Institut fur Oralpathologie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Prof. Dr. Thomas Loning

Basaloide Plattenepithellasionen und ihre
Beziehung zu einer HPV-Infektion

Dissertation

zur Erlangung des Grades einer Doktorin der Zahnmedizin

der medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von

Carmen Sperber

aus Salzgitter-Lebenstedt

Juni 2008



Angenommen von der Medizinischen Fakultat
der Universitat Hamburg am: 15.09.2008

Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen

Fakultat der Universitat Hamburg:

Prufungsausschuss, der/die Vorsitzende

Prof. Dr. Th. Loning

Prufungsausschuss: 2. Gutachter/in

Prof. Dr. Dr. R. Friedrich

Prufungsausschuss: 3. Gutachter/in

Prof.Dr. M. Jaehne



Inhaltsverzeichnis

1 Binleitung ...ccceeeee e 4
1.1 [ =T =15 (= 10 o T 12

2 Material und Methoden ... 13
2.1 ==Y - R 13
211 UNtersUChUNGSGUL .......oiiiiiiie e e 13
2.1.2 KONrolIMaterial .......ccooeeeeeee e 15
213 OlIGONUKIEOTIAE ... 15
214 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien............ccccccccccvvviiiiiiiieenee, 15
21.5 Verwendete Chemikalien und ENZYMe ... 16
21.6 Verwendete Losungen und PUffer.............ooie 17

2.2 METNOAEN ... 18
2.21 HYDFA Caplure ....ceeeeiiiiiii s 18
2.2.2 D1 QLIS T=Te [UT= a1 U o T 19
2.2.3 [0 0 a1 0] aTE (o] 0T | L= 23

3 Ergebnisse ... 27
3.1 (0] 1= 1 RSSO PRERRR 27
3.1.1 [ 1157 7] (oo 1= U 27
3.1.2 Geschlechterverteilung ... 35
3.1.3 AREISVEIEIUNG ..o 35

3.2 HPV-NACRWEIS ......euiiiiiiiiiiii e 36
3.2.1 HYDFid-Caplure ... . .uuiiiiiiiiiii s nnnnaananas 36

3.3 SEAUENZEN ... 37
3.4 HPV-SEQUENZIEIUNG ... ..uiviiiiiiiiiiiiiiiiiiitiietierteaaeasarraaraaaaraaaeaaaeaaaeaaaraaaasasasansennnnnnes 38
3.5 IMMUNRNISTIOIOGIE ... e 41
3.6 Korrelation der Daten (p16 und HPV) ........uuiiiieeeeeeeeeececccccceeceeeee e, 45
4 D TS (=37 o T o 50
5 ZusammenfasSuUNg.......cccccciiirii 55
AbDbildunNgSVerzeiChNis ... s e 57
TabellenverzeiChnis ... 60
ADKUrzungsverzeiChnis ... s s s s s s e s smn s sssssssnnns 61
LiteraturverzeiChnis ........ .o s e 62
[ F Y01 €= T 11 o o R 72
ErKIGruNg e 73
Lebenslauf ... s 74



1 Einleitung

BASALOIDES PLATTENEPITHELKARZINOM [BSCC]

Das basaloide Plattenepithelkarzinom ist eine Variante, die 1% aller Plattenepithel-
karzinome umfasst. Es handelt sich dabei um einen hochmalignen, bimorphen Tu-
mor. Im Kopf-Hals-Bereich sind seit der Erstbeschreibung von Wain et al. (1986) un-
gefahr 100 Falle beschrieben worden. Hier kommt diese PEC-Variante hauptsachlich
im Hypopharynx, am Zungengrund, im Larynx, sowie im parapharyngealen und sup-
raglottischen Bereich vor. Das histologische Merkmal ist eine basaloide Komponente,
die nicht nur bei Plattenepithelkarzinomen, sondern auch in einigen Dysplasien und
fokalen plattenepithelialen Differenzierungen vorkommt. Der Begriff ,basaloid“ be-
schreibt einen soliden Verband von Zellen mit hyperchromatischen Kernen und spar-
lichem Zytoplasma. Dazwischen gibt es kleine zystische Rdume und Nekroseareale
(Wain et al., 1986). Der generell hohe Malignitatsgrad und ein haufig fortgeschrittenes
Tumorstadium bedingen eine schlechte Prognose (lhrler 2003).

Kopf-Hals-Karzinome sind generell neoplastische Erkrankungen von multifaktorieller
Atiologie, bei denen vorrangig das Zigarettenrauchen als Risikofaktor diskutiert wird,
gefolgt vom Alkoholkonsum und ihren synergistischen Effekten. Zunehmend unters-
tutzen epidemiologische Befunde eine atiologische Rolle der HPV-Infektion als Risi-
kofaktor zumindest bei einigen histologischen PEC-Subgruppen (Cann et al., 1985,
Gillison et al., 2000).

Die Ergebnisse solcher Studien deuten darauf hin, dass der Nachweis von HPV im
Tumorgewebe als prognostischer Marker hinsichtlich Krankheitsschwere und Krank-
heitsverlauf dienen kdnnte. Trotz Uberzeugender Belege aus epidemiologischen und
experimentellen Studien ist fur Kopf-Hals-Tumoren bisher noch nicht geklart, Gber
welchen Mechanismus diese Viren Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen.

