
	

	

Aus	der	

Klinik	und	Poliklinik	für	Strahlentherapie	und	Radioonkologie	

der	Ludwig-Maximilians-Universität	München	

Direktor:	Professor	Dr.	med.	Claus	Belka	

	

	

	

Molekulare	Prädiktoren	der	Therapieresistenz	
bei	Kopf-Hals-Tumoren	

	

	
	

Kumulative	Habilitationsschrift	

zur	Erlangung	der	Venia	Legendi	

für	das	Fach	Strahlenbiologie	

	

	

vorgelegt	von	

Dr.	rer.	nat.	Julia	Hess	

	

2025	

	



	

	

	

	

	

	

	

Für	Lenny	&	Lina	

	



	

	

Inhaltsverzeichnis	
	

3	

Inhaltsverzeichnis	
	

1	 EINLEITUNG	................................................................................................................................................	4	

2	 EIGENE	WISSENSCHAFTLICHE	ARBEITEN	......................................................................................	10	

2.1	 ETABLIERUNG	UND	CHARAKTERISIERUNG	VON	KOPF-HALS-TUMOR-PATIENTENKOLLEKTIVEN	IM	

RAHMEN	DER	KLINISCHEN	KOOPERATIONSGRUPPE	„PERSONALISIERTE	RADIOTHERAPIE	BEI	KOPF-

HALS-TUMOREN“	.................................................................................................................................................	11	
2.1.1	 Klinische	Charakterisierung	der	LMU-KKG-HNSCC-Kollektive	...................................................	11	
2.1.2	 Gewebeprobenaufarbeitung	für	molekulare	Analysen	..................................................................	14	
2.1.3	 p16-HPV/DNA-Charakterisierung	..........................................................................................................	14	
2.1.4	 Multi-level	Omics-Datengenerierung	.....................................................................................................	17	

2.2	 MOLEKULARE	ABERRATIONEN	ASSOZIIERT	MIT	DEM	HPV-STATUS	............................................................	18	
2.3	 GENOMISCHE	AMPLIFIKATION	VON	FANCA	UND	DEREN	EINFLUSS	AUF	DIE	RADIORESISTENZ	BEIM	

HNSCC	..................................................................................................................................................................	21	
2.4	 PROGNOSTISCHE	VIER-GEN-EXPRESSIONS-SIGNATUR	16Q24.3	LOKALISIERTER	GENE	.........................	23	
2.5	 PROGNOSTISCHE	FÜNF-MIRNA-SIGNATUR	IN	HPV-NEGATIVEN	HNSCC	.................................................	26	
2.6	 THERAPIEASSOZIIERTE	MOLEKULARE	SUBTYPEN	BEIM	PRIMÄREN	UND	REZIDIVIERTEN	HNSCC	..........	31	
2.7	 INTEGRATION	VON	P16/HPV-DNA-STATUS	MIT	EINEM	24-MIRNA-DEFINIERTEN	MOLEKULAREN	

PHÄNOTYP	.............................................................................................................................................................	35	
2.8	 ZUSAMMENFASSUNG	UND	AUSBLICK	.................................................................................................................	38	

3	 LITERATURVERZEICHNIS	.....................................................................................................................	39	

4	 VERZEICHNIS	DER	ORIGINALARBEITEN	.........................................................................................	48	

4.1	 ORIGINALARBEITEN	ALS	ERST-	ODER	LETZTAUTORIN	...................................................................................	48	
4.2	 ORIGINALARBEITEN	ALS	KOAUTORIN	................................................................................................................	50	
4.3	 ÜBERSICHTSARTIKEL	/	REVIEWS	.......................................................................................................................	55	
4.4	 SONSTIGE	VERÖFFENTLICHUNGEN	(EDITORIAL)	............................................................................................	56	

5	 DANKSAGUNG	...........................................................................................................................................	57	

6	 FUNDSTELLEN	DER	ZUGRUNDELIEGENDEN	ORIGINALARBEITEN	.........................................	58	

	



	

	

Einleitung	
	

4	

1 Einleitung	

Maligne	Tumore	des	Kopf-Hals-Bereichs	gehören	mit	einer	jährlichen	Inzidenz	von	

weltweit	660.000	Fällen	und	300.000	Todesfällen	zu	den	fünf	häufigsten	Krebser-

krankungen	 [43,83].	 Etwa	 90	%	 aller	 Kopf-Hals-Tumore	 sind	 Plattenepithelkarzi-

nome	(head	and	neck	squamous	cell	carcinoma,	HNSCC),	wobei	die	meisten	HNSCC	

in	der	epithelialen	Auskleidung	der	Mundhöhle,	des	Oropharynx,	Larynx	und	Hy-

popharynx	entstehen	[44].	

Beim	HNSCC	handelt	es	sich	um	eine	multifaktorielle	Erkrankung	mit	starkem	Ta-

bakkonsum	und	Alkoholmissbrauch	als	Hauptrisikofaktoren,	die	in	Kombination	ein	

noch	höheres	Risiko	darstellen	[4,12,69].	Als	weiterer	Risikofaktor	für	HNSCC	hat	die	

Infektion	mit	humanen	Papillomviren	(HPV)	in	den	letzten	zwei	Jahrzehnten	immer	

mehr	an	Bedeutung	gewonnen.	Genomische	HPV-DNA,	vor	allem	der	Hochrisiko-

HPV-Varianten	HPV-16	und	HPV-18,	ist	in	circa	30	%	aller	HNSCC	nachweisbar,	ins-

besondere	bei	oropharyngeal	lokalisierten	Tumoren	–	circa	45	%	der	Oropharynx-

karzinome	 sind	 HPV-positiv	 [60,98].	 Der	 immunhistochemische	 Nachweis	 einer	

p16Ink4a-Überexpression,	idealerweise	in	Kombination	mit	dem	Nachweis	von	HPV-

DNA,	 dient	 als	 Surrogatmarker	 für	 eine	 HPV-Infektion	 [84,86].	 HPV-assoziierte	

HNSCC	 zeichnen	 sich	 im	 Vergleich	 zu	 nicht-HPV-assoziierten	 HNSCC	 durch	 eine	

deutlich	günstigere	Prognose	nach	Radio(chemo)therapie	aus	und	werden	mittler-

weile	als	eigenständige	klinische	Entität	betrachtet.	Dies	wurde	in	der	8.	Auflage	des	

TNM-Klassifikationssystems	 für	p16-positive	Karzinome	des	Oropharynx	berück-

sichtigt	[2,63,64].	

Die	Fünf-Jahres-Gesamtüberlebensrate	von	Patienten	mit	HNSCC	beträgt	etwa	65	%	

[4,73].	Bei	etwa	einem	Drittel	der	Patienten	liegt	eine	Erkrankung	im	Frühstadium	

ohne	 Lymphknotenbeteiligung	 vor	 (T1/T2,	 N0).	 Die	 Behandlung	 früher	 HNSCC-

Stadien	(Stage	I,	II)	ohne	weitere	Risikofaktoren	besteht	in	der	Regel	entweder	aus	

Operation	oder	Radio(chemo)therapie,	wobei	mit	beiden	Ansätzen	vergleichbare,	

sehr	hohe	Heilungsraten	erzielt	werden.	Am	häufigsten	wird	das	HNSCC	jedoch	als	

lokoregionär	 fortgeschrittene	 Erkrankung	 (Stage	 III,	 IVa/b)	 diagnostiziert,	 meist	

mit	 regionaler	 Beteiligung	 der	 zervikalen	 Lymphknoten.	 In	 Abhängigkeit	 vom	
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Tumorstadium	besteht	die	Indikation	zu	einer	multimodalen	Therapie	in	kurativer	

Intention,	wobei	die	Radio(chemo)therapie	neben	der	operativen	Tumorentfernung	

die	Standardtherapie	bei	lokal	fortgeschrittenen	HNSCC	darstellt.	Bei	Patienten	mit	

positiven	 mikroskopischen	 Resektionsrändern	 und/oder	 extrakapsulärem	

Wachstum	 von	 Lymphknotenmetastasen	 hat	 die	 postoperative	 simultane	

Radiochemotherapie	 mit	 Cisplatin	 eine	 Verbesserung	 der	 lokoregionären	

Kontrollrate	 und	 des	 tumorfreien	 Überlebens	 gezeigt	 [10,11,25,26].	 Trotz	 aller	

Optimierungen	 in	 der	 Behandlung	 fortgeschrittener	 HNSCC	 ist	 das	 Risiko	 eines	

lokoregionären	oder	distanten	therapeutischen	Versagens	hoch:	etwa	30-40	%	der	

nicht-HPV-assoziierten	 Patienten	 entwickeln	 ein	 Rezidiv	 der	 Erkrankung.	 Die	

ausgeprägte	 Strahlenempfindlichkeit	 des	 Normalgewebes	 setzt	 einer	 weiteren	

Intensivierung	 konventioneller	 adjuvanter	 oder	 definitiver	

Radio(chemo)therapieansätze	 im	 Sinne	 einer	 Dosiseskalation	 Grenzen.	 Typische	

Nebenwirkungen	 einer	 Bestrahlung	 sind	 Mukositis,	 Xerostomie	 oder	 auch	

fibrotische	Gewebeveränderungen	 [16,17,65,97].	Auch	die	Einführung	kombinierter	

Therapiestrategien	mit	 zielgerichteten	 Inhibitoren	 führte	 zu	neuen	und	 teilweise	

unerwarteten	 toxischen	 Nebenwirkungen	 [55,62,72].	 Darüber	 hinaus	 sind	 die	

kurativen	 Behandlungsmöglichkeiten	 für	 Kopf-Hals-Tumor-Patienten	 mit	

Lokalrezidiven		eingeschränkt	[96].	Aktuelle	Forschungsanstrengungen	zielen	daher	

auf	die	Entwicklung	und	den	Einsatz	von	Substanzen	ab,	die	in	Kombination	mit	der	

Strahlentherapie	das	Tumoransprechen	und	damit	den	Therapieerfolg	verbessern,	

ohne	die	Normalgewebstoxizität	zu	erhöhen.	

Die	 zelluläre	Strahlenantwort	und	die	damit	verknüpfte	 intrinsische	oder	erwor-

bene	Strahlenresistenz	von	Tumoren	sowie	die	Strahlenreaktion	des	Normalgewe-

bes	sind	essentielle	Determinanten	des	strahlentherapeutischen	Erfolgs	[68].	Wäh-

rend	die	molekulare	Landschaft	von	Kopf-Hals-Tumoren	und	die	damit	in	Verbin-

dung	stehenden	veränderten	Signalwege	schon	sehr	gut	charakterisiert	sind,	sind	

die	Ursachen	für	die	Ausprägung	eines	strahlenresistenten	Phänotyps	bisher	nur	in	

Ansätzen	verstanden	[1,20,49,87].	Ebenso	wenig	sind	ausreichend	validierte	Marker	

verfügbar,	die	eine	zelluläre	Strahlenreaktion	oder	ein	Therapieversagen	sicher	vor-

hersagen	können.	
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Die	molekulare	Landschaft	von	HNSCC	ist	durch	komplexe,	heterogene	genomische	

Aberrations-	und	Mutationsmuster	charakterisiert,	die	zahlreiche	Tumorsuppres-

sor-	und	Onkogene	und	meist	an	der	Zellzykluskontrolle	beteiligte	Signalwege	be-

treffen.	Die	am	häufigsten	von	molekularen	Veränderungen	betroffenen	Gene	bei	

HNSCC	 sind	 TP53,	 CCND1,	 CDKN2A,	 PIK3CA,	 EGFR,	 NOTCH1	 und	 PTEN	

[1,20,34,36,49,61,71,87].	Dabei	stellt	die	Amplifikation	von	Cyclin	D1	(CCND1)	auf	Chro-

mosom	11q13,	welche	in	etwa	80	%	aller	HNSCC	nachweisbar	ist,	eine	sehr	frühe	

Veränderung	dar	[85].	

In	bisherigen	Studien	wurde	die	Radioresistenz	von	HNSCC-Zellen	auf	Veränderun-

gen	in	den	EGFR-	und	PI3K	/	Akt	/	mTOR-Signalwegen,	der	P53-Signalkaskade	so-

wie	DNA-Reparaturproteinen	wie	Ku80	zurückgeführt	[52,59,68].	Zudem	weiß	man	

mittlerweile,	dass	auch	das	Tumorstroma	bzw.	das	Tumormikromilieu	einen	gro-

ßen	Einfluss	auf	die	Ausprägung	von	Strahlenresistenz	haben.	Hierbei	sind	der	Vas-

kularisierungs-	und	Oxygenierungsstatus	des	Tumors	von	Bedeutung	[66].	Darüber	

hinaus	 wird	 dem	 Immunsystem	 eine	 sehr	 wichtige	 Rolle	 bei	 der	 Effizienz	 einer	

Strahlentherapie	zugeschrieben	[7,32,45].	

