

grof3e Potential der Lipoaspirate fiir die regenerative Kopf-Hals-Chirurgie molekular erkléren.

Ungeklart bleibt die Frage, wie sich die ASC auf mogliche residuelle HNSCC-Tumorzellen
auswirken konnten. Bisher zeigen die wenigen publizierten Studien zu diesem Thema kein
eindeutiges Bild hinsichtlich der onkologischen Sicherheit der Stammzell-basierten Therapie
im Kopf-Hals-Bereich. Deshalb sollte zusitzlich die Frage bearbeitet werden, welchen
Einfluss ASC von Patientlnnen auf etablierte Plattenepithelkarzinom-Zelllinien des Kopf-

Hals-Bereichs haben.

Hierzu inkubierten wir FaDu-Zellen, einer Hypopharynx-Karzinom-Zelllinie (60), sowie

Kyse30-Zellen, einer Osophagus-Karzinom-Zelllinie (61), mit Uberstinden von ASC-
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Kulturen von fiinf Patientlnnen, die in einer Lipoaspiration zum Zweck einer autologen

Injektion im Kopf-Hals-Bereich gewonnen worden waren.
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Abbildung 11 Box-whisker Plots zeigen die Proliferation und Migration von FaDu- und Kyse30-Zellen (A und B)
sowie die Entstehung endothelialer Tubes der HUVEC (C mit exemplarischen Foto-Beispielen der endothelialen
Tubes), die mit ASC-Uberstdnden von fiinf Patienten (“ASC (Pat. 1-5)”) beziechungsweise Uberstdnden von FaDu/Kyse30
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mit MSC-Medium 2 (“FaDu w/ MSC”, “Kyse30 w/ MSC”), den Uberstinden der jeweiligen Standardmedien DMEM oder
RPMI ohne FCS (“DMEM w/o FCS”, “RPMI w/o FCS”) beziehungsweise mit FCS (‘DMEM w/ FCS”, “RPMI w/ FCS”),
mit MSC-Medium 2 (“MSCM 2”) oder Endothelzellmedium (“ECGM”) als Kontrollen behandelt wurden (Mittelwerte von
drei unabhéngigen Experimenten; Gruppen normalisiert zu “FaDu w/ MSC”, “Kyse30 w/ MSC” und “MSCM 2”). Statistik:
Kruskal-Wallis H Test, p-Werte * < 0,05, ** < 0,01, *** <0,001, ns: nicht signifikant. Die Abbildungen entstammen (59).

Im Vergleich zu den Kontrollmedien auf Basis von Standard-Zellkulturmedien zeigen die in
Cancers verdffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe (Sharaf et al. 2021; (59)), dass die
ASC aller Patientenproben iiber einen parakrinen Wirkmechanismus das Wachstum und die
Migration von FaDu-Zellen steigern und die Neo-Angiogenese von humanen Endothelzellen
aus Umbilikalvenen (HUVECs) fordern kénnen. Vier von fiinf der ASC-Uberstinde

steigerten ebenfalls das Wachstum und die Migration von Kyse30-Zellen.

Die in vitro Versuche zeigen eindeutig tumor-forderliche Effekte von ASC bei Karzinom-
Zelllinien des oberen Aerodigestivtrakts. Auch wenn klinische Studien notwendig sind, um
die onkologische Sicherheit von ASC-Injektionen im Kopf-Hals-Bereich zu bewerten, liefern
die Ergebnisse deutliche Hinweise, dass eine komplette Tumorentfernung soweit klinisch
moglich sichergestellt sein sollte, bevor ASC fiir regenerative Ansétze der Kopf-Hals-

Chirurgie genutzt werden.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend hatte das Habilitationsprojekt das Ziel, Ansédtze aufzuzeigen, die
Diagnostik und Prognostik von Erkrankungen mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich unter Einsatz verschiedener methodischer Ansétze zu verbessern. Die Identifizierung
geeigneter diagnostischer Verfahren mittels molekularer Testung oder computergestiitzter
Bildanalyse und maschinellem Lernen konnten sich langfristig neue Perspektiven fiir eine
verbesserte Diagnostik, sicherere und effizientere personalisierte Therapien bei Erkrankungen

mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich eroffnen.

Wiéhrend die Diagnostik von HPV-DNA aus Mundspiilungen beziehungsweise
oropharyngealen Biirstenabstrichen zur onkologischen Diagnostik, beispielsweise in der
Tumornachsorge, nicht geeignet erscheint, sind der Einsatz von Machine Learning auf Basis
von Radiomics ebenso wie die Nutzung von CSC-Markern in der Histopathologie

vielversprechende Ansétze in der HNSCC-Diagnostik.

Beide Verfahren konnten potenziell helfen, hinsichtlich der Prognostik bessere individuelle
Vorhersagen zu treffen sowie perspektivisch zu individuelleren Therapieentscheidungen zu
filhren und somit das Konzept der personalisierten Medizin fordern. Gerade auch CSC-
Marker konnten interessante molekulare Strukturen fiir zielgerichtete Therapien darstellen,
sodass weitere Anstrengungen zur Forschung im Bereich molekularer Marker sinnvoll

erscheinen.

Die Charakterisierung von Fettstammzellen aus Lipoaspiraten trigt dazu bei, die klinisch
erprobte Wirkung dieser regenerativen Therapie besser zu verstehen. /n vitro zeigten sich
zudem potenzielle Risiken einer solchen Therapie im onkologischen Kontext, sodass eine
komplette Tumorentfernung soweit klinisch moglich sichergestellt sein sollte, bevor
Fettstammzellen in ein ehemaliges Tumorgebiet im Kopf-Hals-Bereich eingebracht werden.

Zu dieser Fragestellung sind noch weitere klinische Studien notig.
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exemplarischen Foto-Beispielen der endothelialen Tubes). Die Abbildungen entstammen (59).
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Abbildungen 4, 7, 8, 10, 11:
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unterliegt einer Creative Commons Lizenz (CC BY 4.0;
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). Alle Quellen und Modifikationen wurden
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Abbildung 5:

Die Abbildung 5 stammt aus dem Journal Translational Oncology der Elsevier GmbH. Das
Copyright  unterliegt  einer  Creative = Commons Lizenz (CC BY  4.0;
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). Die Quelle und Modifikationen wurden
kenntlich gemacht. Zusétzlich wurde das Einverstindnis der korrespondierenden Autoren
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Abbildung 6:

Die Abbildung 6 stammt aus dem Journal Strahlentherapie und Onkologie des Herausgebers
Springer Nature. Das Copyright liegt bei den Autoren und unterliegt einer Creative Commons

Lizenz (CC BY 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). Die Quelle und
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Modifikationen wurden kenntlich gemacht. Zusidtzlich wurde das Einverstdndnis der

korrespondierenden Autoren eingeholt.
Abbildung 9:

Die Abbildung 9 entstammt dem Journal JAMA Facial Plastic Surgery des Herausgebers
Mary Ann Liebert, Inc. Unter der Lizenznummer 1179781-1 erfolgte die freundliche
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