Zur Abgrenzung des basaloiden Subtyps wurden in der Vergangenheit an PECs
uberwiegend immunhistochemische Untersuchungen durchgefihrt. Es galt, diesen
Tumorsubtyp zunachst histologisch von ahnlichen Tumoren wie dem kleinzelligen,
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undifferenzierten Karzinom und dem adenoid-zystischen Karzinom zu unterscheiden
(Banks et al., 1992; Morice et al., 1998). BSCCs sind histologisch eher unauffallig,
sind aber dennoch im Vergleich zu undifferenzierten SCCs mit einer schlechten klini-
schen Prognose assoziiert (Wain et al., 1986; Paulino et al., 2000).

Obwohl von den meisten Autoren das BSCC als eine eigenstandige Variante des
SCC akzeptiert wird, ist seine Histogenese noch weitgehend ungeklart. Auch ist eine
genaue Klassifikation basaloider SCC bislang nicht mdglich, da ein allgemeingtiltiges
Grading-System fur diesen Tumortyp fehlt (Owonikoko et al., 2001).

Desweiteren sind Untersuchungen zur Protein-Expression und molekulargenetische
Analysen, die die Pathogenese von BSCC erklaren, selten. Dennoch lassen neuere
Untersuchungen vermuten, dass dem BSCC und SCC unterschiedliche genetische
Veranderungen zugrunde liegen (Coletta et al., 2001; Owonikoko et al., 2001).

Einen besonderen Befund, bei dem (ber den histologischen Subtyp auf die Atiologie
des Tumors ruckgeschlossen werden konnte, stellen die Beobachtungen von Gillison
et al. dar, die bei oropharyngealen Karzinomen das Vorliegen einer HPV-Infektionen
mit einer basaloiden Morphologie in Verbindung bringen konnten (Gillison et al.,
2000).

In weiterfuhrenden Untersuchungen gilt es zu klaren, inwieweit fur SCC der Mund-
hdhle mit basaloidem Phanotyp eine HPV-assoziierte Pathogenese vorhersagbar ist.
Von besonderem Interesse ist, in welcher Form sich diese morphologischen Verande-
rungen bereits in den als Prakanzerosen eingestuften Karzinomvorstufen darstellen
lassen.

KARZINOGENESE/ONCOGENESE

Die Entstehung von Tumoren ist trotz jahrzehntelanger Forschung noch nicht in allen
Einzelheiten geklart und wirft auch heute noch viele unbeantwortete Fragen auf (Ha-
nahan et al., 2000). Erwiesen ist, dass es sich bei der Entwicklung von Tumoren um
einen mehrstufigen Prozess handelt, bei dem die einzelnen Stufen einzelne genomi-
sche Veranderungen reflektieren, die alle dazu dienen, der Zelle einen Selektionsvor-
teil zu verschaffen.

Verbreitet sind 2 Modelle fur eine solche Mehrschritt-Theorie. Wahrend bei der Ade-
nom-Karzinom-Sequenz davon ausgegangen wird, dass sich aus einem gutartigen
Tumor ein Malignom entwickelt, stellen bei der Dysplasie-Karzinom-Sequenz die ver-
schiedenen Formen der intraepithelialen Neoplasien morphologische Vorlauferlasio-
nen eines invasiven Karzinoms dar. Diese Form der Karzinogenese, die mit einer be-
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stimmten Abfolge genetischer Veranderungen einhergeht, ist eingehend fir das Cer-
vix- und Colonkarzinom dargestellt worden (Vogelstein et al., 1990). Im Falle der Cer-
vix uteri spielen im Verlauf der Tumorentstehung HPV-Infektionen eine wichtige Rolle
und sie konnten als wichtigster atiologischer Faktor identifiziert werden (zur Hausen
2000).

Ausgehend von epidemiologischen und molekularen Daten ist es naheliegend, dass
ebenfalls in der Karzinogenese von Mundhdhlenkarzinomen HPV eine Rolle spielt,
zumindest in einem Teil der Falle. Fir die Tumoren der Mundhdhle stehen umfassen-
de Studien und beweiskraftige Daten noch aus, so dass erst zukiinftige Untersuchun-
gen dazu beitragen konnen, den Umfang der Beteiligung von HPV bei der Entstehung
von Mundhdhlenkarzinomen aufzuklaren. Nach vorlaufigen Ergebnissen zahlreicher
Studien ist jedoch ein ahnlicher Verlauf denkbar.

HumAN PAPILLOMA VIRUS [HPV]

Erstmals wurden 1933 Viruspartikel aus einer Papillomatose beim Kaninchen isoliert
und als infektidses Agens identifiziert (Shope 1933).

Bei dem HP-Virus handelt es sich um ein ca. 7,9 kb grofRes, hllenloses, doppels-
trangiges, zirkulares DNA-Virus, das an einer Vielzahl von Erkrankungen im Anogeni-
tal- und Aerodigestivtrakt beteiligt ist. Gegenwartig sind uber 80 HPV Typen bekannt.
Traditionell wurden die verschiedenen Typen nach Zugehorigkeit zur aufderen Haut
oder zur Schleimhaut und in Abhangigkeit von ihrer Fahigkeit, Karzinome hervorzuru-
fen, in high-risk- und low-risk-Typen unterteilt (Stammbaum-Tabelle) (zur Hausen,
1996). Diese Viren infizieren im Plattenepithel die Zellen der Basalzellschicht. Die
HPV-assoziierten Erkrankungen erstrecken sich von gewohnlichen Warzen uber la-
ryngeale Papillome bis hin zu zervikalen Karzinomen, wobei auch Papillome zu Kar-
zinomen entarten.

