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Prognostische und prädiktive
Methylierungsbiomarker für
HNSCC
Epigenomische Diagnostika für
Plattenepithelkarzinome des Kopf-
und Halsbereichs (HNSCC)

Prognostische und prädiktive Bio-
marker spielen eine zunehmende
Rolle bei der Wahl einer personali-
sierten Therapie von Tumorpatien-
ten. Prädiktive Biomarker könnten
bei der Wahl eines wirksamen The-
rapieregimes helfen. Patienten mit
einer günstigen Prognose könnten
von einer deeskalierten Therapie
mit geringen Nebenwirkungen pro-
fitieren. DNA-Methylierung ist ein
epigenetischer Mechanismus, der
eine fundamentale Rolle bei der
Tumorentstehung und Zelldiffe-
renzierung spielt und daher eine
vielversprechende Quelle für prog-
nostische und prädiktive Biomarker
darstellt.

Plattenepithelkarzinome des Kopf- und
Halsbereichs stellen einige der wenigen
Tumorendar, bei denenmit der p16-Pro-
teinexpression bereits ein prognostischer
Biomarker den Weg in die Klinik ge-
funden hat. Grundsätzlich versteht sich
unter einem prognostischen Biomarker
ein Biomarker, der therapieunabhängig
eine Voraussage über den Krankheits-
verlauf zulässt. Nach der 8th Edition der
Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) und des American Joint Com-
mitteeonCancer (AJCC)erfolgtnuneine
separate Klassifizierung des mit Hoch-
risiko-Human-Papilloma-Virus (HPV)
assoziierten Oropharynxkarzinoms, da
HPV-assoziierte Oropharynxkarzinome
mit einer signifikant besseren Progno-

se im Vergleich zu noxenassoziierten
Tumoren verbunden sind. Eine posi-
tive immunhistochemische Expression
des zyklinabhängigen Kinaseinhibitors
p16dienthier als Surrogat-Biomarker für
einenHPV-assoziiertenTumor.DieHer-
abstufung des Stadiums HPV-positiver
Oropharynxkarzinome mit den entspre-
chenden therapeutischen Konsequenzen
wird weiter kontrovers diskutiert. Zu-
dem ist die Studienlage noch nicht
ausreichend, um zu zeigen, dass eine
deeskalierte Behandlung HPV-positiver
Tumoren zu dem gleichen Outcome nur
mit geringeren Nebenwirkungen führt.
Des Weiteren findet sich ein positiver
p16-Status bei 10–20% der Tumoren,
die HPV-RNA/DNA-negativ und da-
her nicht HPV-assoziiert sind [3]. Für
Patienten mit diesen falsch-positiven
Tumoren stellt eine Herabstufung des
Tumorstadiums und entsprechend eine
deeskalierte Therapie ein potenzielles
Risiko dar.

In verschiedenen Studien wird die
Möglichkeit der Therapiedeeskalation
seitens der Operationstechnik (Clinical-
Trials.gov Identifier: NCT01898494), ei-
ner Reduktion der Bestrahlung
(NCT01084083) und der medikamentö-
sen Therapie getestet [17]. Die Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG)
konnte erstmalig in einer Phase-II-Stu-
die zeigen, dass eine Reduktion der
Bestrahlung bei HPV-positiven Tumo-
ren sinnvoll ist [16]. Auf der anderen
Seite zeigte eine Phase-III-Studie, dass

die Anwendung von Cetuximab anstelle
von Cisplatin bei Niedrigrisikopatienten
nicht zu der erwünschten Reduktion der
Toxizität, jedoch zu einer verminder-
ten Tumorkontrolle führte und daher
kein geeigneter Weg zu sein scheint
[17]. Ein momentan getesteter Ansatz
der Deeskalation ist die Anwendung
einer Immuntherapie in Kombination
mit Strahlentherapie für Patienten mit
HNSCC (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT03715946). Die unterschiedlichen
und auch negativen Ergebnisse einer
Therapiedeeskalation in bisherigen Stu-
dien zeigen, dass neben prognostischen
Biomarkern besonders prädiktive Bio-
marker von klinischem Interesse sind
[26]. Prädiktive Biomarker sind Bio-
marker, die in Abhängigkeit von der
gewählten Therapie eine Aussage über
den voraussichtlichen Krankheitsverlauf
und ein Ansprechen auf diese Thera-
pie ermöglichen. In Angesicht einer
steigenden Zahl medikamentöser The-
rapieoptionen bei HNSCC haben solche
Biomarker eine steigende klinische Re-
levanz.