Cetuximab,	 ein	monoklonaler,	 gegen	 den	 epidermalen	Wachstumsfaktorrezeptor	

(EGFR)	gerichteter	Antikörper,	war	die	erste	zugelassene	zielgerichtete	Substanz	in	

der	HNSCC-Therapie	[48,77].	In	zahlreichen	klinischen	Studien	wurden	bereits	Inhi-

bitoren	und	Antikörper	des	EGFR-Signalwegs	im	Hinblick	auf	eine	verbesserte	the-

rapeutische	Antwort	des	Tumors	untersucht,	 allerdings	ohne	den	erhofften	Fort-

schritt	im	kurativen	Setting	zu	erzielen	(RTOG	0522	Studie)	[3,13,14].	Auch	Deeska-

lationsstudien	bei	HPV-assoziierten	HNSCC	(RTOG	1016,	De-ESCALaTE),	bei	denen	

die	 Standardbehandlung	 mit	 Cisplatin	 durch	 Cetuximab	 ersetzt	 wurde,	 zeigten	

schlechtere	Tumorkontroll-	und	Überlebensraten	[94].	Zudem	wurden	bei	EGFR-In-

hibitor-Behandlungen	 Resistenzen	 beobachtet,	 die	 sich	 durch	 Überschneidungen	

und	 wechselseitige	 Beeinflussungen	 verschiedener	 Signalwege	 erklären	 lassen	

[18,21,27].	In	der	palliativen	Situation	dagegen	führte	die	Behandlung	mit	Cetuximab	

in	Kombination	mit	Platin	und	5-FU	nach	dem	EXTREME-Schema	zu	einem	signifi-

kant	längeren	Überleben	und	wurde	dadurch	zum	Therapiestandard	[95].	
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In	den	letzten	Jahren	hat	die	Immuntherapie	mit	Checkpoint-Inhibitoren	Einzug	in	

die	 HNSCC-Behandlung	 gehalten.	 Tumorzellen	 können	 durch	 die	 verstärkte	

Expression	des	Transmembranproteins	PD-L1	die	Checkpoints	des	Immunsystems	

durch	 Bindung	 an	 den	 PD-1-Rezeptoren	 der	 T-Zellen	 umgehen.	 Checkpoint-

Inhibitoren	sind	in	der	Lage	die	Interaktion	zwischen	PD-1	und	PD-L1	zu	blockieren	

und	 dem	 Immune	 Escape	 von	 Tumoren	 entgegenzuwirken.	 Die	

Standardbehandlung	 rezidivierter	 und/oder	 metastasierter	 Kopf-Hals-Tumore	

nach	dem	EXTREME-Schema	wurde	sowohl	in	der	Zweitlinien-	(Studien	CheckMate-

141	 mit	 Nivoluab	 und	 KEYNOTE-040	 mit	 Pembrolizumab)	 als	 auch	 in	 der	

Erstlinientherapie	(KEYNOTE-048	Studie	mit	Pembrolizumab)	durch	eine	Therapie	

mit	 einem	 PD-1-Inhibitor	 als	 Monotherapie	 oder	 in	 Kombination	 mit	

Chemotherapie	 abgelöst	 [19,24,29,30].	 Derzeit	 werden	 in	 zahlreichen	 klinischen	

Studien	 unterschiedliche	 Einsatzmöglichkeiten	 von	 Checkpoint-Inhibitoren	

untersucht.	Inwieweit	die	Strahlentherapie	in	Kombination	mit	Immuntherapie	im	

kurativen	Setting	in	der	Lage	ist	die	Wirksamkeit	der	Behandlung	zu	verbessern,	ist	

derzeit	offen.	

Auf	 verschiedenen	 molekularen	 Ebenen	 –	 einschließlich	 genomischer,	 miRNA-,	

mRNA-	und	Proteinebene	–	wurden	bereits	Marker	und	Vorhersagemodelle	identi-

fiziert,	 die	 mit	 der	 Prognose	 von	 HNSCC-Patienten	 assoziiert	 sind	

[6,9,23,28,33,35,42,46,50,67,74,76,89,91,92,102,103].	Obwohl	beispielsweise	die	Immunan-

twortsignatur	 von	 Chung	 et	 al.	 (2004)	 und	 die	 von	 Eustace	 et	 al.	 (2013)	 und	

Toustrup	et	al.	 (2012)	entwickelten	Hypoxiesignaturen	validiert	werden	konnten	

[23,28,46,89,92],	ist	die	Überlappung	prognostischer	molekularer	Marker	in	verschie-

denen	HNSCC-Studien	im	Allgemeinen	gering,	und	die	klinische	Implementierung	

der	meisten	molekularen	Marker	scheitert	an	einer	ausreichend	erfolgreichen	Vali-

dierung	in	unabhängigen	Patientenkollektiven.	Hierfür	existieren	eine	Vielzahl	an	

möglichen	Faktoren,	wie	Unterschiede	in	den	untersuchten	Patientengruppen	(z.	B.	

Demographie,	Behandlungsparameter,	Tumorlokalisation	und	HPV-Status),	metho-

dische	 Aspekte	 wie	 die	 Auswahl	 und	 Anzahl	 der	 untersuchten	Moleküle,	 Unter-

schiede	 in	 den	 verwendeten	 Analyseplattformen,	 Einschränkungen	 durch	 kleine	
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Stichprobengrößen,	die	Analyse	verschiedener	Endpunkte	sowie	unvollständige	kli-

nische	Annotationen	der	Datensätze	(z.	B.	HPV-Status)	[82].	

Die	 vorliegende	 kumulative	 Habilitationsschrift	 beschreibt	meine	wissenschaftli-

chen	Arbeiten	zur	molekularen	Charakterisierung	des	lokal	fortgeschrittenen	Kopf-

Hals-Plattenepithelkarzinoms	anhand	klinisch	präzise	annotierter	Patientenkollek-

tive	sowie	die	mechanistische	Untersuchung	von	Zellkulturmodellen	zur	Identifizie-

rung	potenzieller	 therapeutischer	Angriffspunkte.	 Ziel	war	die	 Identifikation	 von	

molekularen	Markern	und	Prädiktionsmustern,	die	das	Therapieansprechen	bei	der	

Radio-	und	Radiochemotherapie	des	HNSCC	vorhersagen,	eine	Risikostratifizierung	

der	Patienten	ermöglichen	und	Ansatzpunkte	für	verbesserte	Therapieansätze	lie-

fern.	

Der	erste	Teilabschnitt	der	Habilitationsschrift	beschäftigt	sich	mit	Kopf-Hals-Tu-

mor-Patientenkollektiven,	die	ich	in	enger	Zusammenarbeit	im	Rahmen	der	klini-

schen	Kooperationsgruppe	(KKG)	„Personalisierte	Radiotherapie	bei	Kopf-Hals-Tu-

moren“	mit	 aufgebaut	 habe.	Die	KKG	 ist	 ein	 kooperativer	 Zusammenschluss	 von	

Wissenschaftlern	 und	 Klinikern	 des	 Helmholtz	 Zentrums	 München	 (Abteilung	

Translationale	Metabolische	Onkologie,	Prof.	Zitzelsberger),	der	Klinik	und	Polikli-

nik	für	Strahlentherapie	und	Radioonkologie	des	Klinikums	der	Ludwig-Maximili-

ans-Universität	 (LMU)	München	 (Prof.	 Belka),	 der	 LMU-Klinik	 und	 Poliklinik	 für	

Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde	(Prof.	Canis)	und	des	Instituts	für	Pathologie	der	LMU	

München	(Prof.	Klauschen).	Für	die	Bearbeitung	der	oben	genannten	Fragestellun-

gen	wurden	Kollektive	adjuvant	bzw.	definitiv	strahlen(chemo)therapierter	HNSCC-

Patienten	etabliert.	Dies	beinhaltete	zum	einen	in	Zusammenarbeit	mit	dem	LMU-

Institut	für	Pathologie	die	Aufbereitung	der	Patientenproben	und	zum	anderen	in	

Zusammenarbeit	 mit	 den	 klinischen	 Kooperationspartnern	 die	 umfassende	 und	

präzise	Annotation	der	generierten	Multi-Level-Omics-Daten	mit	klinischen	Daten	

und	molekularen	Charakteristika	wie	dem	HPV-Status.	

Der	 zweite	 Teil	 der	 Habilitationsschrift	 beschäftigt	 sich	 mit	 molekularen	 Prä-

diktoren	der	Therapieresistenz	bei	lokal	fortgeschrittenen	Kopf-Hals-Tumoren.	So	

konnten	 wir	 prognostische	 Marker	 und	 Modelle	 auf	 genomischer,	 miRNA-	 und	

mRNA-Ebene	 identifizieren,	 die	 in	 Kombination	 mit	 etablierten	 prognostischen	
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klinischen	Parametern	das	Therapieansprechen	vorhersagen	und	eine	Risikostrati-

fizierung	des	 lokal	 fortgeschrittenen	HNSCC	auf	 individueller	Ebene	ermöglichen.	

Darüber	hinaus	wurden	in	vitro	Zellkulturmodelle	hinsichtlich	molekularer	Mecha-

nismen,	die	den	Unterschieden	im	Behandlungserfolg	der	stratifizierten	Patienten-

subgruppen	zugrunde	liegen,	analysiert.	Ein	wichtiger	Schritt	war	die	transkripto-

mische	und	genomische	Charakterisierung	von	gepaarten	Primär-	und	Rezidivtu-

moren	des	Kopf-Hals-Bereichs,	die	wichtige	neue	Erkenntnisse	einerseits	über	die	

Entstehung	von	Rezidiven	und	andererseits	über	therapierelevante	molekulare	Ei-

genschaften	von	Rezidivtumoren	erbracht	hat.	Ein	weiterer	Fokus	lag	auf	der	Iden-

tifizierung	und	Charakterisierung	von	Subgruppen	innerhalb	HPV-assoziierter	und	

nicht-HPV-assoziierter	HNSCC,	die	sich	auf	transkriptomischer	und	miRNA-Ebene	

sowie	hinsichtlich	des	Therapieansprechens	unterscheiden.	

.
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2 Eigene	wissenschaftliche	Arbeiten	

Der	vorliegenden	kumulativen	Habilitationsschrift	zu	molekularen	Prädiktoren	der	

Therapieresistenz	bei	Kopf-Hals-Tumoren	liegen	im	Wesentlichen	folgende	Origi-

nalarbeiten	zu	Grunde,	welche	im	Weiteren	kurz	beschrieben	und	zusammengefasst	

werden:	

	 	

Etablierung	und	Charakterisierung	von	Kopf-Hals-Tumor-Patientenkollektiven	

• Maihoefer,	C.;	Schüttrumpf,	L.;	Macht,	C.;	Pflugradt,	U.;	Hess,	J.;	Schneider,	L.;	Woischke,	C.;	Walch,	A.;	
Baumeister,	P.;	Kirchner,	T.;	Zitzelsberger,	H.;	Belka,	C.;	Ganswindt,	U.	Postoperative	(chemo)	radiation	
in	patients	with	squamous	cell	cancers	of	the	head	and	neck	-	clinical	results	from	the	cohort	of	the	clin-
ical	 cooperation	 group	 "Personalized	 Radiotherapy	 in	 Head	 and	 Neck	 Cancer".	Radiation	 oncology	
2018,	13,	123,	doi:10.1186/s13014-018-1067-1.	(IF:	2,895)	

• Schüttrumpf,	L.;	Marschner,	S.;	Scheu,	K.;	Hess,	 J.;	Rietzler,	S.;	Walch,	A.;	Baumeister,	P.;	Kirchner,	T.;	
Ganswindt,	U.;	Zitzelsberger,	H.;	Belka,	C.;	Maihoefer,	C.	Definitive	chemoradiotherapy	in	patients	with	
squamous	cell	cancers	of	the	head	and	neck	-	results	from	an	unselected	cohort	of	the	clinical	cooperation	
group	 "Personalized	 Radiotherapy	 in	 Head	 and	 Neck	 Cancer".	 Radiation	 oncology	 2020,	 15,	 7,	
doi:10.1186/s13014-019-1452-4.	(IF:	3,481)	

Molekulare	Prädiktoren	der	Therapieresistenz	bei	Kopf-Hals-Tumoren	

• Hess,	J.;	Unger,	K.;	Orth,	M.;	Schotz,	U.;	Schüttrumpf,	L.;	Zangen,	V.;	Gimenez-Aznar,	I.;	Michna,	A.;	Schnei-
der,	 L.;	 Stamp,	 R.;	 Selmansberger,	 M.;	 Braselmann,	 H.;	 Hieber,	 L.;	 Drexler,	 G.A.;	 Kuger,	 S.;	 Klein,	 D.;	
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2.1 Etablierung	und	Charakterisierung	 von	Kopf-Hals-Tumor-Patien-
tenkollektiven	 im	 Rahmen	 der	 klinischen	 Kooperationsgruppe	

„Personalisierte	Radiotherapie	bei	Kopf-Hals-Tumoren“	

2.1.1 Klinische	Charakterisierung	der	LMU-KKG-HNSCC-Kollektive	

	
Als	Grundlage	für	die	im	Weiteren	unter	2.2-2.7	beschriebenen	molekularen	Arbei-

ten	wurden	im	Rahmen	der	klinischen	Kooperationsgruppe	(KKG)	„Personalisierte	

Radiotherapie	bei	Kopf-Hals-Tumoren“	HNSCC-Patientenkollektive	etabliert	(Abtei-

lung	 Translationale	 Metabolische	 Onkologie,	 Helmholtz	 Zentrum	München,	 Prof.	