Das HPV-Genom wird im wesentlichen in 3 Abschnitte unterteilt: die URR (,up stream
regulatory region®), der neun offene Leseraster (open-reading frames) folgen, die sich
auf 7 Frihphasen Gene (E = early) und 2 Spatphasen Gene (L = late) verteilen. Die
URR kodiert nicht fur ein Protein, sondern besteht aus einer Reihe von Bindungsstel-
len fur Aktivatoren und Suppressoren der Transkription. Sie ist insofern von Bedeu-
tung, als sie die Transkription viraler Gene reguliert und somit die Translation viraler
Proteine kontrolliert. Die Gene der ,early region® dienen unter anderem der Replikati-
on der Virus-DNA. Sie kodieren fur die viralen Onkoproteine E1, E2, E4, E5, E6 und
E7. Das E1-Protein bestimmter HPV-Typen besitzt ATP-ase und Helicase-
Eigenschaften. E2 bindet an die HPV-URR und wirkt sowohl als Aktivator als auch
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Suppressor der viralen Transkription (Milde-Langosch et al., 1999). Eine Bindung des
E4-Proteins an das Zytoskelett induziert vermutlich die Destruktion der Zytokeratinfi-
lamente, was fur die Freisetzung der Virionen aus den Zellen von Bedeutung ist. Die-
se Veranderung kommt morphologisch in dem sogenannten zytopathischen Effekt
zum Ausdruck, der fur HPV-infizierte Zellen charakteristisch ist. Das E5-Protein er-
hoht die EGF-vermittelte SignallUbertragung in der Zelle (Park et al., 1995; zur Hau-
sen, 1994).

V50
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HPV30N HPV30 HPVES
HPV1S iy
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Abbildung 1: HPV-Dendrogramm (nach zur Hausen); HPV-high-risk Typen:rot,HPV-low-
risk Typen: griin markiert. Der HPV-Stammbaum der genitalen HPV-
Typen ist den oralen HPV-Typen gegeniibergestellt.

Bei der viralen Replikation und fur die neoplastischen Transformation der Wirtszelle
spielen insbesondere die Onkoproteine E6 und E7 eine entscheidende Rolle. Sie bin-
den an p53 und Rb, die ihrerseits an der Regulation des Wachstums beteiligt sind
(Kim et al., 2005).
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Die Gene der ,late region® kodieren flr diejenigen Proteine, die der Virusverbreitung
dienen. Die Gene L1 und L2 werden erst zu einem spaten Zeitpunkt transkribiert und
kodieren fur die viralen Kapsidproteine (Milde-Langosch et al., 1999).

HPV UND DIE TUMORSUPPRESSORGENE

Das orale Epithel reagiert sensibel auf virus-induzierte Veranderungen, wie durch
Einbringung des Virus in Keratinozyten gezeigt werden konnte (Eversole et al., 2000;
Elamin et al., 1998). Normale Zellen des Plattenepithels verfligen Uber die Fahigkeit,
Veranderungen in den Wachstumsmustern wieder zu erkennen. Diese Mechanismen
dienen dazu, die zellulare mitotische Unversehrtheit beizubehalten und damit eine
Tumorentstehung zu unterdriacken. Diese Funktion wird von sogenannten Tumor-
suppressor-Genen tUbernommen. Eines davon ist das p53-Gen, bei dem es sich um
einen Transkriptionsfaktor handelt, der die Zellproliferation blockieren kann. P53 rea-
giert auf DNA-Schaden, in dem es einen Stillstand in der G1-Phase hervorruft und so
regulierend in die Zellproliferation eingreift.

Das pRb-Gen ist in der Lage, auf transkriptioneller Ebene die Genexpression zu un-
terdricken. Rb kann durch Zyklin-abhangige Kinasen zu pRb phosphoryliert werden,
so dass Rb seine Fahigkeit, die Genexpression zu unterdriicken, verliert und eine
unkontrollierte Zellteilung stattfinden kann.

P16 gehort zu den INK4-Tumorsuppressor-Genen, die als Zyklin-abhangige Kinase-
Inhibitoren fungieren. Durch Hemmung derjenigen Zyklin-abhangigen Kinasen, die Rb
phosphorylieren, ist es mdglich, die Zellproliferation zu blockieren. Eine Blockierung
der Zyklin-abhangigen Kinasen durch Gene der INK4-Familie ermoglichen es dem
Rb-Genprodukt, das Zellwachstum zu unterdriicken. Es konnte gezeigt werden, dass
in den meisten Kopf-Hals-Karzinomen p16 in hypermethylierter Form oder in verrin-
gerter Expression vorliegt, was einen Verlust der Funktion zur Folge hat (Yuen et al.,
2002). Allerdings ist p16 gerade in HPV-assoziierten Karzinomen Uberexprimiert
(Fregonesi et al., 2003). Dieses Phanomen ist nicht genau verstanden und bezieht
sich evtl. auf den Verlust eines negativen Feedbacks, da das HPV Protein E7 pRb
phosphoryliert und dieses damit inaktiviert. Diese Inaktivierung konnte zum Verlust
eines negativen Feedbacks hinsichtlich der p16-Expression fuhren (Cunningham et
al., 2006).