NebenderFragenacheinermöglichen
Deeskalation der Therapie bei Niedrig-
risikopatienten stellt sich auch die Frage
der Wahl der geeigneten Therapie auch
bei Hochrisikopatienten, die mit kurati-
ver Intention behandelt werden. Zurzeit
befinden sich verschiedenenTherapiere-
gime sowohl inder adjuvantenals auch in
der neoadjuvanten Situation in der klini-
schen Testung (ClinicalTrials.gov Identi-
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Tab. 1 Übersichtstabelle über Kandidaten prognostischer undprädiktiver DNA-Methylierungsbiomarker für HNSCC

Gen Funktion Probentyp Prognostisches Potenzial Evidenzlevel Zielgerichtete Therapien

PITX2 Homeobox-Entwicklungsgen Gewebe HNSCC, NSCLC, Mammakarzinom,
Prostatakarzinom, CRC

Hoch Nicht beschrieben

SHOX2 Homeobox-Entwicklungsgen Blut HNSCC, RCC Mittel Nicht beschrieben

ADORA2A Immuncheckpoint Gewebe HNSCC Niedrig Immuntherapie (Anti-ADORA2A und
Anti-CD73)

CD28 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC Niedrig Immuntherapie (Anti-CTLA-4)

CD80 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC Niedrig Immuntherapie (Anti-CTLA-4)

CD86 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC Niedrig Immuntherapie (Anti-CTLA-4)

CTLA4 Immuncheckpoint Gewebe Melanom, RCC Mittel Immuntherapie (Anti-CTLA-4)

IDO1 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC Niedrig Immuntherapie (Anti-IDO)

PD-1 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC, Gliom, Prostatakarzinom Hoch Immuntherapie (Anti-PD-1 und
anti-PD-L1)

PD-L1 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC, Prostatakarzinom, AML,
Melanom

Mittel Immuntherapie (Anti-PD-1 und
anti-PD-L1)

PD-L2 Immuncheckpoint Gewebe HNSCC, Magenkarzinom, Melanom Niedrig Immuntherapie (Anti-PD-1 und
anti-PD-L1)

EGFR Tyrosinkinase,Wachstumsfak-
torsignalweg

Gewebe Nicht beschrieben – Tyrosinkinase-Inhibitoren und mo-
noklonale Antikörper (Anti-EGFR)

CDKN2A Zellteilung Gewebe HNSCC Mittel Tyrosinkinase-Inhibitoren (Anti-CDK)

SEPT9 Zytoskelett, Zellteilung Blut HNSCC Mittel Nicht beschrieben

RCC Nierenzellkarzinom, NSCLC Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom, CRC Kolorektalkarzinom, AML akute myeloische Leukämie, CDK zyklinabhängige
Kinase

fier:NCT03522584,NCT03765918). Ins-
besondere eine Immuntherapie könnte
hier eine vielversprechende Option dar-
stellen. Biomarker, die vor Therapiestart
eine Aussage über die Prognose ermög-
lichen, könnten geeignet sein, um Pa-
tienten zu identifizieren, die von einer
neoadjuvanten Therapie profitieren. Da-
zu könnten prognostische Biomarker ge-
eignet sein, um im Anschluss nach der
Tumorresektion dieWahl einer adjuvan-
ten Therapie zu optimieren. In beiden
Fällen sind Biomarker von großer Wer-
tigkeit, die zum einen die Prognosestel-
lung, zum anderen aber auch die Vorher-
sage des Ansprechens auf eine medika-
mentöseTherapie ermöglichen. Bei Pati-
enten in der rekurrenten/metastasierten
Situation könnten zukünftig vor allem
prädiktive Biomarker für die Steuerung
der palliativen medikamentösen Tumor-
therapie von Relevanz sein.