Zitzelsberger;	 Klinik	 und	 Poliklinik	 für	 Strahlentherapie	 und	Radioonkologie	 der	

LMU	München,	Prof.	Belka;	LMU-Klinik	und	Poliklinik	für	Hals-Nasen-Ohren-Heil-

kunde,	Prof.	Canis	und	Pathologisches	Institut	der	LMU,	Prof.	Kirchner	/	Prof.	Klau-

schen).	Eingeschlossen	wurden	Patientinnen	und	Patienten	mit	Plattenepithelkar-

zinom	(HNSCC)	der	Mundhöhle,	des	Oropharynx,	des	Hypopharynx	oder	des	Larynx,	

die	ab	dem	Jahr	2008	an	der	Klinik	und	Poliklinik	für	Strahlentherapie	und	Radioon-

kologie	 (LMU	RadOnc)	 strahlentherapeutisch	behandelt	wurden	 („LMU-KKG-Kol-

lektive“).	Für	die	Datenerfassung	und	deren	Management	wurde	in	der	LMU	RadOnc	

eine	Datenbank	aufgebaut,	die	eine	Pseudo-Anonymisierung	der	Patienten	imple-

mentiert.	435	Patienten	wurden	 retrospektiv	eingeschlossen	und	vor	Beginn	der	

KKG	behandelt	(2008	bis	Ende	2012).	Zusätzlich	wurden	die	klinischen	und	histo-

pathologischen	Parameter	sowie	das	klinische	Follow-up	aller	ab	2013	behandelten	

Maihoefer,	C.;	Schüttrumpf,	L.;	Macht,	C.;	Pflugradt,	U.;	Hess,	J.;	Schneider,	L.;	Wo-
ischke,	C.;	Walch,	A.;	Baumeister,	P.;	Kirchner,	T.;	Zitzelsberger,	H.;	Belka,	C.;	Gan-
swindt,	U.	Postoperative	(chemo)	radiation	in	patients	with	squamous	cell	can-
cers	of	the	head	and	neck	-	clinical	results	from	the	cohort	of	the	clinical	cooper-
ation	group	"Personalized	Radiotherapy	 in	Head	and	Neck	Cancer".	Radiation	
oncology	2018,	13,	123,	doi:10.1186/s13014-018-1067-1.	(IF:	2,895)	

	
Schüttrumpf,	L.;	Marschner,	S.;	Scheu,	K.;	Hess,	J.;	Rietzler,	S.;	Walch,	A.;	Baumeis-
ter,	P.;	Kirchner,	T.;	Ganswindt,	U.;	Zitzelsberger,	H.;	Belka,	C.;	Maihoefer,	C.	De-
finitive	chemoradiotherapy	in	patients	with	squamous	cell	cancers	of	the	head	
and	neck	-	results	 from	an	unselected	cohort	of	 the	clinical	cooperation	group	
"Personalized	 Radiotherapy	 in	 Head	 and	 Neck	 Cancer".	 Radiation	 oncology	
2020,	15,	7,	doi:10.1186/s13014-019-1452-4.	(IF:	3,481)	
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Patienten	erfasst.	Circa	60	%	aller	eingeschlossenen	LMU-KKG-HNSCC-Patienten	er-

hielten	eine	postoperative	adjuvante	Radio(chemo)therapie.	Circa	40	%	der	Patien-

ten	wurden	ausschließlich	mit	einer	definitiven	Radio(chemo)therapie	behandelt.	

Patienten	 mit	 hohem	 lokoregionärem	 Rezidivrisiko	 (close-margin-/R1-Resektion	

oder	extrakapsuläres	Wachstum	der	Lymphknotenmetastasen)	erhielten	neben	der	

Radiotherapie	 eine	 simultane	 Chemotherapie.	 Die	 Mehrheit	 der	 Patienten	 (circa	

75	%)	erhielt	dabei	Cisplatin	(CDDP)	in	Kombination	mit	5-Fluorouracil	(5-FU)	nach	

dem	Fietkau-Protokoll	 (CDDP:	20	mg/m2,	Tag	1–5,	Tag	29–33;	5-FU:	600	mg/m2,	

Tag	1–5,	Tag	29–33;).	In	einzelnen	Fällen	wurde	die	Cisplatin-basierte	Chemothera-

pie	durch	Mitomycin	C	(MMC)	oder	5-FU/MMC	ersetzt.	

Für	die	HNSCC-Kollektive	liegen	umfassende	klinische	und	histopathologische	Pati-

entendaten	vor,	die,	sofern	zutreffend,	folgende	Parameter	einschließen:	Alter,	Ge-

schlecht,	HPV-Status	(siehe	2.1.3),	Tumorlokalisation,	UICC-TNM-Stadium,	Resekti-

onsstatus,	Grading,	extrakapsuläres	Wachstum	der	Lymphknotenmetastasen	(ECE),	

Lymphovaskuläre	Invasion	(LVI),	Perineuralscheideninfiltration	(PNI),	venöse	Tu-

morinvasion,	Komorbiditäten	(ECOG,	ACE),	Rauchen/Alkohol,	Radiotherapie	(RT)	

Gesamtdosis,	RT-Dosis	Zielvolumen	1.-3.	Ordnung,	RT-Einzeldosis,	RT-Dauer	und	

verabreichte	Chemotherapie.	Es	liegen	belastbare,	kurierte	Follow-up	Daten	und	In-

formationen	 bezüglich	 folgender	 Endpunkte	 vor:	 lokale	 Kontrolle,	 lokoregionäre	

Kontrolle,	distante	Kontrolle,	Rezidivfreiheit,	Gesamtüberleben,	krankheitsspezifi-

sches	Überleben,	rezidivfreies	Überleben.	

Die	klinische	Charakterisierung	aller	nicht-selektionierten	HNSCC-Patienten,	die	an	

der	LMU-Klinik	 für	Strahlentherapie	und	Radioonkologie	mit	definitiver	oder	ad-

juvanter	Strahlen(chemo)therapie	behandelt	wurden,	erfolgte	im	Hinblick	auf	Out-

come	und	Therapieversagen	sowie	auf	zuvor	beschriebene	und	etablierte	Risikofak-

toren	[53,79]:	

• Es	wurden	302	Patienten	(mediane	Nachbeobachtungszeit:	45	Monate,	media-

nes	 Alter:	 60,7	Jahre)	 identifiziert,	 die	 eine	 postoperative	 adjuvante	 Ra-

dio(chemo)therapie	 (median	 Gesamtdosis:	 64	Gy)	 erhalten	 haben.	 In	 58	%	

der	Fälle	wurde	zusätzlich	eine	Chemotherapie	durchgeführt,	überwiegend	Cis-

platin/5-Fluorouracil	in	Übereinstimmung	mit	der	ARO	96-3-Studie	[31].	Die	3-



	

	

Eigene	wissenschaftliche	Arbeiten	
	

13	

Jahres-Gesamtüberlebensrate	sowie	die	lokalen,	lokoregionären	und	distanten	

Rezidivierungsraten	lagen	bei	70,5	%,	9,7	%,	12,2	%	bzw.	13,5	%.	HPV-assozi-

ierte	Oropharynxkarzinome	waren	in	der	multivariaten	Analyse	mit	einer	sig-

nifikant	verbesserten	Gesamtüberlebens-,	Lokal-,	Fern-	und	Gesamttumorkon-

trollrate	assoziiert.	Darüber	hinaus	waren	in	der	multivariaten	Analyse	für	das	

lokale	Versagen	der	Resektionsstatus	und	eine	perineurale	Invasion,	für	das	lo-

koregionäre	und	distante	Versagen	die	extrakapsuläre	Lymphknotenextension	

und	 für	 das	 Gesamtüberleben	 der	 Lymphknotenbefall	 signifikant	 ungünstige	

prognostische	Faktoren.	138	Patienten	wurden	in	Übereinstimmung	mit	dem	

ARO	96-3-Protokoll	leitliniengerecht	behandelt,	was	die	Ergebnisse	der	Studie	

untermauert	[53].	

• Es	 wurden	 184	 Patienten	 (mediane	 Nachbeobachtungszeit:	 65	Monate,	

medianes	 Alter:	 64	Jahre)	 identifiziert,	 die	 eine	 definitive	

Radio(chemo)therapie	 (mediane	 Gesamtdosis:	 70	Gy)	 erhalten	 haben.	 In	

90,2	%	 der	 Fälle	 wurde	 eine	 gleichzeitige	 Chemotherapie	 appliziert,	 meist	

Mitomycin	 C	 /	 5-FU	 in	 Übereinstimmung	 mit	 der	 ARO	 95-06-Studie.	 Die	 3-

Jahres-Gesamtüberlebensrate	 (OS)	 sowie	 die	 lokalen,	 lokoregionären	 und	

distanten	Rezidivierungsraten	 betrugen	 42,7	%,	 29,8	%,	 34,0	%	bzw.	 23,4	%.	

HPV-assoziierte	 Oropharynxkarzinome	 und	 kleinere	 makroskopische	

Tumorvolumen	 waren	 in	 der	 multivariaten	 Analyse	 mit	 einer	 signifikant	

verbesserten	 lokoregionären	Tumorkontrollrate,	krankheitsfreiem	Überleben	

(DFS)	 und	 OS	 verbunden.	 Darüber	 hinaus	waren	 in	 der	 univariaten	 Analyse	

niedrigere	Hämoglobinwerte	 signifikant	mit	 einem	 schlechteren	DFS	 und	OS	

assoziiert.	 Das	 Ausmaß	 des	 Lymphknotenbefalls	 war	 mit	 distanter	

Metastasierung,	 DFS	 und	 OS	 assoziiert.	 92	 Patienten	 (50	%)	 wurden	 in	

Übereinstimmung	mit	der	ARO	95-06-Studie	 leitliniengerecht	behandelt,	was	

die	Ergebnisse	dieser	Studie	untermauert	[79].	 	
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2.1.2 Gewebeprobenaufarbeitung	für	molekulare	Analysen	

Für	die	LMU-KKG-Kollektive	wurden	am	LMU-Institut	für	Pathologie	(Prof.	Kirch-

ner	/	Prof.	Klauschen)	nach	Pseudonymisierung	geeignete	Formalin-fixierte	Paraf-

fin-eingebettete	(FFPE)	Tumorgewebeblöcke	ausgewählt	und	für	die	weiteren	mo-

lekularen	 Analysen	 bereitgestellt.	 Im	 Rahmen	 meiner	 Habilitation	 wurden	 349	

HNSCC-Primärtumore	der	retrospektiven	LMU-KKG-Kollektive	adjuvant	(n	=	224)	

bzw.	 definitiv	 (n	=	125)	 strahlen(chemo)therapeutisch	 behandelter	 Patienten	 er-

halten,	 aufgearbeitet	 und	 molekularbiologisch	 untersucht.	 Die	 Verarbeitung	 der	

FFPE-Tumorproben	 wurde	 in	 Zusammenarbeit	 mit	 Prof.	 Axel	 Walch	 (Abteilung	

Analytische	Pathologie,	Helmholtz	Zentrum	München)	durchgeführt.	Von	jedem	Ge-

webeblock	wurden	Serienschnitte	auf	Objektträgern	angefertigt,	wobei	jeweils	der	

erste	und	der	letzte	Schnitt	mit	Hämatoxylin-Eosin	gefärbt	und	einer	histopatholo-

gischen	Bewertung	unterzogen	wurde.	Das	 zu	untersuchende	Tumorareal	wurde	

gekennzeichnet,	wobei	nur	Tumorproben	mit	einer	Tumorzellularität	von	mindes-

tens	60	%	eingeschlossen	wurden.	Vor	der	simultanen	DNA-	und	RNA-Nukleinsäu-

reextraktion	wurden	die	Gewebeschnitte	entparaffiniert	und	mikrodissektiert.	Die	

extrahierten	Nukleinsäuren	wurden	anschließend	einer	Qualitätskontrolle	sowie	ei-

ner	Quantitätsbestimmung	unterzogen.	

2.1.3 p16-HPV/DNA-Charakterisierung	

Wie	bereits	zuvor	beschrieben,	zeichnen	sich	HPV-assoziierte	HNSCC	im	Vergleich	

zu	nicht-HPV-assoziierten	HNSCC	durch	eine	deutlich	günstigere	Prognose	nach	er-

folgter	Radio(chemo)therapie	aus	 [63,64]. Somit	 ist	gerade	bei	HNSCC-Studien	zur	

Identifikation	prognostischer	Marker	eine	vollständige	Charakterisierung	der	Tu-

more	hinsichtlich	HPV-Status	von	entscheidender	Bedeutung.	Der	HPV-Status	der	

HNSCC-Primärtumore	 der	 LMU-KKG-Kollektive	 adjuvant	 und	 definitiv	 strah-

len(chemo)therapeutisch	behandelter	Patienten	erfolgte	durch	p16Ink4a-Immunhis-

tochemie	(IHC)	in	Kombination	mit	dem	Nachweis	Mukosa-assoziierter	HPV-DNA.	

Die	immunhistochemische	p16INK4a-Färbung,	die	als	Surrogatmarker	für	die	HPV-In-

fektion	verwendet	wird,	wurde	mit	dem	CINtec	TM	Histology	Kit	(Roche)	mit	Hilfe	

des	Ventana	Färbeautomaten	durchgeführt.	Tumorproben	mit	starker	oder	diffuser	
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nuklearer	und	zytoplasmatischer	Färbung	in	mehr	als	70	%	der	Tumorzellen	wur-

den	als	p16-positiv	eingestuft,	während	Gewebe	mit	nur	schwach	diffuser	oder	feh-

lender	Färbung	als	p16-negativ	eingestuft	wurden	 [2].	Darüber	hinaus	wurde	der	

Nachweis	Mukosa-assoziierter	HPV-DNA	mittels	quantitativer	Echtzeit-PCR	durch-

geführt	 (GP	5+/6+	Primer)	 [40,51].	 Eine	Tumorprobe	wurde	 final	 als	HPV-positiv	

klassifiziert,	sofern	sie	sowohl	für	den	IHC	p16INK4a-	als	auch	für	den	HPV-DNA-Sta-

tus	positiv	eingestuft	wurde	[86].	