Obwohl eher der Funktionsverlust von p16 und die verringerte Expression in einer
Vielzahl von Organsystemen (Chakravarti et al., 2003, Feakins et al., 2003, Kawagu-
chi et al., 2003, Leversha et al., 2003, Makitie et al., 2003, Mihic-Probst et al., 2003)
mit der Entstehung von Tumoren assoziiert ist, sind zervikale Dysplasien und Karzi-
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nome durch eine Uberexpression von p16 charakterisiert. Zum Nachweis einer high-
risk HPV-assoziierten und high-grade zervikalen intraepithelialen Neoplasie ist der
immunhistologische Nachweis der p16-Expression als Ersatzmarker bereits akzeptiert
(Kalof et al., 2006). Zwar wurde bereits vorgeschlagen, die Uberexpresson von p16
auch bei oralen Neoplasien als Ersatzmarker flr eine HPV-induzierte high-grade
Dysplasie oder ein Karzinom einzusetzen, jedoch ist es bisher nicht gelungen, in die-
sen Tumoren eine Ubereinstimmung zwischen p16-Expression und Présenz von
HPV-DNA mittels PCR-Analyse zu zeigen.

Auch andere Untersuchungen an malignen oralen Lasionen haben zeigen konnen,
dass eine Verbindung zwischen HPV-Infektionen und einer Uberexpression des p16
Gens existiert. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass insbesondere die HPV-
Subtypen 16 und 18 mit einer p16-Uberexpression in maligen oralen Lasionen und
oralen SCC in Verbindung stehen (Fregonesi et al., 2003). Dagegen interpretieren
Nemes et al. (2006) ihre Versuchsergebnisse so, dass die Expressionen von p16,
p53 and Rb in oralen Plattenepithelkarzinomen unabhangig sind von einer HPV-
Infektion.

MECHANISMEN DER TUMORENTSTEHUNG DURCH HPV-INFEKTIONEN

FiUr das zervikale SCC ist der Mechanismus mit HPV-Infektion, insbesondere mit den
high-risk Typen 16 und 18 eingehend untersucht. Weltweit gehen beim Zervix-
Karzinom mehr als 90% mit einer HPV-Infektion einher. In den meisten Fallen sind
die HPV-Typen 16 und 18 beteiligt (Walboomers et al., 1999). Untersuchungen an
Zervixkarzinom-Zelllinien haben gezeigt, dass zellulare Mutationen und genomische
Integration von Virus-DNA fiir den negativen Effekt der HPV-Infektion verantwortlich
sind (Havre et al., 1995; Liu et al., 1997; Hashida und Yasumoto, 1991; White et al.,
1994). Die Onkoproteine E6 und E7 stehen normalerweise unter der Kontrolle der
beiden Inhibitor-Gene E1 und E2. Diese Gene kdnnen durch Integration der Virus-
DNA verloren gehen oder so verandert sein, dass eine unkontrollierte Transkription
von E6 und E7 mdglich ist (Baker et al., 1987). Diese Proteine sind ihrerseits in der
Lage, die Funktion der Tumor-Suppressor-Gene Rb und p53 zu stéren und die Zell-
zykluskontrollpunkte in der G1-Phase zu kontrollieren (Werness et al., 1990). Veran-
derungen im p53-Gen liegen bei einer grolden Vielzahl verschiedener Tumoren vor
(Hollstein et al., 1991) und es ist bekannt, dass p53 das Ziel verschiedener viraler
Infektionswege ist (Levine, 1990). Im Falle einer Inaktivierung von Tumor-Suppressor-
Genen konnen sich die Zellen unkontrolliert vermehren und es ist zudem maoglich,
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dass genomische Mutationen akkumulieren, was im Zusammenhang mit Tumorent-
stehung und -entwicklung ebenfalls von Bedeutung ist.

Der Mechanismus der Inaktivierung lauft wie folgt ab: das E6 bindet an das E6 asso-
ziierte Protein, dieser Komplex bewirkt eine ubiquitin-abhangige Veranderung am
p53-Gen, wodurch p53 inaktiviert wird (Scheffner et al., 1993). E7 ist in der Lage, an
das Gen-Produkt von Rb zu binden und damit zu interagieren (Dysen et al., 1989),
indem es die Rb-Proteine phosphoryliert, was zu einer Degeneration des Proteins
durch Ubiquinierung fihrt (Boyer et al.,, 1996). Die Folge ist eine E2F-Aktivierung,
wodurch Transkriptionsfaktoren produziert werden, die die Zellproliferation unterstit-
zen. Ferner steht das Tumor-Suppressor-Gen p16 in engem Zusammenhang mit dem
Rb-Regulationsweg. So kann p16 in Zellen mit Rb-Verlust keine effektive Tumorsupp-
ression mehr bewirken (Koh et al., 1995; Lukas et al., 1995; Medema et al., 1995).
Die Funktion des p16 Gen-Produktes besteht darin, das Fortschreiten des Zellzyklus
zu unterbinden. P16 bindet an die Zyklin-abhangigen Kinasen 4/6, die Phosphorylie-
rung kann nicht erfolgen und das Retinoblastoma-Gen-Produkt (Rb) wird nicht akti-
viert. Es kommt zur Ausschuittung des Transkriptionsfaktors E2F, der den Zellzyklus
verlangsamt.

Es sind viele andere Mechanismen entdeckt worden, die die Beteiligung von HPV in
der Karzinogenese sichern (zur Hausen, 2000). Viele davon sind auch bei Kopf-Hals-
Tumoren wirksam.