DNA-Methylierung

Eine Infektion mit Hochrisiko-HPV-
Stämmen ist kausal in die Pathogenese
verschiedener maligner Erkrankungen
involviert. Die durch das Virusgenom
kodiertenOnkoproteine interagierenmit

den zellulären epigenetischen Prozessen
und können das Epigenom sowohl der
Wirtszelle als auchdesVirus selbst verän-
dern und sich so vor der Immunabwehr
schützen und die eigene virale Replika-
tion fördern [18]. Unter den epigene-
tischen Mechanismen spielt die DNA-
Methylierung eine bedeutende Rolle.
Die Methylierung des Cytosins am 5’-
Kohlenstoffatom im Cytosin-Phosphat-
Guanosin(CpG)-Dinukleotidkontext ist
vererbbar und mit der transkriptionel-
len Aktivität eines Gens assoziiert [12].
Neben der Beteiligung an pathologi-
schen Prozessen, wie beispielsweise der
Karzinogenese, liegt die Relevanz der
DNA-Methylierung auch in physiolo-
gischen Prozessen, insbesondere der
Inaktivierung des X-Chromosoms, der
Zelldifferenzierung, genetischerPrägung
und bei der Gewährleistung der geno-
mischen Stabilität. Die Differenzierung,
Reifung, Aktivierung und Erschöpfung
hämatopoetischer Linien geht ebenfalls
mit einer signifikanten Änderung des
Methylierungsmusters einher [7, 25].
Entsprechend der direkten Interakti-
on der viralen Onkoproteine mit dem
Epigenom der Wirtszelle überrascht es
nicht, dass virusassoziierte Tumoren

ein bestimmtes Methylierungsmuster
aufweisen, welches sie von den Tumo-
ren anderer Ätiologie unterscheidet. In
einer Studie konnten 5 Gruppen von
HNSCC anhand jeweils bestimmter Me-
thylierungsmuster identifiziert werden:
ein HPV-positiver, 2 mit dem Rauchen
assoziierte sowie 2 atypische Subtypen
[4].

» Das DNA-Methylierungs-
muster ist mit bekannten
prognostischen und prädiktiven
Faktoren assoziiert

Das DNA-Methylierungsmuster ist mit
dem Zelltyp im Allgemeinen, der Dif-
ferenzierung von Tumorzellen und der
Infiltration von Immunzellen assoziiert.
Demnach gibt das Methylierungsmus-
ter eines heterogenen Tumors Auf-
schluss über den Differenzierungsgrad
von Tumoren sowie über das Tumor-
mikromilieu, insbesondere den Anteil
infiltrierender Leukozyten, deren Diffe-
renzierung und Erschöpfungsgrad. Dies
sind bekannte Parameter, die mit der
Prognose und dem Ansprechen auf me-
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dikamentöse Therapien, insbesondere
Immuntherapien, einhergehen. Entspre-
chend ist die DNA-Methylierung eine
vielversprechende Quelle für prognosti-
sche und prädiktive Biomarker. Die in
diesem Artikel behandelten DNA-Me-
thylierungsmarker sind zur Übersicht in
. Tab. 1 aufgelistet.

Analytik der DNA-Methylierung

Das DNA-Methylierungsmuster geno-
mischer DNA ist eine chemisch und
biologisch stabile Modifikation, die sich
robust in verschiedenen klinisch re-
levanten Analyten, beispielsweise im
Blutplasma, Aspiraten, zytologischen
Proben, Urin und in Resektionsgeweben
und Biopsien, insbesondere in forma-
linfixierten und paraffineingebetteten
Geweben, messen lässt [13].

» Die DNA-Methylierung lässt
sich robust in klinisch relevantem
Probenmaterial bestimmen

In der Regel erfolgt für die DNA-Me-
thylierungsanalytik zunächst eine Kon-
version der DNA mit Bisulfit, bei der
alle Cytosine zu Uracil desaminiert wer-
den, während methylierte Cytosine un-
verändertbleiben.DaUracil imVergleich
zu Cytosin nicht mit Guanosin, sondern
mit Adenosin hybridisiert, lässt sich die
DNA-Methylierung im Anschluss an die
Bisulfit-Konversion einfach mittels eta-
blierter DNA-Hybridisierungs-, Ampli-
fikations- und Sequenzierungstechniken
quantitativ und sensitiv bestimmen.