Die	HPV-Charakterisierung	der	HNSCC-Primärtumore	ergab	15	%	HPV-positive	Tu-

more	im	definitiven	LMU-KKG-Patientenkollektiv,	von	denen	95	%	HPV-16	assozi-

iert	waren	und	es	sich	bei	79	%	um	Tumore	des	Oropharynx	handelte.	23	%	der	Pri-

märtumore	 des	 adjuvant	 strahlen(chemo)therapeutisch	 behandelten	 LMU-KKG-

Kollektivs	(2008-2013	behandelte	Patienten)	waren	HPV-positiv,	wobei	es	sich	bei	

87	%	um	Oropharynx-Tumore	handelte	und	83	%	der	HPV-positiven	Tumore	HPV-

16	assoziiert	waren	[54].		

Wie	erwartet	hatte	der	HPV-Status	der	Tumore	einen	signifikanten	Einfluss	auf	die	

Prognose	 der	 Patienten	 nach	 erfolgter	 definitiver	 oder	 adjuvanter	 Strah-

len(chemo)therapie.	Die	bessere	Prognose	HPV-positiver	HNSCC-Patienten	wurde	

für	alle	untersuchten	Endpunkte	(Gesamtüberleben,	Rezidivfreiheit	und	lokoregio-

näre	Kontrolle;	Abbildung	1)	deutlich.	
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Abbildung	1: 	Einfluss	des	HPV-Status	auf	die	Prognose	von	HNSCC-Patien-
ten	nach	definitiver	oder	adjuvanter	Strahlen(chemo)therapie. 	
Kaplan-Meier	Kurven	für	die	Endpunkte	(A)	Gesamtüberleben,	(B)	Rezidivfrei-
heit	und	(C) 	 lokoregionäre	Kontrolle	 (Zeit	 in	Tagen)	 für	die	LMU-KKG-Kollek-
tive	definitiv	und	adjuvant	strahlen(chemo)therapeutisch	behandelter	HNSCC-
Patienten	 stratifiziert	 nach	 dem	 HPV-Status	 (HPV+:	 blau,	 HPV-:	 rot).	 Ein	 Pri-
märtumor	wurde	 für	 die	Analysen	 als	HPV-positiv	 gewertet,	 sofern	 er	 sowohl	
mittels	p16- INK4A-Immunhistochemie	als	auch	auf	HPV-DNA-Ebene	positiv	klas-
sifiziert	 wurde.	 Links:	 definitives	 LMU-KKG-Kollektiv	 (n	=	125;	 HPV-positiv	
n	=	19,	 HPV-negativ	 n	=	106);	 rechts:	 adjuvantes	 LMU-KKG-Kollektiv	 2008-
2013	 (n	=	102;	 HPV-positiv	 n	=	23,	 HPV-negativ	 n	=	79).	 Die	 p-Werte	 wurden	
durch	den	Log-Rank-Test	ermittelt.	Hazard	Ratios	(HR)	mit	95	%	Konfidenzin-
tervallen	(CI)	sind	angegeben.	NE	=	nicht	einschätzbar.	Inf	=	unendlich.	
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2.1.4 Multi-level	Omics-Datengenerierung	

Für	 die	 etablierten	 HNSCC-Kollektive	 wurden	 auf	 verschiedenen	 molekularen	

Ebenen	 hochdimensionale	 Omics-Datensätze	 mittels	 Mikroarray-	 und	 Next	

Generation	 Sequencing	 (NGS)	 Technologie	 generiert.	 Auf	 genomischer	 Ebene	

wurden	 DNA-Kopienzahlveränderungs-	 (Array-CGH),	 DNA-Methylierungs-	 sowie	

DNA-Exom-	/	DNA-Panel-Seq-Analysen	 durchgeführt.	 Darüber	 hinaus	 wurden	

RNA-seq-	und	miRNA-Mikroarray-Expressions-Datensätze	generiert.	

Die	bislang	wichtigsten	Ergebnisse	beziehen	 sich	 vor	 allem	auf	die	Analysen	des	

adjuvanten	 LMU-KKG-Kollektivs	 2008-2013	 behandelter	 Patienten,	 welche	 im	

Folgenden	dargestellt	sind.	 	
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2.2 Molekulare	Aberrationen	assoziiert	mit	dem	HPV-Status	

Wie	 bereits	 in	 zahlreichen	 Studien	 berichtet	 [20,22,46,49,56,75,80,87,90],	 zeigten	 die	

Analysen	des	LMU-KKG-Kollektivs	adjuvant	radio(chemo)therapeutisch	behandel-

ter	HNSCC-Patienten	 auf	 verschiedenen	molekularen	Ebenen	 ausgeprägte	Unter-

schiede	in	der	molekularen	Landschaft	HPV-positiver	Tumore	(p16/HPV-DNA	posi-

tiv,	siehe	Abschnitt	2.1.3).	

In	100	primären	HNSCC-Tumoren	des	retrospektiven	adjuvanten	LMU-KKG-Kollek-

tivs	wurde	ein	Panel	von	91	tumorassoziierten	Genen	mittels	NGS	auf	Mutationen	

untersucht.	 Es	 zeigten	 sich	 dem	 HPV-Status	 assoziierte	 DNA-Mutationsmuster	

(HPV-negative	 HNSCC:	 n	=	77;	 HPV-positive	 HNSCC:	 n	=	23).	 So	 traten	 beispiels-

weise	TP53-	und	CDKN2A-Mutationen	ausschließlich	 in	HPV-negativen	Tumoren	

auf	 (TP53:	 n	=	60,	 78	%	der	 Fälle;	 CDKN2A:	 n	=	11,	 14	%	der	 Fälle),	wohingegen	

PIK3CA-Mutationen	 in	 57	%	 (n	=	13)	 der	 HPV-positiven	 und	 in	 lediglich	 10	%	

(n	=	8)	der	HPV-negativen	HNSCC	vorzufinden	waren.	Die	Daten	decken	sich	sehr	

gut	mit	bisherigen	Veröffentlichungen	[20,87,90].	

HPV-negative	und	HPV-positive	HNSCC-Primärtumore	unterschieden	sich	auch	hin-

sichtlich	genomischer	Kopienzahlaberrationen.	114	HNSCC	des	retrospektiven	ad-

juvanten	LMU-KKG-Kollektivs	(HPV-negativ:	n	=	91,	79,8	%	der	Fälle;	HPV-positiv:	

n	=	23,	20,2	%	der	Fälle)	wurden	mittels	Oligo-Mikroarray-basierter	Comparative	

Genomic	Hybridization	(aCGH)	Analysen	hinsichtlich	genomweiter	Kopienzahlab-

errationen	 charakterisiert.	 Hierbei	 wurden	 28	 DNA-Kopienzahlveränderungen	

identifiziert,	die	signifikant	mit	dem	HPV-Status	der	Tumore	assoziiert	waren,	von	

denen	die	meisten	bereits	beschrieben	wurden	[20,46,80].	So	traten	DNA-Zugewinne	

auf	den	Chromosomen	1p36,	8p23-12,	8p11,	10q26,	16p13,	16p11,	18q23,	19p13,	

19q13	und	21q22	sowie	DNA-Verluste	der	chromosomalen	Bande	11q14-21	signi-

fikant	häufiger	in	HPV-positiven	Fällen	auf.	Andererseits	waren	DNA-Zugewinne	auf	

den	Chromosomen	5p15-14,	5p13,	7p22-14,	9p21	und	11q13	sowie	DNA-Verluste	

von	3p26-12,	9p24-13,	17p13-11,	18q12-23,	21q21	und	21q22	in	HPV-negativen	

Fällen	signifikant	überrepräsentiert	(Abbildung	2).	
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Abbildung	2: 	Gesamtgenomische	Kopienzahlveränderungen	in	HPV-nega-
tiven	und	HPV-positiven	HNSCC-Primärtumoren. 	
Häufigkeitsprofile	 von	 Kopienzahlveränderungen	 für	 114	 HNSCC-Primärtu-
more	 des	 LMU-KKG-Kollektivs	 von	 Patienten	 behandelt	 mit	 adjuvanter	 Ra-
dio(chemo)therapie	 stratifiziert	 nach	 dem	 HPV-Status	 (oben:	 HPV-negative	
HNSCC	n	=	91;	unten:	HPV-positive	HNSCC	n	=	23).	Die	blauen	Balken	(von	der	
Mitte	nach	oben	aufgetragen)	stellen	die	Häufigkeit	(Anteil	der	Fälle	in	%)	dar,	
die	 einen	Kopienzahl-Zugewinn	 an	 der	 entsprechenden	 Stelle	 im	Genom	 zeigt	
(aufgetragen	entlang	der	Chromosomen	1-22	von	pter	nach	qter),	während	die	
roten	Balken	(von	der	Mitte	nach	unten	aufgetragen)	die	Häufigkeit	der	Kopien-
zahl-Verluste	darstellen.	Mit	*	gekennzeichnet	sind	Kopienzahlveränderungen,	
die	signifikant	häufiger	in	HPV-negativen	oder	HPV-positiven	Tumoren	auftra-
ten.	
	

Auch	auf	microRNA	(miRNA)	und	mRNA-Ebene	zeigten	sich	deutliche	Expressions-

unterschiede	 in	 Abhängigkeit	 vom	 HPV-Status	 der	 Tumore.	 Die	 globalen	 Miko-

rarray-basierten	miRNA-Expressionsanalysen	der	beiden	retrospektiven	Patienten-

kollektive	 DKTK-ROG	 (Deutsches	 Konsortium	 für	 translationale	 Krebsforschung,	

Radiation	 Oncology	 Group;	 n	=	128)	 und	 LMU-KKG	 (n	=	102)	 adjuvant	 ra-

dio(chemo)therapierter	HNSCC-Patienten	ergaben	die	HPV-assoziierte	Expression	

einer	 Reihe	 von	 miRNAs.	 Darüber	 hinaus	 konnte	 im	 DKTK-ROG-Kollektiv	 ein	

miRNA-Klassifikator	bestehend	auf	24	miRNAs	gebildet	werden,	der	den	HPV-Sta-

tus	und	das	klinische	Outcome	der	Patienten	vorhersagt.	Der	Klassifikator	wurde	im	

LMU-KKG-Kollektiv	unabhängig	validiert	[37].	Diese	Arbeit	ist	unter	2.7	„Integration	

von	p16/HPV-DNA-Status	mit	einem	24-miRNA-definierten	molekularen	Phänotyp“	

zusammengefasst.	
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Auf	 mRNA-Expressionsebene	 wurden	 NGS-basierte	 Whole-RNA-Sequenzierungs-

analysen	von	76	HNSCC-Primärtumoren	des	retrospektiven	adjuvanten	LMU-KKG-

Kollektivs	durchgeführt.	Die	ersten	Ergebnisse	zur	differenziellen	Genexpression	in	

Abhängigkeit	vom	HPV-Status	zeigen	in	HPV-positiven	Tumoren	unter	anderem	die	

Überexpression	 von	Genen,	welche	 für	 die	 Karzinogenese	HPV-induzierter	 Kopf-

Hals-Tumore	entscheidend	sind.	So	wurde	 in	HPV-positiven	Tumoren	die	bereits	

beschriebene	Überexpression	Hodenspezifischer	Gene	(z.	B.	SYCP2	und	STAG3)	be-

obachtet	 [22,56,75].	 Obwohl	 die	 SYCP2-Expression	 synergistisch	durch	die	 viralen	

Onkogene	E6	und	E7	hochreguliert	wird,	ist	die	STAG3-Expressionssteigerung	kein	

unmittelbarer	Effekt	der	Virusinfektion,	sondern	eine	verzögerte,	Passagen-abhän-

gige	Reaktion	[22].	

Zusammenfassend	zeigen	die	Ergebnisse	auf	allen	analysierten	molekularen	Ebe-

nen	ausgeprägte	molekulare	Unterschiede	zwischen	HPV-positiven	und	HPV-nega-

tiven	HNSCC.	Für	HNSCC-Studien	zur	Identifikation	prognostischer	Marker	ist	eine	

Stratifizierung	der	Tumore	hinsichtlich	HPV-Status	daher	von	großer	Bedeutung,	so	

dass	sich	unsere	Analysen	hauptsächlich	auf	HPV-negative	HNSCC	fokussierten.	
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2.3 Genomische	Amplifikation	 von	 FancA	und	deren	Einfluss	 auf	 die	
Radioresistenz	beim	HNSCC	

	
In	 einer	 früheren	 Studie	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 DNA-Zugewinne	 der	

chromosomalen	Bande	16q24.3	mit	einem	schlechteren	rezidivfreien	Überleben	der	

HNSCC-Patienten	nach	 Strahlentherapie	 einhergehen,	wobei	 das	dort	 lokalisierte	

FancA-Gen	 als	 Kandidat	 für	 die	 Vermittlung	 von	 Radioresistenz	 in	 Kopf-Hals-

Tumoren	identifiziert	wurde	[8].	