In malignen Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches konnten vermehrt die HPV Typen 16
und 18 nachgewiesen werden. Daneben sind, wenn auch nur selten, viele andere
HPV-Typen in Kopf-Hals-Tumoren gefunden worden, darunter die Typen 31, 33, 39,
45, 52, 58 und 69 (zur Hausen, 1996). Fur den PCR-basierten Nachweis der unter-
schiedlichen HPV-Typen sind in den letzten Jahren vorrangig ,consensus® Primer
entwickelt worden, die mdglichst viele der genannten Typen erfassen sollen.

In der Mehrzahl der Untersuchungen, die sich mit oralen Lasionen befasst haben, ist
die Lokalisation Mundhohle nicht weiter spezifiziert worden. Dennoch ergibt sich,
dass die am haufigsten betroffenen Regionen die Lippen, das anteriore Drittel der
Zunge, der Mundboden, der harte Gaumen, die Gingiva und die Wangenschleimhaut
sind. Hiervon ist der Oropharynx zu unterscheiden, welcher den weichen Gaumen,
den Zungengrund, die Tonsillenregion und den hinteren Pharynx umfasst. Insbeson-
dere fur diese Karzinome ist die haufige Assoziation mit einer HPV-Infektion bekannt
(Gillison et al., 2000).
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Schon die Tatsache, dass HPV bevorzugt epitheliale Gewebe infiziert, macht die
Vermutung einer Verbindung zwischen oralen Plattenepithelkarzinomen und HPV
wahrscheinlich. Eine erste Bestatigung hierflr lieferten lichtmikroskopische Beobach-
tungen in oralen Lasionen, in denen sich ein zytopathischer Effekt (Koilocytose) zeigt,
wie er fur HPV-Infektionen charakteristisch ist (Syrjanen et al., 1983). Diese Beobach-
tungen konnten spater durch In-Situ-Hybridisierungen bestatigt werden. HPV-DNA
wurde in oralen Prakanzerosen (4/5 Leukoplakien) und invasiven Karzinomen (3/6
Karzinome) nachgewiesen, wodurch ein kausaler Zusammenhang von HPV und ora-
ler Karzinogenese bestatigt wurde (Loning et al., 1985). Weitere zytologische Merk-
male ergaben Ubereinstimmungen mit einer HPV-Infektion. Hierzu z&hlt auch der
Mangel an Keratin (Wilsczynski et al., 1998).

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass humane Keratinozyten und auch orale Epi-
thelzellen, die die HPV-Gene E6 und E7 exprimieren, gleichermalien die Fahigkeit
besitzen, in Kultur spontan zu immortalisieren (Munger et al., 1989; Park et al., 1991;
Oda et al., 1996; Munoz, 2000). Diese Daten, die an Zelllinien gewonnen wurden,
unterstitzen ebenfalls die Vermutung, dass HPV-Infektionen nicht ausschlieflich in
anogenitalen epithelialen Lasionen vorkommen, sondern auch andere Epithelien be-
treffen kdnnen.

Die Mehrheit der Untersuchungen zur HPV-Infektion in Kopf-Hals-Tumoren haben
sich auf den Nachweis der HPV-Typen 16 und 18 konzentriert, zumal diese Viren in
zervikalen Karzinomen als high-risk identifiziert wurden. Interessanterweise wurden in
oralen Karzinomen der Mundhohle die HPV-Typen 6, 11 und 33 nicht gefunden (Mork
et al.,, 2001), obwohl sie in anderen Kopf-Hals-Tumoren, wie z.B. in Larynx-
Papillomen vorkommen.

11
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1.1 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob ein kausaler Zu-
sammenhang zwischen einer HPV-high-risk Infektion und einem basaloiden Phanotyp
in Lasionen des oralen Plattenepithels besteht. Im Fokus der Untersuchung waren
dabei speziell die basaloiden Plattenepithelkarzinome.

Weiterhin sollte Uberprift werden, ob Veranderungen der p16-Expression auch bei
oralen Lasionen Rickschlisse auf das Vorliegen einer HPV-Infektion zulassen.

12



2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Untersuchungsgut

Bei dem Untersuchungsgut handelte es sich ausschliellich um Archivmaterial aus
dem Hamburger Institut fir Oralpathologie. Die Gewebeproben wurden zwischen
2000 und 2006 sowohl aus dem UKE als auch von auswartigen Einsendern an das
Institut far Oralpathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf zur konsi-
liarischen Beurteilung eingesendet und anschlieRend dort archiviert.

Es wurden 34 Gewebeproben aus der Region des Kopf-Hals-Bereiches unter-
sucht. Die Gewebeproben waren formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet.

Die Auswahl der basaloiden PECs der Mundhohle wurde anhand der histologi-
schen Befunde getroffen. Es fand eine Nachbegutachtung durch einen Pathologen
statt.

Als Kontrollgruppe wurde ein Kollektiv von Papillomen und Dysplasien/ Hyperpla-
sien der Mundhohle untersucht. Zugleich wurde dieses Kollektiv genutzt, um zu
Uberprifen, ob in oralen Papillomen und Prakanzerosen eine mit den genitalen
Lasionen vergleichbare Verteilung der HPV-Typen vorliegt.