Blutbasierte prognostische
DNA-Methylierungsbiomarker

Tumoren geben bedingt durch Apopto-
se und Nekrose sowie durch eine aktive
Sezernierung kontinuierlich DNA in die
Blutbahn ab.Diese zellfreie zirkulierende
Tumor-DNAstellt zwarnur einenBruch-
teil der zellfreien zirkulierenden DNA
im Blut dar, welche überwiegend von
apoptotischen peripheren Blutleukozy-
tenstammt, lässt sichaberanhandtumor-
spezifischerEigenschaften qualitativ und
quantitativ analysieren. Neben tumor-
spezifischenMutationen sind hierfür be-
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Prognostische und prädiktiveMethylierungsbiomarker für
HNSCC. Epigenomische Diagnostika für Plattenepithelkarzinome
des Kopf- und Halsbereichs (HNSCC)

Zusammenfassung
Hintergrund. Prognostische und prädiktive
Biomarker sind für eine personalisierte The-
rapiesteuerung beim Plattenepithelkarzinom
des Kopf- und Halsbereichs (HNSCC) von
klinischem Interesse.
Fragestellung. Die DNA-Methylierung
als epigenetischer Mechanismus der
Genregulation könnte eine Quelle geeigneter
prognostischer und prädiktiver Biomarker
sein.
Material und Methoden. PubMed-
Literaturrecherche und eigene Arbeiten.
Ergebnisse. Methylierung von Genen, wie
PITX2, ist ein starker, Human Papillomvi-
rus(HPV)-unabhängiger prognostischer
Biomarker. Die Methylierung von im Plasma
zirkulierender zellfreier DNA von SHOX2 und
SEPT9 korreliert mit dem Tumorstadium und
der Prognose.DieMethylierungverschiedener
Immuncheckpoints, beispielsweise von PD-1,

PD-L1 und CTLA4, ist ebenfalls prognostisch
und mit der Genexpression korreliert.
Schlussfolgerungen. Die DNA-Methylierung
ist eine Quelle leistungsstarker prognostischer
Plasma- und Gewebe-Biomarker, jedoch
muss vor einem klinischen Einsatz noch in
Studien gezeigt werden, dass eine anhand
von Biomarkern gesteuerte Therapiewahl zu
einem verbesserten Überleben oder einer
Reduzierung der Nebenwirkungen führt.
Eine Eignung der DNA-Methylierung als
prädiktiver Biomarker für eine zielgerichtete
medikamentöse Tumortherapie erscheint
vielversprechend, ist jedoch noch nicht
ausreichend belegt.

Schlüsselwörter
Immuntherapie · DNA-Methylierung ·
Immuncheckpoint · PITX2 · Epigenetik

Prognostic and predictivemethylation biomarkers in HNSCC.
Epigenomic diagnostics for head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC)

Abstract
Background. Prognostic and predictive
biomarkers for personalized treatment
management in head and neck squamous
cell carcinoma (HNSCC) are of great clinical
interest.
Objective. DNA methylation is an epigenetic
process involved in gene regulation and
could be a source of potential prognostic and
predictive biomarkers.
Methods. This study comprises literature
research in PubMed and own studies.
Results. Gene methylation, e.g. of PITX2,
is a strong, human papillomavirus (HPV)-
independent prognostic biomarker. SHOX2
and SEPT9methylation in circulating cell-
free DNA within blood plasma correlates
with tumor stage and prognosis. Methylation

of diverse immune checkpoints, e.g., PD-1,
PD-L1, and CTLA4, is also prognostic and
correlates with gene expression.
Conclusion. DNA methylation is a source of
efficient prognostic blood plasma- and tissue-
based biomarkers. However, prior to clinical
implementation, studies must prove that
biomarker-guided treatment selection can
lead to better outcomes or reduced toxicity.
The applicability of DNA methylation as
a predictive biomarker for targeted drug-
based cancer therapy seems promising,
although further validation is needed.