In	der	hier	zusammengefassten	Folgestudie	konnten	wir	die	Assoziation	von	geno-

mischen	Kopienzahl-Zugewinnen	der	 chromosomalen	Bande	16q24.3	 (FancA-Lo-

kus)	mit	erhöhten	FancA-mRNA-Expressionsniveaus	und	reduziertem	Gesamtüber-

leben	 in	 der	 Subgruppe	 strahlentherapeutisch	 behandelter	 Patienten	 des	 The	

Cancer	Genome	Atlas	(TCGA)	HNSCC-Kollektivs	[20] validieren,	was	auf	eine	Beteili-

gung	von	FancA	bei	strahlentherapeutischem	Versagen	hindeutet	(Abbildung	3A-B)	

[39].	Die	Hypothese	wurde	durch	mechanistische	in	vitro	Analysen	bekräftigt,	in	de-

nen	eine	Rolle	von	FancA	bei	der	Vermittlung	der	zellulären	Strahlenresistenz	ge-

zeigt	werden	konnte	(Abbildung	3C)	[15,39].	Interessanterweise	war	die	FancA-ver-

mittelte	 Strahlenresistenz	 nicht	mit	 einer	Hyperaktivierung	 des	 klassischen	 Fan-

coni-Anemia/BRCA-Wegs	 der	 DNA-Schadensreparatur	 assoziiert.	 Stattdessen	

konnte	 nach	 FancA-Überexpression	 in	 humanen	 immortalisierten	 Keratinozyten	

eine	Herunterregulierung	des	Interferon-Signallings,	eine	verstärkte	strahlungsin-

duzierte	Seneszenz	und	die	erhöhte	Produktion	des	Seneszenz-assoziierten	sekre-

torischen	Phänotyps	(SASP)	gezeigt	werden	(Abbildung	3D).	In	zwei	weiteren	Pro-

jekten	 an	 einem	 Panel	 von	HNSCC-Zelllinien	 sowie	 an	HNSCC-Zellsubklonen,	 die	

sich	in	ihrer	Strahlenempfindlichkeit	unterscheiden,	wurde	der	SASP	auch	als	sehr	

wichtig	für	den	strahlenresistenten	Phänotyp	identifiziert	[57,58,78].	

Hess,	 J.;	 Unger,	 K.;	 Orth,	M.;	 Schotz,	 U.;	 Schüttrumpf,	 L.;	 Zangen,	 V.;	 Gimenez-
Aznar,	I.;	Michna,	A.;	Schneider,	L.;	Stamp,	R.;	Selmansberger,	M.;	Braselmann,	H.;	
Hieber,	L.;	Drexler,	G.A.;	Kuger,	S.;	Klein,	D.;	Jendrossek,	V.;	Friedl,	A.A.;	Belka,	C.;	
Zitzelsberger,	H.;	Lauber,	K.	Genomic	amplification	of	Fanconi	anemia	comple-
mentation	group	A	(FancA)	in	head	and	neck	squamous	cell	carcinoma	(HNSCC):	
Cellular	mechanisms	of	radioresistance	and	clinical	relevance.	Cancer	Lett	2017,	
386,	87-99,	doi:10.1016/j.canlet.2016.11.014.	(IF	6,491)	
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Abbildung	 3: 	 Genomische	 Amplifikation	 von	 FancA	 in	 HNSCC	 und	 deren	
Einfluss	auf	die	Strahlenresistenz. 	
Analyse	 der	 Subgruppe	 adjuvant	 strahlentherapeutisch	 behandelter	 Fälle	 des	
TCGA-HNSCC-Kollektivs	im	Gesamtkollektiv	(n	=	99)	und	stratifiziert	auf	HPV-
negative	HNSCC-Fälle	(n	=	78):	(A) 	Assoziation	von	DNA-Zugewinnen	der	chro-
mosomalen	Bande	16q24.3	 (FancA-Lokus)	mit	 erhöhten	FancA-mRNA-Expres-
sionsniveaus	und	(B) 	verringertem	Gesamtüberleben,	wie	in	den	Kaplan-Meier-
Kurven	für	HNSCC-Patienten	mit	oder	ohne	DNA-Zugewinn	von	16q24.3	darge-
stellt.	 (C) 	 Die	 Überexpression	 von	 FancA	 in	 immortalisierten	 Keratinozyten	
(OKF6/FancA)	 führte	 zu	 einem	 signifikant	 erhöhten	 klonogenen	 Überleben	
nach	 in	vitro 	γ-Bestrahlung	 im	Vergleich	zu	Vektor-Kontrollzellen	(OKF6/vec)	
und	 Parentalzellen	 (OKF6/TERT1).	 (D) 	 Es	wurden	 gemeinsame	 und	 distinkte	
Signalwege	 identifiziert,	 die	 an	 der	 Strahlenantwort	 FancA-überexprimieren-
der	Zellen	und	Vektorkontrollzellen	beteiligt	sind.	Gezeigt	sind	die	generierten	
Interaktionsnetzwerke	differentiell	exprimierter	Gene	nach	4	Gy	γ-Bestrahlung	
in	OKF6/vec	(links)	und	FancA-überexprimierenden	Zellen	(rechts).	Hochregu-
lierte	Gene	 sind	 rot,	 herunterregulierte	Gene	grün	markiert.	 Signifikant	über-
repräsentierte	 Signalwege,	 die	 in	 beiden	 Zelllinien	 vorkommen,	 sind	 in	 der	
Mitte	der	Abbildung	aufgeführt.	Nach	Bestrahlung	exklusiv	veränderte	Signal-
wege	 in	OKF6/vec	 und	OKF6/FancA	Zellen	 sind	 blau	 bzw.	 rot	 dargestellt.	 Ab-
bildung	modifiziert	nach	[39] . 	
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2.4 Prognostische	 Vier-Gen-Expressions-Signatur	 16q24.3	 lokalisier-
ter	Gene	

	
Der	 prognostische	Wert	 von	DNA-Zugewinnen	 des	 FancA-Lokus	 auf	 Chromosom	

16q24.3	wurde	weiter	untersucht	[8,101].	Um	eine	prognostische	Gen-Expressions-

Signatur	 bestehend	 aus	 16q24.3-lokalisierten	Genen	 zu	 identifizieren,	wurde	 ein	

Forward-Selection-Ansatz	 auf	 die	mRNA-Genexpressionsdaten	 des	 TCGA-Subkol-

lektivs	 strahlentherapeutisch	 behandelter	 HNSCC-Patienten	 (n	=	99)	 angewandt	

(Abbildung	4A)	[20].	Der	Datensatz	wurde	zufällig	in	einen	Trainings-	(n	=	40)	und	

einen	Validierungs-Datensatz	(n	=	59)	aufgeteilt,	wobei	auf	eine	gleichmäßige	Ver-

teilung	HPV-positiver	und	HPV-negativer	Tumore	geachtet	wurde.	Das	beste	Cox-

Proportional	Hazard-Modell	umfasste	die	vier	Gene	APRT,	CENPBD1,	CHMP1A	und	

GALNS	(Abbildung	4B,	links)	[101].	Basierend	auf	den	Expressionsniveaus	der	Gene	

und	gewichtet	mit	den	jeweiligen	Cox-Proportional	Hazard-Koeffizienten,	wurde	für	

jeden	Patienten	ein	individueller	Risiko-Score	berechnet.	Die	Patienten	wurden	mit	

dem	optimalen	Gruppen-auftrennenden	Schwellenwert	 in	eine	Gruppe	mit	gerin-

gem	Risiko	und	hohem	Risiko	eingeteilt	(Endpunkt	Gesamtüberleben).	Der	gleiche	

Risiko-Score-Wert	wurde	als	Schwellenwert	auf	die	Expressionsdaten	des	TCGA-Va-

lidierungs-Datensatz	 angewandt,	wodurch	 der	 prognostische	Wert	 des	Vier-Gen-

Klassifikators	bestätigt	wurde	(HR	=	3,85,	95%	CI	1,05-13,89;	p	=	0,029).	Darüber	

hinaus	konnte	die	Vier-Gen-Expressions-Signatur	im	retrospektiven	LMU-KKG-Kol-

lektiv	 adjuvant	 strahlen(chemo)therapeutisch	 behandelter	 HNSCC-Patienten	

(n	=	108)	mittels	qRT-PCR-Analysen	unabhängig	validiert	werden	(Abbildung	4B,	

rechts).	

	

Wintergerst,	 L.;	 Selmansberger,	 M.;	 Maihoefer,	 C.;	 Schüttrumpf,	 L.;	 Walch,	 A.;	
Wilke,	C.;	Pitea,	A.;	Woischke,	C.;	Baumeister,	P.;	Kirchner,	T.;	Belka,	C.;	Ganswindt,	
U.;	Zitzelsberger,	H.;	Unger,	K.;	Hess,	J.	A	prognostic	mRNA	expression	signature	
of	four	16q24.3	genes	in	radio(chemo)therapy-treated	head	and	neck	squamous	
cell	 carcinoma	 (HNSCC).	Mol	 Oncol	2018,	 12,	 2085-2101,	 doi:10.1002/1878-
0261.12388.	(IF:	5,962)	
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Abbildung	4:	Prognostische	Vier-Gen-Expressions-Signatur	16q24.3-loka-
lisierter	Gene	
(A) 	Um	eine	prognostische	Gen-Expressions-Signatur	bestehend	aus	16q24.3-
lokalisierten	Genen	zu	 identifizieren,	wurde	ein	Forward-Selection-Ansatz	auf	
die	mRNA-Genexpressionsdaten	des	TCGA-Subkollektivs	strahlentherapeutisch	
behandelter	 HNSCC-Patienten	 (n	=	99)	 angewandt.	 (B) 	 Kaplan-Meier-Kurven	
für	den	Endpunkt	Gesamtüberleben	von	Patienten,	die	gemäß	des	 identifizier-
ten	Vier-Gen-Klassifikators	 (APRT,	CENPBD1,	CHMP1A	und	GALNS)	 in	Hochri-
siko-	 und	 Niedrigrisiko-Patienten	 stratifiziert	 sind	 in	 der	 Subgruppe	
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strahlentherapeutisch	 behandelter	 HNSCC-Patienten	 des	 TCGA-Kollektivs	
(Trainings-Datensatz).	 Unabhängige	 Validierung	 der	 Vier-Gen-Expressions-
Signatur	 im	 LMU-KKG-Kollektiv	 adjuvant	 strahlen(chemo)therapeutisch	 be-
handelter	 HNSCC-Patienten	 (n	=	108).	 Die	 p-Werte	 wurden	 durch	 den	 Log-
Rank-Test	 ermittelt.	 Hazard	 Ratios	 (HR)	 mit	 95	%	 Konfidenzintervallen	 (CI)	
und	 medianen	 Überlebenszeiten	 sind	 angegeben.	 (C) 	 Erstes	 Nachbarschafts-
netzwerk	 der	 vier	 Signaturgene	 (in	 rot),	 extrahiert	 aus	 dem	Genassoziations-
netzwerk	(GAN),	welches	basierend	auf	einer	partiellen	Korrelation	differenti-
ell	 exprimierter	 Gene	 zwischen	 Hochrisiko-	 und	 Niedrigrisiko-Patienten	 des	
TCGA-HNSCC-Kollektivs	(n	=	98)	mit	Hilfe	der	GeneNet-Methode	rekonstruiert	
wurde.	Gepunktete	graue	Linien	verknüpfen	die	ersten	Nachbarschaftsgene	von	
GALNS	mit	den	ersten	Nachbarschaftsgenen	der	anderen	drei	Signaturgene.	Auf	
16q-lokalisierte	Gene	sind	cyan	eingefärbt.	Überrepräsentierte	Signalwege	sind	
aufgeführt.	Abbildung	modifiziert	nach	[101] . 	

Dabei	 zeigten	Hochrisiko-Patienten	ein	 signifikant	 schlechteres	Gesamtüberleben	

(HR	=	2,01,	95%	CI	1,10-3,70;	p	=	0,021),	rezidivfreies	Überleben	(HR	=	1,84,	95	%	

CI	 1,01-3,34;	 p	=	0,042)	 und	 lokoregionäres-rezidivfreies	 Überleben	 (HR	=	1,87,	

95	%	CI	1,03-3,40;	p	=	0,036).	Auch	nach	Berücksichtigung	des	HPV-Status	 in	der	

multivariaten	 Analyse	 behielt	 der	 Vier-Gen-Klassifikator	 seinen	 unabhängigen	

prognostischen	Wert.	