Material und Methoden

Tabelle 1: Untersuchungsgut

| Nr. | Alter | Geschlecht | Histologie | Lokalisation
basaloide Plattenepithelkarzinome
1 61 m basaloid Mundschleimhaut
2 65 m knochernes Resektat (regio42-43) Unterkiefer rechts
3 68 m basaloid Zungenrand links
4 82 m basaloid Parotis
5 65 w basaloid Unterkiefer rechts
6 81 W basaloid Parotis
7 40 W Metastase Hals
8 49 w verrucds, hochdifferenziert UK rechts
9 67 W kondylomatds Mundschleimhaut 35
10 74 W basaloid (partiell) kleine Speicheldriisen
11 76 W basaloid Zungengrund
12 37 m basaloid Hals-LK
13 42 m basaloid Hals links
14 48 m basaloid Zungengrund
15 62 m Metastase Hals-LK
16 64 m basosquamos, EBV-assoz. weicher Gaumen
17 70 m basaloid Parotis
Papillome
18 57 m plattenepithelialer Typ Nasengang rechts
19 80 m Zungenrand links
20 20 m Larynx
21 41 m hyperkeratotisch SH Gaumen
22 49 m regio 31-32
23 56 m Zunge/SH regio 37
24 64 w fibroepithelial Unterlippe/Wange
25 ? m hyperkeratotisch Unterlippe
26 61 W Unterlippe/Wange
27 71 W atypisch WangenSH 47/48
Hyperplasien/Dysplasien
28 42 m parakeratotisch WangenSH
29 47 m verrucos Speicheldriise
30 92 W papillér Oberlippe
31 37 m verrucos WangenSH
32 54 m Candidiasis SH Zungenriicken
33 30 W
34 76 W verrucos Mundwinkel links
Kontrollen
| 35 | 19 | m |Analkanal
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21.2 Kontrollmaterial

Bei der p16-Immunhistochemie wurde ein Gewebeschnitt mit starker p16-
Expression als Positivkontrolle genutzt. Fur die Negativkontrolle wurde in der Im-
munhistologie ein Schnitt ohne Primarantikdrper mitgefuhrt.

Bei dem Kontrollmaterial fir die HPV-Sequenzierung handelt es sich um ein HPV-
high-risk positives Plattenepithelkarzinom des Analkanals.

213 Oligonukleotide

Primer GP5+ : 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3
Primer GP6+ : 3-CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG-5
Kontrollprimer B-Globin-F: 5-GCCATCACTAAAGGCACCGAGC-Z

Die Sequenzen der Primer wurden von Jacobs et al. (1995) beschrieben. Die Peri-
mer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) bezogen.

21.4 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Mikrotom HM 400 Mikrom GmbH, Walldorf
Hybridisierungsofen, Shaker Amershan Biosciences, UK
Wasserbad Medax Wilke & Witzel, Hamburg
Beschichtete Objekttrager Histobond Marienfeld, Deutschland
Kamera AxioCam MRc5 Zeiss Jena, Deutschland

Entparaffinator Shandon Varistain 24-4  Thermo Electron Cooperation
Mikrowelle Micromat Duo AEG/Elektrolux, Stockholm
Mikrowellengefalle Dako, Hamburg

Farbekuvetten mit Objekttragereinsatz Assistent, Sondheim, Deutschland

Schuttlerwasserbad Typ 1083 GFL, Burgwedel

Mikroskop Axiophot2 Zeiss Jena, Deutschland

Vortexer VF2 Janke & Kunkel, Staufen,Deutschland
Zentrifuge Universal 32 R Hettich Zentrifugen, Wesseling-Berzdorf
Photometer Smart Spec 3000 BioRad, Minchen

Eppendorf Thermomixer HLC-HBT130 Wowenden, Deutschland

Thermocycler, Personal Cycler Biometra, Goéttingen
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Minishaker, Minischuttler, MS2
Kuhlschrank Comfort

Gefrierschrank Premium
Luminometer

UVP Transilluminator

DNA Sub Cell Electrophoresis System

IKA-Works,Inc., Wilmington, USA
Liebherr,Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

DML2000 Digene (6000-2240), Frankfur
Spectroline, Deutschland

Bio Rad, Munchen

Geldokumentationseinheit Universal Hood Bio Rad, Miinchen

215

Verwendete Chemikalien und Enzyme

FiUr die durchgefuhrten Untersuchungen wurden folgende Chemikalien und Rea-

genzien verwendet:

ANTIKORPER
Maus anti-human p16 (Clon G175-405)
Normalserum Kaninchen

Kaninchen anti-Maus IgG biotingekoppelt

SONSTIGE CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

Diamino-di-benzidin
Natriumchlorid
Citronensaure

1 N HCI
Trizma-Base
Citronensaure Monohydrat
Methanol

H202 30%
ABC-Vectastain Elite
Antibody Diluent
Mayers Hamalaun
Xylol

Ethanol

QIAamp DNA Mini Kit
Taq PCR Core Kit

Pharmingen,USA, Kat. 554070
DAKO, X0902
Dako, E0413

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D8001
Merck,#101540, Darmstadt
Merck, # 244

Merck, #1.09057

Sigma, T1503

Merck, #913349
Merck,#106008

Merck, #107210

PK-6100, Vector Lab. Inc., USA
DAKO, S3022

Merck,# 1.09249

Merck, #818754

Merck, #100983

Qiagen Hilden 51306,

Qiagen Hilden 201225
16
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HYBRIDISIERUNGSSONDEN:
HPV Test Dual Probe

HPV Test High Risk

HPV Test Panel 6 member
HPV Validation Panel

Agarose (Nusieve 3:1)

Gene Ruler

Digene (5101-1096)
Digene (5101-1190)
Digene (5101-1024)
Digene (5101-1042)

Biozym, hess. Oldendorf 850090
MBI Fermentas, Lithuania SM0241

Alle hier nicht aufgeflihrten Chemikalien und Reagenzien wurden von der Firma

Merck bezogen.