Keywords
Immunotherapy · DNA methylation · Immune
Checkpoint · PITX2 · Epigenetics

sonders tumorspezifische DNA-Methy-
lierungsmarker geeignet. Da die Menge
zellfreier freizirkulierender DNAmit der
AusdehnungundderAktivitätderTumo-
ren korreliert, lässt sich darüber die Pro-
gnose der Erkrankung bestimmen. Ab-
errante Methylierung der Gene SHOX2

und SEPT9 ist eineEigenschaftvieler ver-
schiedener maligner Erkrankungen [28]
und lässt sich im Blutplasma dieser Pa-
tienten nachweisen und korreliert mit
dem Tumorstadium und der Prognose
[2, 5, 14, 15]. In einer prospektiven Stu-
die konnten Schröck et al. zeigen, dass
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die quantitativeAnalyse derSHOX2- und
SEPT9-Methylierung im Plasma kurativ
behandelter HNSCC-Patienten vor Tu-
morresektion oder primärer Radioche-
motherapie eine Klassifizierung des No-
dalstatus (N) und des Tumorstatus (T)
ermöglicht und mit der Prognose der
Patienten korreliert [24]. Dieser diag-
nostische Test könnte helfen, Patienten
zu identifizieren, die von einer neoadju-
vantenodereiner intensiviertenadjuvan-
ten Therapie profitieren könnten. Dieser
klinische Nutzen muss jedoch vorab in
klinischen Studien zunächst noch belegt
werden.

Gewebebasierte prognostische
Methylierungsbiomarker

In der Literatur ist eine Vielzahl prog-
nostischer Biomarker im Gewebe für
HNSCC beschrieben. In vielen Fällen
wurde hierbei nicht die Unabhängig-
keit der prognostischen Wertigkeit vom
HPV-Status bestimmt, sodass davon
auszugehen ist, dass es sich bei die-
sen DNA-Methylierungsbiomarkern oft
um Surrogat-Biomarker für eine HPV-
Ätiologie handelt, die keine zusätzliche
prognostische Information liefert. Die
Methylierung des für p16 kodierenden
Gens CDKN2A selbst ist beispielswei-
se prognostisch für ein kürzeres Ge-
samt- und rückfallfreies Überleben bei
HNSCC-Patienten [30].

» Die Methylierung von PITX2
ist ein validierter prognostischer
Biomarker

Die Methylierung des Homeobox-Tran-
skriptionsfaktor „paired like homeodo-
main 2“ (PITX2) ist ein für verschiedene
Tumoren,beispielsweise fürMammakar-
zinomeundProstatakarzinome, validier-
terBiomarker[1,20].FürHNSCCkonnte
der prognostische Wert ebenfalls gezeigt
werden [21]. Während bei Adenokarzi-
nomenderMammaundderProstata eine
hohe Methylierung mit einer ungünsti-
gen Prognose assoziiert ist, weisen Pa-
tienten mit hypermethyliertem HNSCC
einen besseren Verlauf auf; ein Befund,
der bisher nicht näher untersucht wur-
de. Die PITX2-Methylierung liefert ei-

ne unabhängige und zusätzliche prog-
nostische Information zum HPV-Status
des Tumors. Allerdings ist der prognos-
tische Nutzen weiterer Biomarker neben
p16 zurzeit klinisch nicht relevant, da zu-
nächst gezeigt werden müsste, dass Pa-
tienten entsprechend der Prognose von
einer Deeskalation oder Eskalation der
Therapie tatsächlich profitieren würden.
Interessant könnten klinisch prognosti-
sche Biomarker werden, wenn sie mit
derExpressioneinesGensassoziiert sind,
welches selbst Ziel einer gerichtetenThe-
rapie ist.