Erste	Erkenntnisse	über	die	funktionelle	Rolle	der	vier	Signaturgene	wurden	durch	

die	Rekonstruktion	eines	Genassoziationsnetzwerks	(GAN)	aus	Transkriptomdaten	

der	strahlentherapeutisch	behandelten	Subgruppe	des	TCGA	HNSCC-Kollektivs	mit	

Hilfe	 eines	 partiellen	Korrelationsansatzes	 gewonnen.	Die	Analyse	 der	Anreiche-

rung	von	Signalwegen	in	der	ersten	und	zweiten	Nachbarschaft	der	Signaturgene	

deutet	auf	die	Beteiligung	krebsbezogener	Prozesse	wie	Apoptose,	Zellzyklus	und	

Zelladhäsion	sowie	verschiedener	HNSCC-assoziierter	Signalwege	(z.	B.	EGFR,	JAK-

STAT,	mTOR	Signalweg)	hin	(Abbildung	4C).	
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2.5 Prognostische	Fünf-miRNA-Signatur	in	HPV-negativen	HNSCC	

	
MiRNAs	weisen	bei	den	meisten	Krebsarten	ein	hohes	Maß	an	Deregulierung	auf	

und	 sind	 vielversprechend	 für	 die	 Entwicklung	 von	 prognostischen	 oder	

prädiktiven	 Markern	 [5,41].	 Zahlreiche	 Studien	 berichteten	 bereits	 aberrant	

exprimierte	miRNAs	in	HNSCC	–	teilweise	mit	prognostischer	Relevanz	–	und	deren	

mögliche	 klinische	 Bedeutung	 [42,47,81].	 Bisher	 hat	 jedoch	 noch	 keine	 Studie	 die	

prognostische	Rolle	von	miRNAs	mittels	globalen	miRNA-Expressionsanalysen	 in	

gut	charakterisierten	und	hinsichtlich	HPV-Status	stratifizierten	HNSCC-Kollektiven	

untersucht.	Die	beiden	unabhängigen	retrospektiven	HNSCC-Kollektive	DKTK-ROG	

(Deutsches	 Konsortium	 für	 translationale	 Krebsforschung,	 Radiation	 Oncology	

Group)	 und	 LMU-KKG	 adjuvant	 strahlentherapeutisch	 behandelter	 Patienten	

wurden	 globalen	 miRNA-Expressionsanalysen	 unterzogen.	 Ziel	 war	 die	

Identifizierung	 eines	 prognostischen	 miRNA-Klassifikators	 mittels	 Forward-

Selection-Ansatz,	der	es	erlaubt,	das	Rezidivrisiko	HPV-negativer	HNSCC-Patienten	

nach	 erfolgter	 adjuvanter	 Strahlen(chemo)therapie	 vorherzusagen.	 Da	 HNSCC-

Patienten	 oft	 an	weiteren	Komorbiditäten	 leiden,	 die	 auch	 das	Gesamtüberleben	

beeinträchtigen,	 wurde	 Rezidivfreiheit	 (lokoregionäres	 und	/	oder	 distantes	

Versagen)	als	geeigneter	Endpunkt	für	die	Signaturentwicklung	gewählt	[70].	

Im	multizentrischen	DKTK-ROG-Kollektiv	(n	=	85)	konnte	eine	Fünf-miRNA-Signa-

tur	(hsa-let-7g-3p,	hsa-miR-6508-5p,	hsa-miR-210-5p,	hsa-miR-4306	und	hsa-miR-

7161-3p)	 identifiziert	 werden,	 die	 eine	 Patienten-Stratifizierung	 in	 Gruppen	mit	

niedrigem	oder	 hohem	Rezidivrisiko	 ermöglicht	 [38].	 Der	Klassifikator	wurde	 im	

monozentrischen	 LMU-KKG-Kollektiv	 (n	=	77;	 HR	 4,24,	 95	%	 CI	 1,4-12,81,	

p	=	0,0054)	validiert	(Abbildungen	5A-B).	

Hess,	J.;	Unger,	K.;	Maihoefer,	C.;	Schüttrumpf,	L.;	Wintergerst,	L.;	Heider,	T.;	We-
ber,	P.;	Marschner,	S.;	Braselmann,	H.;	Samaga,	D.;	Kuger,	S.;	Pflugradt,	U.;	Bau-
meister,	 P.;	 Walch,	 A.;	 Woischke,	 C.;	 Kirchner,	 T.;	 Werner,	 M.;	 Werner,	 K.;	
Baumann,	M.;	Budach,	V.;	Combs,	S.E.;	Debus,	J.;	Grosu,	A.L.;	Krause,	M.;	Linge,	A.;	
Rodel,	C.;	Stuschke,	M.;	Zips,	D.;	Zitzelsberger,	H.;	Ganswindt,	U.;	Henke,	M.;	Belka,	
C.	A	Five-MicroRNA	Signature	Predicts	Survival	and	Disease	Control	of	Patients	
with	Head	and	Neck	Cancer	Negative	for	HPV	Infection.	Clinical	cancer	research:	
an	official	journal	of	the	American	Association	for	Cancer	Research	2019,	25,	
1505-1516,	doi:10.1158/1078-0432.CCR-18-0776.	(IF	10,107)	
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Abbildung	 5:	 Fünf-miRNA-Signatur,	 die	 das	 Rezidivrisiko	 HPV-negativer	
HNSCC-Patienten	 nach	 erfolgter	 adjuvanter	 Strahlen(chemo)therapie	
prognostiziert.	
(A) 	 Kaplan-Meier-Kurven	 für	 den	 Endpunkt	 Rezidivfreiheit	 für	 HPV-negative	
HNSCC-Patienten	 des	 Trainings-	 (DKTK-ROG-Kollektiv:	 n	=	85,	 linkes	 Panel)	
und	des	Validierungs-Datensatzes	(LMU-KKG-Kollektiv:	n	=	77,	rechtes	Panel),	
stratifiziert	in	Patienten	mit	niedrigem	(low-risk)	und	hohem	Risiko	(high-risk)	
mit	Hilfe	 des	 Fünf-miRNA-Klassifikators.	 Die	 p-Werte	wurden	 durch	 den	 Log-
Rank-Test	 ermittelt.	 Hazard	 Ratios	 (HR)	 mit	 95	%	 Konfidenzintervallen	 (CI)	
sind	 angegeben.	 (B)	Heatmap	 mit	 skalierten	 miRNA-Log2-Expressionswerten	
gewichtet	mit	dem	jeweiligen	Cox-Proportional	Hazard-Koeffizient	(Coxph)	von	
niedrig	(blau)	bis	hoch	(rot)	auf	einer	Skala	von	-3	bis	3	 für	 jede	der	 fünf	Sig-
natur-miRNAs	 im	Trainings-	 (linkes	Panel)	und	Validierungs-Datensatz	 (rech-
tes	 Panel).	 Für	 jeden	 Patienten	 wurde	 ein	 Risiko-Score	 berechnet,	 indem	 die	
Summe	 der	 Expressionswerte	 der	 fünf	miRNAs	 gewichtet	 mit	 dem	 jeweiligen	
Cox-Proportional	Hazard-Koeffizient	gebildet	wurde.	Der	Median-Risiko-Score	
der	Patienten	 im	Trainings-Datensatz	wurde	als	Cut-Off 	 für	die	Definition	von	
high-Risk	 (Risiko-Score	 >	Median-Risiko-Score)	 und	 low-Risk	 (Risiko-Score	 ≤	
Median-Risiko-Score)	 für	alle	Fälle	verwendet.	(C)	Sub-Stratifizierung	des	ge-
poolten	 HNSCC-Patientenkollektivs	 (n=162)	 in	 ECE-negative	 (extrakapsuläre	
Extension,	links)	und	-positive	(rechts)	Tumore	mit	Hilfe	des	Fünf-miRNA-Klas-
sifikators	in	Patienten	mit	niedrigem	(low-risk)	und	hohem	Risiko	(high-risk).	
(D) 	 Sub-Stratifizierung	 des	 gepoolten	 HNSCC-Patientenkollektivs	 (n=162)	 in	
vier	prognostisch	signifikant	unterschiedliche	Risikogruppen,	identifiziert	mit-
tels	rekursiver	Partitionsanalyse	(RPA).	RPA-Baum	und	Risikogruppen	für	das	
Auftreten	 von	 Rezidiven:	 Kombination	 der	 Parameter	 Fünf-miRNA-Signatur	
(high-risk,	low-risk),	ECE	(negativ	-	einschließlich	N0-Tumore,	positiv),	T-Sta-
dium	(T1/T2,	T3/T4)	und	N-Stadium	(N0/N1,	N2/N3)	im	gepoolten	HNSCC-Da-
tensatz	(n	=	162).	 Jeder	Knoten	zeigt	das	vorhergesagte	Risiko	 für	das	Auftre-
ten	 eines	 Rezidivs	 im	 Vergleich	 zum	 Gesamtkollektiv	 an	 (lokoregionäres	
und/oder	 distantes	 Versagen;	 Farbcode	 niedriges	 bis	 hohes	 Risiko:	 blau-rot).	
Kaplan-Meier-Kurven	 für	 die	 vier	 identifizierten	 Risikogruppen	 "low-risk",	
"low-intermediate-risk",	"high-intermediate-risk"	und	"high-risk"	für	den	End-
punkt	Rezidivfreiheit.	Abbildung	modifiziert	nach	[38] . 	
	

Neben	dem	primären	Endpunkt	Rezidivfreiheit,	zeigten	Hochrisikopatienten	beider	

Kollektive	ein	signifikant	verkürztes	rezidivfreies	Überleben,	Gesamtüberleben	und	

krankheitsspezifisches	Überleben.	Nach	Berücksichtigung	relevanter	Co-Variablen	

in	multivariaten	Cox-Regressionsanalysen	behielt	der	Fünf-miRNA-Klassifikator	als	

einziger	Parameter	seine	prognostische	Bedeutung	bei	(DKTK-ROG:	HR	5,55,	95	%	

CI	2,09-14,79,	p	=	0,0006;	LMU-KKG:	HR	3,94,	95	%	CI	1,23-12,59,	p	=	0,021).	

Darüber	hinaus	wurden	alle	klinischen	Endpunkte	mit	Hilfe	der	Fünf-miRNA-Signa-

tur	 im	 Vergleich	 zu	 klinisch	 relevanten	 prognostischen	 Parametern	 wie	 knap-

per/positiver	 mikroskopischer	 Resektionsrand,	 extrakapsuläre	 Extension,	 peri-

neurale	Invasion	oder	lymphovaskuläre	Invasion	besser	vorhergesagt.	
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Die	Fünf-miRNA-Signatur	wurde	technisch	mittels	qRT-PCR	im	Validierungs-Daten-

satz	(LMU-KKG)	validiert.	Es	wurde	ein	miRNA-mRNA-Target-Netzwerk	mit	experi-

mentell	validierten	miRNA-Zielgen-Interaktionen	generiert.	Die	Analyse	der	betei-

ligten	Signalwege	ergab	eine	signifikante	Anreicherung	der	Signalwege	p53,	ATM,	

FoxO,	 DNA-Doppelstrangbruch-Antwort,	 pre-NOTCH-Expression	 und	 -Prozessie-

rung,	Mitose	und	Seneszenz-assoziierte	Signalwege.		

Mehrere	 der	 Signalwege	 und	miRNA-Zielgene	wurden	bereits	 in	 Zusammenhang	

mit	 der	 Pathogenese	 und	 Strahlenantwort	 des	 HNSCC	 beschrieben	

[1,20,39,52,58,87,88,93,104].	 Beispielsweise	 sind	Mutationen	 von	 IGF1R	 und	ARID1A	

und	die	Beteiligung	von	CADM1	und	SOD2	im	HNSCC	bekannt	[20,52,93,104],	so	dass	

die	identifizierten	miRNAs	möglicherweise	eine	Rolle	bei	der	Tumorentstehung	und	

Progression	von	HNSCC	spielen	könnten.	

In	 einer	 Kaplan-Meier-Analyse,	 in	 der	 die	 Kollektivproben	 gepoolt	 (n=162)	 und	

nach	 den	 Parametern	 Resektionsstatus,	 TNM	 T-Stadium,	 TNM	 N-Stadium,	

extrakapsuläre	 Extension	 (ECE)	 und	 Tumorlokalisation	 stratifiziert	 wurden,	

unterschieden	 sich	 die	 resultierenden	 fünf	 miRNA-Signatur-Risikogruppen	

signifikant	im	klinischen	Verlauf	(siehe	am	Beispiel	für	ECE	in	Abbildung	5C).	

Die	Kombination	der	Fünf-miRNA-Signatur	mit	den	klinisch	etablierten	Risikofak-

toren	extrakapsuläre	Extension,	TNM	T-Stadium	und	TNM	N-Stadium	im	Gesamt-

kollektiv	erlaubte	darüber	hinaus	die	Sub-Stratifizierung	der	Patienten	in	vier	prog-

nostisch	signifikant	unterschiedliche	Gruppen	(„low-risk“,	n = 17;	„low-intermedi-

ate-risk“,	 n = 80;	 „high-intermediate-risk“,	 n = 48;	 „high-risk“,	 n = 17;	 p < 0.001;	

Abbildung	5D).	Der	Fünf-miRNA-Klassifikator	könnte	nach	Validierung	in	unabhän-

gigen	HNSCC-Patientenkollektiven	daher	bei	HPV-negativen	HNSCC	im	Rahmen	von	

Standardbehandlungen	als	diagnostisches	Instrument	zur	Identifizierung	von	Pati-

enten	mit	hohem	oder	niedrigem	Rezidivrisiko	eingesetzt	werden	und	bietet	eine	

mögliche	Grundlage	 für	 individuellere	Behandlungsentscheidungen	 stratifizierter	

Patientengruppen.	Mögliche	personalisierte	Behandlungsmöglichkeiten	sind	in	ers-

ter	Linie	die	Anpassung	der	Therapieintensität	an	das	Gesamtrisiko	eines	Therapie-

versagens	–	z.	B.	Dosisreduktion	bei	Patienten	mit	niedrigem	Risiko	oder	bei	Hoch-

risiko-Patienten	die	Zugabe	zielgerichteter	Medikamente	oder	Immun-Checkpoint-
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Inhibitoren	zusätzlich	zur	Radio(chemo)therapie,	Dosiseskalation	oder	zusätzliche	

adjuvante	 Chemotherapie.	 Darüber	 hinaus	 stellt	 die	 Fünf-miRNA-Signatur	 die	

Grundlage	für	eine	gezieltere	Suche	nach	molekularen	therapeutischen	Targets	dar,	

die	den	Therapieerfolg	für	geeignete	Patientengruppen	verbessern	könnten. 
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2.6 Therapieassoziierte	 molekulare	 Subtypen	 beim	 primären	 und	
rezidivierten	HNSCC	

	
Die	genetische	Verwandtschaft	primärer	und	rezidivierter	Plattenepithelkarzinome	

des	Kopf-Hals-Bereichs	(HNSCC)	spiegelt	das	Ausmaß	an	Tumorheterogenität	und	

therapiegetriebener	Selektion	von	Tumor-Subpopulationen	wider.	Ziel	der	Studie	

war	es,	gepaarte	Primär-	und	Rezidivtumore	zu	charakterisieren,	um	neue	Erkennt-

nisse	über	die	Entstehung	von	Rezidiven	zu	gewinnen.	