21.6 Verwendete Losungen und Puffer

Ethidiumbromid-Lsg:
TAE (pH 7,8):

TBS (pH 7,6):

VORBEHANDLUNG
Citratpuffer, pH 6,0

PEROXIDASE-BLOCKIERUNG
Blockade:

Kaninchen Normalserum:

PRIMARANTIKORPER

Maus anti-Human p16

SEKUNDARANTIKORPER

Kaninchen-Anti-Maus 1gG/ Biotin

10 mg/ml H20
40 mM Tris

1 mM EDTA
1,6 mM C3H40,

7,4 mM  Trishyroxymethylami-
nomethan

43,5 mM Trishydrochlorid
150 mM  Natriumchlorid

0,1 M Citronensaure
0,1 M Natriumcitrat

9,756 mM Methanol
24,39 mM H,0,
1 : 10 in Dako-Antibody Diluent

1: 100 in Dako-Antibody Diluent

1: 200 in Dako-Antibody Diluent

17
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ABComplex: 1 Tropfen Lsg. A + 1 Tropfen Lsg. B

in 2,5 ml TBS

30 min Vorinkubation, RT, Ruttler
DAB-Stocklésung: 100 mg Diaminobenzidin

in 20 ml TBS (pH 7,6)
DAB-Gebrauchslésung: 1:10 in TBS verdinnt,

portionieren, bei -20°C lagern
Detektionslosung: 1 ml DAB-Gebrauchslésung
+60 pl 30 % H20;

2.2 Methoden

2.21 Hybrid Capture

Alle Tumorproben wurden zunachst mit der Hybrid-Capture Methode auf das Vor-
liegen einer HPV-Infektion untersucht und nach HPV-high-risk oder HPV-low-risk
Infektion selektiert. Dazu wurden die Proben entsprechend der Angaben des Hers-
tellers aufgearbeitet (alle verwendeten Losungen waren Bestandteil des Digene
Hybrid-Capture HPV Kit.

DENATURIERUNG

Die Extraktion der DNA erfolgte in einer Kombination aus mechanischem und
chemischem Gewebeaufschluss. Das Denaturierungsreagenz wurde nach Herstel-
lerangaben vorbereitet und zu den Tumor- und Kontrollproben pipettiert. Anschlie-
Rend waren die Proben 5 sec bei hoher Geschwindigkeit im Schuttler. Die Losung
wies danach eine purpurrote Farbe auf. Zur Denaturierung der DNA erfolgte eine
Inkubation bei 65°C fur 45 min. In der Zwischenzeit wurde das HPV-
Sondengemisch vorbereitet.

HYBRIDISIERUNG

Die Probe mit der denaturierten DNA wurde gut durchgemischt und es wurden 75
gl in das ,LR* Roéhrchen und 75 pl in das ,HR"-Rdhrchen pipettiert. Anschliel3end
erfolgte eine Inkubation bei 20-25°C flir 10 min. Danach wurden 25 pl low-risk-
HPV-Sondenmischung in die ,LR*“Rdéhrchen und 25 pl high-risk-HPV-
Sondenmischung in die ,HR“-Rd6hrchen pipettiert. Die Mikrordhrchen wurden ver-
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schlossen und 3 min auf dem Kreisschuttler bei 1100 U/min geschuttelt. Der Erfolg
der Hybridisierung zeigte sich in einer gelben Verfarbung der Losung. Es folgte
eine Inkubation bei 65°C fir 60-65 min, wahrenddessen die Capture-
Mikrotiterplatte vorbereitet wurde.

HYBRID-CAPTURE

Die Losungen wurden aus den Mikrorohrchen mit einem 8-Kanal-Dispenser auf
eine Capture-Mikrotiterplatte Uberfuhrt. Die Platte wurde abgedichtet und bei 20-
25°C bei 1100 U/min fur 60 min geschuttelt. Wahrend dieses Vorganges wurde der
Waschpuffer vorbereitet. Danach wurde die Capture-Mikrotiterplatte dekantiert und
Restfllissig wurde abgetropft.

HYBRIDENNACHWEIS

Zum Nachweis der entstandenen Hybride wurden 75 pyl Nachweisreagenz 1 in die
Vertiefungen der Capture-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Capture-Mikrotiterplatten
wurden wieder verschlossen und bei 20-25 °C fur 30-45 min inkubiert.

SPULVERFAHREN

Uberschussige Reagenzien und Farbpréazipitate wurden durch 6-maliges Splilen,
Dekantieren und abschlieendes Abtupfen der Platten entfernt.

SIGNALAMPLIFIKATION

Zur Verstarkung der Signale wurde in die Vertiefungen der Capture-Mikrotiterplatte
75 pl Nachweisreagenz 2 pipettiert und diese nochmals bei 20-25°C fur 15-30 min
inkubiert.

DETEKTION

Uber die unterschiedliche Markierung der Sonden lieRen sich die jeweiligen Hybri-
de bestehend aus Tumor-DNA + Hybridisierungssonde (low-risk oder high-risk)
unterscheiden. Die Messung erfolgte in einem DML 2000-Luminometer der Fa.
Digene.

222 Direkte Sequenzierung

In den Fallen, die nach dem Hybrid-Capture Test eine HPV-high-risk Infektion auf-
wiesen und in Fallen mit zweifelhaften negativen Ergebnissen, z. b. bei nachge-
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wiesener p16-Uberexpression, wurde der HPV-Typ mit Hilfe von Konsensus-
Primern Uber eine direkte Sequenzierung bestimmt.