Gewebebasierte prädiktive
Methylierungsbiomarker

Mit Cetuximab ist in Deutschland seit
2008 ein gegen EGFR gerichteter mono-
klonaler Antikörper für die Erstlinien-
therapie bei Patienten mit rezidivieren-
den oder metastasierten HNSCC zuge-
lassen. Ein prädiktiver Biomarker für das
Ansprechen auf Cetuximab wäre für die
Therapieentscheidung wünschenswert,
um das geeignete Patientenkollektiv
besser auswählen zu können. Für das
kolorektale Karzinom konnte bereits ge-
zeigt werden, dass die Methylierung des
EGFR-Genlokus ein potenziell prädikti-
ver Biomarker sein könnte [23]. Studien
für HNSCC liegen noch nicht vor.

Neben der zielgerichteten Therapie
mitCetuximabhat vor allemdie Immun-
therapie mit gegen den Immuncheck-
point PD-1 gerichteten monoklonalen
Antikörpern das therapeutische Spek-
trum für die Behandlung von HNSCC
maßgeblich verändert. Neben der zu-
gelassenen Anwendung in der rezidi-
vierenden/metastasierten Situation steht
auch ein neo- und adjuvanter Einsatz
zur Diskussion und befindet sich in
klinischer Testung. Die Suche nach prä-
diktiven Biomarkern für eine Anti-PD-
1-Immuntherapie ist derzeit Gegenstand
intensiver Forschung. Insbesondere für
den Einsatz als Adjuvanz und Neoadju-
vanzwärenprognostischeundprädiktive
Biomarker interessant, anhand derer die
Patienten identifiziert werden können,
die zum einen aufgrund der ungünsti-
gen Prognose eine eskalierte Therapie,
beispielsweise mit Immuncheckpointin-
hibitoren, erhalten sollten, zum anderen

dann voraussichtlich auch auf diese
Immuntherapie ansprechen.

» Die Methylierung des für
PD-1 kodierenden Gens ist ein
starker prognostischer Biomarker

Die Methylierung des für PD-1 kodie-
renden Gens PDCD1 selbst ist ein star-
ker prognostischer Biomarker für Glio-
me, [19] Adenokarzinome der Prostata
und auch für HNSCC [8, 9, 19]. Eine
epigenetische Regulierung konnte eben-
falls für die Liganden von PD-1, PD-
L1 und PD-L2, nachgewiesen werden [6,
10]. Darüber hinaus ist die Methylie-
rung weiterer als Ziel von Immunthera-
pienrelevanter Immuncheckpoint-Gene,
wie CTLA4, CD28, CD80, CD86, ICOS,
IDO1 und ADORA2A, mit der trans-
kriptionellen Genaktivität, dem Tumor-
mikromilieu und der Prognose der Pati-
enten assoziiert [22, 27–29]. Ein Nach-
weis der EignungderPD-1-,PD-L1- oder
PD-L2-Methylierung als prädiktiver Bio-
marker für eine Anti-PD-1-Behandlung
liegt noch nicht vor. Für das Melanom
konnte jedoch bereits gezeigt werden,
dass dieMethylierung von Immuncheck-
point-Genen ein vielversprechender prä-
diktiver Biomarkerkandidat ist [11].

Fazit für die Praxis

4 DNA-Methylierung verschiedener
Gene scheint ein vielversprechender
Kandidat als prognostischer und
prädiktiver Biomarker zu sein, jedoch
ist ein Nutzen für Patienten mit
HNSCC noch nicht nachgewiesen und
daher die klinische Anwendung noch
nicht empfehlenswert.

4 Die DNA-Methylierung von Genen,
wie PITX2, SHOX2 und SEPT9, ist ein
leistungsstarker prognostischer Bio-
marker im Gewebe und im Plasma.
Für eine klinische Anwendung feh-
len jedoch auch hier Studien, die
einen Patientennutzen einer biomar-
kergesteuerten Wahl der Therapie
zeigen.

4 Die DNA-Methylierung von Immun-
checkpoint-Genen, wie beispielswei-
se PD-1, PD-L1 und CTLA4, ist mit der
Expression dieser Immuncheckpoints
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korreliert. Eine Testung als prädikti-
ver Biomarker für Immuntherapien
im Rahmen klinischer Studien wird
empfohlen.
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