Es	 wurden	 150	 HNSCC	 strahlentherapierter	 Patienten	 untersucht:	 74	 primäre	

HNSCC	des	adjuvanten	LMU-KKG-Kollektivs	2008-2013	wurden	einer	RNA-Sequen-

zierung	unterzogen.	Von	38	gepaarten	Primärtumoren	und	nach	Strahlentherapie	

im	 Hochdosis-Feld	 entstandenen	 lokoregionären	 Rezidiven	 wurden	 Exom-	 und	

RNA-Sequenzierungen	durchgeführt.	Die	vorherrschenden	klassischen	(CL),	basa-

len	 (BA)	und	entzündlich-mesenchymalen	 (IMS)	Transkriptionssubtypen	wurden	

gemäß	einer	etablierten	Klassifizierung	bestimmt	[46]	sowie	genomische	Verände-

rungen	und	die	klonale	Zusammensetzung	der	Tumore	analysiert	[99].	

Der	BA-Subtyp,	welcher	Merkmale	der	partiellen	epithelial-mesenchymalen	Transi-

tion	(p-EMT)	aufweist,	trat	bei	lokoregionären	Rezidiven	häufiger	auf	und	war	stabi-

ler.	In	44	%	der	gepaarten	HNSCC	änderte	sich	der	dominante	Subtyp	vom	Primär-	

zum	Rezidivtumor,	vorzugsweise	von	IMS	zu	BA	oder	CL	(Abbildung	6C).	

Eine	differenzielle	Genexpressionsanalyse	(DGE)	mit	anschließender	gene	set	en-

richment	Analyse	(GSEA)	zwischen	Rezidiv-	und	Primärtumoren	(n	=	34	Patienten	

/	68	Proben)	zeigte	eine	Herunterregulierung	des	PD1-Signalwegs	sowie	eine	An-

reicherung	von	DNA-Reparatur-	und	Stoffwechselprozessen	in	Rezidiven.	

Weber,	P.*;	Kunstner,	A.*;	Hess,	J.*;	Unger,	K.*;	Marschner,	S.;	Idel,	C.;	Ribbat-Idel,	
J.;	 Baumeister,	 P.;	 Gires,	 O.;	Walz,	 C.;	 Rietzler,	 S.;	 Valeanu,	 L.;	 Herkommer,	 T.;	
Kreutzer,	L.;	Klymenko,	O.;	Drexler,	G.;	Kirchner,	T.;	Maihofer,	C.;	Ganswindt,	U.;	
Walch,	A.;	Sterr,	M.;	Lickert,	H.;	Canis,	M.;	Rades,	D.;	Perner,	S.;	Berriel	Diaz,	M.;	
Herzig,	 S.;	 Lauber,	 K.;	 Wollenberg,	 B.;	 Busch,	 H.;	 Belka,	 C.;	 Zitzelsberger,	 H.	
Therapy-Related	 Transcriptional	 Subtypes	 in	Matched	 Primary	 and	Recurrent	
Head	 and	 Neck	 Cancer.	 Clinical	 cancer	 research:	 an	 official	 journal	 of	 the	
American	 Association	 for	 Cancer	 Research	 2022,	 28,	 1038-1052,	
doi:10.1158/1078-0432.CCR-21-2244.	*geteilte	Erstautorenschaft	(IF	11,5)	



	

	

Eigene	wissenschaftliche	Arbeiten	
	

32	
	

PT area1

PT area 2

PT area 3

R area 1

R area 2

R area 3

R area 4

PT area 1

PT area 2

PT area 3

R area 1

R area 2

R area 3

PT area 1

PT area 2

PT area 3

R area 1

R area 2

R area 3

-10

0

10

-20 -10 0 10 20
PC1

P
C

2

Molekularer Subtyp
BA Basal
CL Klassisch
IMS Entzündlich-mesenchymal

P03

P08

Patient
P03
P08
P10

P10

Tumortyp
Primärtumor (PT)
Rezidiv (R)

Primärtumor Rezidiv

P03
PT area1

PT area 2 PT area 3

R area 1

R area 2

R area 3

R area 4

P08

PT area 2
PT area 1

PT area 3

R area 1 R area 2

R area 3

P10 PT area 1

PT area 2

PT area 3

R area 1

R area 2

R area 3

4 mm

A B

 DOUBLE STRAND
BREAK REPAIR

PYRUVATE
METABOLISM

 NUCLEOTIDE
EXCISION REPAIR

PYRUVATE METABOLISM
AND CITRIC ACID TCA CYCLE

FORMATION OF TRANSCRIPTION
COUPLED NER TC NER REPAIR COMPLEX

CITRIC ACID CYCLE
TCA CYCLE

RESPIRATORY ELECTRON
TRANSPORT

 GLYCOLYSIS

GLUCOSE
METABOLISM

 REGULATION OF HYPOXIA INDUCIBLE
FACTOR HIF BY OXYGEN

 TCA CYCLE AND RESPIRATORY
ELECTRON TRANSPORT

 PD1 SIGNALING

0

1

2

3

−3 −2 −1 0 1 2 3
NES

−l
og

10
(P

−A
dj

us
t F

W
ER

)

Metabolismus
Sauerstoff-abhängiger

Metabolismus
DNA Reparatur

PD1 Signaling

Rezidiv- versus Primärtumor

−40 −20 0 20

−2
0

−1
0

0
10

20
30

40

PC1: 18 % variance explained

P
C

2:
11

%
va

ria
nc

e
ex

pl
ai

ne
d

P29

C D
Molekularer Subtyp

BA Basal
CL Klassisch
IMS Entzündlich-mesenchymal

E

p−value=0.014
HR=2.6582

0

1

2

3

4

5

0 300 600 900 1200
Time

C
um

ul
at

iv
e

ha
za

rd

low
high

p−value=0.0069
HR=2.78970

1

2

3

4

5

0 300 600 900 1200
Time

C
um

ul
at

iv
e

ha
za

rd

low
high

p−value=0.009
HR=2.75660

1

2

3

4

5

0 300 600 900 1200
Time

C
um

ul
at

iv
e

ha
za

rd

low
high

p−value=0.7142
HR=1.15020

1

2

3

4

5

0 300 600 900 1200
Time

C
um

ul
at

iv
e

ha
za

rd

low
high

p−value=0.0238
HR=1.66630

1

2

3

4

0 300 600 900 1200
Time

C
um

ul
at

iv
e

ha
za

rd

no change
change

e f

p−value=0.0046
HR (BA-CL) =
HR(BA-IMS)=0.26670

1

2

3

4

0 300 600 900 1200
Time

C
um

ul
at

iv
e

ha
za

rd

BA
CL
IMS

0.4115

−1.0

−0.5

0.0

0.5

1.0

Ac
tiv

ity
S

co
re

p-val< 1e−04

−1.0

−0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

Ac
tiv

ity
S

co
re

p-val= 0.0112

−1.0

−0.5

0.0

0.5

1.0

Ac
tiv

ity
S

co
re

p-val= 0.0138

−1

0

1

2

Ac
tiv

ity
S

co
re

p-val= 1e−04

a b dc

P R P RP RP R

Hypoxie Partielle EMT Strahlenresistenz Tumorinflammation

Molekularer Subtyp Subytp Wechsel



	

	

Eigene	wissenschaftliche	Arbeiten	
	

33	

Abbildung	 6:	 Vergleich	 des	 Transkriptoms	 zwischen	HNSCC	 Primärtumo-
ren	und	Rezidiven	
Transkriptomische	 Tumorheterogenität	 von	 verschiedenen	 Tumorarealen	 ge-
matchter	primärer	und	 rezidivierter	HNSCC-Gewebeproben.	(A) 	Verschiedene	
Tumorareale	 (n	=	19)	 aus	 drei	 ausgewählten,	 gematchten	 primären	 und	 lokal	
rezidivierten	HNSCC-Gewebeproben	wurden	mikroskopisch	definiert.	Eine	his-
tomorphologische	 Heterogenität	 war	 weder	 zwischen	 Rezidiv	 und	 Primarius	
noch	 zwischen	 individuell	 definierten	 Tumorarealen	 sichtbar.	 (B) 	 Die	 3‘RNA-
seq-Analyse	ergab	in	der	Hauptkomponentenanalyse	(PCA)	eine	Heterogenität	
der	 zugeordneten	 Transkriptionssubtypen	 in	 verschiedenen	 Tumorbereichen	
eines	FFPE-Tumorblocks	 für	einen	Primärtumor	und	zwei	rezidivierte	Tumor-
proben	 sowie	 eine	 Stabilität	 des	 vorherrschenden	 Subtyps.	 (C) 	 Transkriptio-
nelle	 Subtypen	 von	 Primär-	 und	 Rezidivtumoren	 nach	 Keck	 et	 al.	 [46]	 Die	
mRNA-Sequenzierung	 wurde	 an	 gematchten	 Primär-/Rezidivtumorpaaren	
durchgeführt.	 PCA	 der	 vorherrschenden	 transkriptionellen	 Subtypen	 von	 pri-
mären	 und	 rezidivierenden	 Tumorpaaren	 (n	=	34	 Patienten	 /	 68	 Proben),	 die	
entweder	 eine	 geringe	 oder	 eine	 hohe	 Übereinstimmung	 aufweisen,	 was	 aus	
den	Balkenlängen	 ersichtlich	 ist,	 die	 primäre	 und	 rezidivierende	Tumorpaare	
verbinden.	 Bei	 15	 Tumorpaaren	 änderte	 sich	 der	 Transkriptionssubtyp	 zwi-
schen	Primärtumor	und	Rezidiv.	19	Tumorpaare	behielten	den	ursprünglichen	
Subtyp	 bei.	 (D) 	 Differenzielle	 Genexpressionsanalyse	 (DGE)	 und	 gene	 set	 en-
richment	 Analyse	 (GSEA)	 zwischen	 Rezidiv-	 und	 Primärtumoren	 (n	=	34	 Pati-
enten	/	68	Proben).	Die	GSEA	zeigt	 eine	Herunterregulierung	des	PD1-Signal-
wegs	sowie	eine	Anreicherung	von	DNA-Reparatur-	und	Stoffwechselprozessen	
in	Rezidiven.	(E)	Assoziation	von	transkriptionellen	Subtypen	mit	Gensignatu-
ren.	 Oben:	 Paarweise	 Vergleiche	 zwischen	 primären	 und	 rezidivierenden	 Tu-
morpaaren	(n	=	34	Patienten	/	68	Proben)	für	die	Aktivitätswerte	der	prognos-
tischen	Signaturen	für	(a)	Hypoxie,	(b)	partielle	EMT,	(c)	Strahlenresistenz	und	
(d)	 Tumorinflammation.	 P-Werte	<	0,05	 zeigen	 signifikant	 unterschiedliche	
Aktivitätswerte	 zwischen	 Tumorpaaren	 an.	 Unten:	 Kaplan-Meier-Analyse,	 die	
die	Entwicklung	von	Tumorrezidiven	 in	Abhängigkeit	von	der	Zeit	 (Tage)	und	
den	Aktivitätsscores	für	jede	prognostische	Signatur	(a-d)	darstellt.	(e)	Die	Ka-
plan-Meier-Analyse	 (lokoregionäre	 Rezidive)	 zeigt	 auch	 signifikant	 unter-
schiedliche	Latenzen	für	transkriptionelle	Subtypen	(n	=	34	Primärtumore;	BA	
n	=	16,	 CL	 n	=	3,	 IMS	n	=	15)	 und	 (f)	 eine	 längere	 Latenz	 für	 Subtyp-Wechsler	
(Primärtumore	mit	Subtypwechsel	n	=	15;	ohne	Subtypwechsel	n	=	19).	Abbil-
dung	modifiziert	nach	[100] . 	
	

Die	Analyse	prognostischer	Gen-Sets	ergab	eine	stärkere	Aktivität	von	Hypoxie,	par-

tieller	 EMT	 (p-EMT)	 und	 Strahlentherapieresistenz-Signaturen	 sowie	 eine	 redu-

zierte	Tumorinflammation	in	Rezidiven	im	Vergleich	zu	Index-Tumoren	(Abbildung	

6E,	 a-d).	 Bei	 hoher	 Aktivität	 von	 Hypoxie,	 partieller	 EMT	 und	 Strahlenresistenz	

zeigte	sich	eine	signifikant	kürzere	Latenzzeit	bis	zur	Rezidivierung	(Abbildung	6E,	

a-d).	Der	BA-Subtyp	wies,	im	Vergleich	zum	CL	oder	IMS-Subtyp,	die	kürzeste	La-

tenzzeit	für	die	Entwicklung	eines	Rückfalls	auf.	Tumore,	die	als	Subtyp-Wechsler	

betrachtet	wurden,	 hatten	 im	 Vergleich	 zu	 den	 Nicht-Wechslern	 eine	 signifikant	
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längere	Latenzzeit	bis	zur	Rezidiv-Entstehung,	was	auf	komplexe	Prozesse	der	tran-

skriptionellen	Umprogrammierung	und/oder	der	Auswahl	von	Subklonen	durch	die	

Strahlentherapie	schließen	lässt	(Abbildung	6,	e-f).	

Auf	 genomischer	 Ebene	 zeigte	 der	 Vergleich	 der	 SNVs	 der	 Top	 20	 Gene	 durch-

schnittlich	29	%	singuläre	Mutationen,	die	auf	ein	hohes	Maß	an	Heterogenität	zwi-

schen	Primär-	und	Rezidivtumoren	hinweisen.	Bei	einer	Untergruppe	von	Primär-

/Rezidivtumorpaaren	gab	es	keine	Hinweise	auf	einen	gemeinsamen	klonalen	Ur-

sprung.	Im	Vergleich	zu	Primärtumoren	zeigte	sich	in	Rezidiven	eine	tendenziell	er-

höhte	chromosomale	Instabilität	und	Ploidie	sowie	eine	signifikant	erhöhte	Rate	an	

Subklonen.	Bei	57	%	der	Tumorpaare	wurde	eine	klonale	Expansion	beobachtet,	

was	auf	eine	mögliche	Therapie-assoziierte,	klonale	Selektion	von	Subklonen	hin-

weist.		

Das	hohe	Maß	an	genetischer	und	 transkriptioneller	Heterogenität	zwischen	Pri-

mär-	und	Rezidivtumoren	 lässt	 auf	 eine	 therapieassoziierte	 Selektion	eines	 tran-

skriptionellen	Subtyps	mit	therapeutisch	ungünstigen	Eigenschaften	schließen.	Für	

eine	Optimierung	der	Behandlungsstrategien	sollten	deshalb	die	molekularen	Pro-

file	der	Rezidive	anstelle	der	Primärtumoren	herangezogen	werden.	
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2.7 Integration	 von	 p16/HPV-DNA-Status	 mit	 einem	 24-miRNA-defi-
nierten	molekularen	Phänotyp	

	
Wie	 bereits	 zuvor	 beschrieben,	 zeichnen	 sich	HPV-assoziierte	HNSCC	durch	 eine	

deutlich	günstigere	Prognose	nach	erfolgter	Radio(chemo)therapie	aus.	Ziel	dieser	

Studie	war	die	Identifizierung	einer	miRNA-Signatur	für	die	spezifische	Erkennung	

HPV-assoziierter	 HNSCC	 sowie	 die	 Charakterisierung	 der	 zugrundeliegenden	

molekularen	 Pathogenese	 durch	 Integration	mit	 der	 Transkriptomebene.	 Hierzu	

wurde	 ein	 p16/HPV-DNA	 charakterisiertes	 multizentrisches	 (DKTK-ROG,	

Deutsches	 Konsortium	 für	 translationale	 Krebsforschung,	 Radiation	 Oncology	

Group;	 n	=	128)	 und	 ein	 unabhängiges	 monozentrische	 Kollektiv	 (LMU-KKG-

Kollektiv,	 n	=	101)	 adjuvant	 strahlen(chemo)therapeutisch	 behandelter	 HNSCC-

Patienten	mittels	globaler	miRNA-	und	mRNA-Expressionsanalysen	untersucht	[37].	

Die	 globalen	 Mikorarray-basierten	 miRNA-Expressionsanalysen	 der	 beiden	

retrospektiven	 Patientenkollektive	 (n	=	229)	 ergab	 insgesamt	 1031	 exprimierte	

miRNAs	und	n	=	55	differentiell	exprimierte	miRNAs	(FDR	<	0,05)	in	HPV-positiven	

(n	=	61)	 gegenüber	 HPV-negativen	 Tumoren	 (n	=	168),	 wobei	 37	 miRNAs	

herunterreguliert	und	18	hochreguliert	waren.	

Im	 multizentrischen	 DKTK-ROG-Kollektiv	 (n	=	128;	 HPV-negativ	 n	=	90,	 HPV-

positiv	 n	=	38)	 wurde	 ein	 lineares	 Regressionsmodell	 zur	 Vorhersage	 des	 HPV-

Status	 (p16/HPV-DNA)	 mittels	 Lasso-Regression	 generiert	 und	 im	 LMU-KKG-

Kollektiv	(n=101;	HPV-negativ	n	=	78,	HPV-positiv	n	=	23)	getestet.	Eine	24-miRNA-

Signatur	bestimmte	den	HPV-Status	mit	einer	Vorhersagegenauigkeit	von	94,53	%	

(AUC:	 0,99;	 Spezifität	 96,67	%,	 Sensitivität	 89,47	%)	 in	 DKTK-ROG	 und	 86,14	%	

(AUC:	0,86;	Spezifität	89,74	%,	Sensitivität	73,91	%)	in	LMU-KKG	(Abbildung	7A).	

Hess,	J.;	Unger,	K.;	Maihoefer,	C.;	Schüttrumpf,	L.;	Weber,	P.;	Marschner,	S.;	Win-
tergerst,	L.;	Pflugradt,	U.;	Baumeister,	P.;	Walch,	A.;	Woischke,	C.;	Kirchner,	T.;	
Werner,	M.;	Sorensen,	K.;	Baumann,	M.;	Tinhofer,	I.;	Combs,	S.E.;	Debus,	J.;	Schafer,	
H.;	Krause,	M.;	Linge,	A.;	von	der	Grun,	J.;	Stuschke,	M.;	Zips,	D.;	Canis,	M.;	Lauber,	
K.;	Ganswindt,	U.;	Henke,	M.;	Zitzelsberger,	H.;	Belka,	C.	Integration	of	p16/HPV	
DNA	Status	with	a	24-miRNA-Defined	Molecular	Phenotype	Improves	Clinically	
Relevant	Stratification	of	Head	and	Neck	Cancer	Patients.	Cancers	(Basel)	2022,	
14,	doi:10.3390/cancers14153745.	(IF	5,2)	
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Abbildung	 7:	 Integration	 von	 p16/HPV-DNA-Status	 mit	 einer	 24-miRNA-
Signatur	
(A) 	Kombinierter	p16/HPV-DNA-	und	24-miRNA-Signatur-Status.	Die	Heatmap	
zeigt	 die	 skalierten	 log2-Expressionswerte	 der	miRNAs,	multipliziert	mit	 den	
Modellkoeffizienten,	von	niedrig	(blau)	bis	hoch	(rot)	auf	einer	Skala	von	-4	bis	
4	für	jede	der	24	Signatur-miRNAs.	Informationen	zu	Gesamtüberlebensstatus,	
Tumorlokalisation,	 E6/E7-RNA-Expression,	 HPV-Status,	 p16/HPV-DNA-Status	
(ground	truth),	24-miRNA-Signatur	vorhergesagten	HPV-Status	und	kombinier-
ten	 p16/HPV-DNA-	 und	 24-miRNA-Signatur-Status	 sind	 fallweise	 angegeben.	
(B) 	 Kaplan-Meier-Kurven	 für	 den	 Endpunkt	 Gesamtüberleben	 nach	 p16/HPV-
DNA-Status	(links)	und	kombiniertem	p16/HPV-DNA-	und	24-miRNA-Signatur-
Status	 (rechts).	p-Werte	wurden	mit	dem	Log-Rank-Test	ermittelt.	Angegeben	
sind	die	Hazard	Ratios	(HR)	mit	95	%-Konfidenzintervallen	(CI)	und	die	medi-
ane	Gesamtüberlebenszeit.	(C) 	Differenziell	exprimierte	Gene	und	Aktivität	der	
Signalwege	 in	 24-miRNA-Signatur-vorhersagenden	 HPV-positiven	 gegenüber	
HPV-negativen	HNSCC.	Boxplots	veranschaulichen	die	Aktivität	der	Signalwege,	
die	durch	eine	Progeny-Analyse	der	differenziell	 exprimierten	Gene	 (n	=	658)	
in	24-miRNA-positiven/HPV-positiven	(n	=	15)	und	24-miRNA-negativen/HPV-
negativen	(n	=	15)	HNSCC	abgeleitet	wurden.	Dargestellt	sind	die	Interquartil-
bereiche	 mit	 Mittelwertlinien.	 Es	 sind	 FDR-adjustierten	 p-Werte	 angegeben.	
(D) 	 Pathway	 enrichment	 Analyse	 der	 24-Signatur-miRNA-mRNA-Interaktio-
nen:	 Enrichment	Maps	mit	 signifikant	 angereicherten	KEGG-Signalwegen	 (ad-
justierte	 p-Werte	 <	0,05)	 der	 Top	 1000	 miRNA-mRNA-Interaktionen.	 Die	 An-
zahl	der	 in	einem	KEGG-Signalweg	angereicherten	Gene	 ist	angegeben.	Signal-
wege,	die	ausschließlich	in	24-miRNA-positiven/HPV-assoziierten	(links)	oder	
24-miRNA-negativen/HPV-negativen	 Tumoren	 (rechts)	 vorkommen,	 sind	 be-
nannt.	Abbildung	modifiziert	nach	[37] . 	
	
Die	prognostischen	Werte	von	24-miRNA-Signatur,	p16/HPV-DNA-Status	und	p16-

Status	 waren	 für	 die	 analysierten	 Endpunkte	 Gesamtüberleben,	 lokoregionäre	

Kontrolle	 und	 Rezidivfreiheit	 vergleichbar.	 Die	 Kombination	 von	 p16/HPV-DNA-	

und	 24-miRNA-Signaturstatus	 identifizierte	 eine	 HPV-assoziierte	 Subgruppe	 mit	

schlechterem	Gesamtüberleben	(p	=	0,00034;	Abbildung	7B).	

Um	biologisch	regulatorische	Funktionen	der	Signatur-miRNAs	abzuleiten,	wurden	

RNA-seq-Daten	 von	 den	 LMU-KKG-Tumoren	 mit	 den	 15	 höchsten	 und	 15	

niedrigsten	 HPV-Vorhersagewerten	 mit	 der	 miRNA-Signatur	 integriert.	 Eine	

differenzielle	 Genexpressionsanalyse	 zwischen	 24-miRNA-positiven/HPV-

positiven	 und	 24-miRNA-negativen/HPV-negativen	 HNSCC	 ergab	 n	=	658	

signifikant	 differenziell	 exprimierte	 Gene	 (FDR	<	0,1,	 |log2FC|	>	0,5).	 In	 HPV-

positiven	 Tumoren	 war	 die	 MAPK-,	 Östrogen-,	 EGFR-,	 TGFbeta-	 und	 WNT-

Signalaktivität	 im	 Vergleich	 zu	 HPV-negativen	 Tumoren	 signifikant	 verringert	

(Abbildung	7C).	Die	Integration	der	miRNA-Signatur	mit	Genexpression	ergab	eine	
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HPV-spezifische	 Regulierung	 des	 PD-L1-Expression/PD-1-Checkpoint-Signalwegs	

und	 der	 Autophagie.	 Der	 TNF-Signalweg	 sowie	 die	 Signalwege	 der	 zellulären	

Seneszenz,	 fokalen	 Adhäsion	 und	 EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor-Resistenz	waren	

dahingegen	 ausschließlich	 bei	 HPV-negativen	 Tumoren	 signifikant	 angereichert	

(adjustierte	p	<	0,05;	Abbildung	7D).	

Die	 Integration	 des	 klinisch	 ermittelten	 p16/HPV-DNA-Status	 mit	 einer	 HPV-

assoziierten	 24-miRNA-Signatur	 verbesserte	 die	 klinisch	 relevante	

Risikostratifizierung.	 Die	 funktionelle	 Zuordnung	 der	miRNA-Signatur	 deutet	 auf	

eine	 wichtige	 posttranskriptionelle	 integrative	 Rolle	 in	 wichtigen,	 beim	 HNSCC	

deregulierten	 Signalwegen	 hin.	 Somit	 könnten	 mittels	 24-miRNA-Signatur	 HPV-

positive	 Patienten	 identifiziert	 werden,	 bei	 denen	 aufgrund	 der	 schlechteren	

Prognose	eine	Therapie-Deeskalation	nicht	angezeigt	ist.	

	

2.8 Zusammenfassung	und	Ausblick	

Die	vorliegende	kumulative	Habilitationsschrift	beschreibt	Arbeiten	zu	molekula-

ren	Markern	und	Prädiktionsmustern,	die	das	Therapieansprechen	bei	der	Radio-	

bzw.	Radiochemotherapie	des	Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinoms	vorhersagen	und	

eine	Risikostratifizierung	der	Patienten	ermöglichen.	Die	Validierung	dieser	Marker	

und	Prädiktionsmuster	in	unabhängigen	retrospektiven	und	insbesondere	prospek-

tiven	HNSCC-Patientenkollektiven	 ist	essenziell	 für	die	Entwicklung	verbesserter,	

personalisierter	Therapieansätze	in	der	Klinik.	
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