DNA-EXTRAKTION

Fir die DNA-Extraktion wurde der Qiagen Mini Kit verwendet. Die Durchfihrung
erfolgte entsprechend der Herstelleranweisung, alle verwendeten Losungen waren
Bestandteil des Kits.

Vorbereitung:

Die DNA wurde aus 3-5 ca. 4 um dicken Paraffinschnitten isoliert. Die Schnitte
wurden in 2 ml Mikrozentrifugenréhrchen Gberfuhrt.

Zuerst wurde eine Entparaffinierung durchgefihrt (s. Standardprotokoll A, aus: Bei-
lage im QiampDNA Mini Kit). Je Réhrchen wurden 1200 ul Xylol dazugegeben. Der
Inhalt wurde auf dem Schuttler gemischt. Der Gewebeanteil wurde abzentrifugiert
(5min, 13000 Upm (Universal 32R)). Der Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert
und verworfen. AnschlieRend wurden in jedes Rohrchen 1200 pl 100%-iges Etha-
nol gegeben, gemischt und zentrifugiert (s.0.). Der Uberstand wurde entfernt und
der Vorgang noch einmal wiederholt. Zum Trocknen der Gewebeproben wurden
nach dem Abpipettieren des Ethanols die offenen Réhrchen bei 37°C im Inkubati-
onsschrank fur 10-15 min inkubiert. Das Gewebe wurde in 180 pl ATL-Puffer re-
suspendiert.

DNA-ISOLIERUNG

Fir die Isolierung der DNA wurden in die Rohrchen 20 ul Proteinkinase-K gege-
ben, vermischt und Uber Nacht bei 56°C auf einem Schuttler inkubiert. Die Inkuba-
tion erfolgte solange, bis die Probe vollstandig gelost war.

Der Probeninhalt wurde kurz zentrifugiert. Es wurden 4 ul Rnase (100mg/ml) hin-
zugeflgt und 15 sec gemischt, bevor fur 2 min bei RT inkubiert wurde. Anschlie-
Rend wurde wieder kurz zentrifugiert.

Es folgte die Zugabe von 200 ul AL-Puffer. Die Losungen wurden fur 15 sec ge-
schuttelt und flr 10 min bei 70°C inkubiert.

Nach kurzem Zentrifugieren wurden 200 pl 100%iges Ethanol dazugegeben, die
Probe 15 sec geschittelt und anschlielend zentrifugiert.
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Vorsichtig wurde die Probe auf die QlAamp Spin Saule in einem 2-ml-
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die Kappe wurde geschlossen und das Ganze fur 1 min
bei 8000 U/min zentrifugiert.

Die Saule wurde nun in ein neues 2-ml-Reaktionsgefal} gesetzt und das Eluat ver-
worfen.

Zum Spulen wurden 500 ul Puffer AW1 auf die Saule gegeben und die Probe 1
min bei 8000 U/min zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Saule auf ein neues 2-
ml-Reaktionsgefal® tberfuhrt.

Es wurden 500 ul Puffer AW2 auf die Saule pipettiert und anschlie®end fir 3 min
bei max. Rotorgeschwindigkeit zentrifugiert. Die Saule wurde nun in ein neues
Reaktionsgefal® Uberflihrt und das Eluat verworfen.

Zum Eluieren der DNA wurden 200 pl Puffer AE auf die Saule gegeben und 1 min
bei RT inkubiert. Danach wurde fir 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert. Das Eluat
aufgefangen und der Schritt einmal wiederholt.

QUANTIFIZIERUNG DER DNA

Die DNA wurde in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

Ein 1 pl-Aliquot wurde im Photometer Smart Spec 3000 der Fa. BioRad bei 260 nm
gemessen.

PCR

Zur Amplifikation der HPV-DNA wurde der Qiagen Taq PCR Core Kit verwendet.
Die Durchfuhrung erfolgte entsprechend der Herstellerangaben. Die verwendeten
Ldsungen waren in dem Kit enthalten.

In die PCR-Reaktion wurden 1 ng DNA eingesetzt.

Es wurden folgende Primer verwendet ( Jacobs et al. 1995):
Primer 1: GP5+ (5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3)
Primer 2: GP6+ (3-CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG-5)

Fiar die Polymerasekettenreaktion wurde ein Mastermix angesetzt, der alle Rea-
genzien enthielt mit Ausnahme der DNA-Probe (Template):
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Mastermixes

Mastermix Ml Konz.
10 x PCR Puffer 5 ul

dNTP mix 1ul 20uM
Primer Gp 5+ 0,5 ul 50pmol
Primer Gp 6+ 0,5 ul 50pmol
Taq DNA Polymerase 0,25 pl 1U

A. bidest. 37,75 ul |-
Template DNA 5 pl 1ng
Gesamtvolumen 50 pl -

Bei jeder PCR wurden sowohl eine Positivkontrolle (DNA eines bekannten HPV-
high-risk Falles) und als auch eine Negativkontrolle (Aqua sterile) mitgefuhrt.

Far die PCR wurde der Thermocycler der Fa. Biometra (Trio Thermoblock) mit fol-
gendem Programm verwendet:

Tabelle 3: PCR-Programm

Vorbehandlung 3 min 94°C
Denaturierung 0,5—-1 min 94°C

Annealing der Primer 0,5-1min | 50-68°C

Kettenverlangerung 1 min 72°C

Anzahl der Zyklen 25-35

Nachbehandlung 10 min 72°C

Nach Programm-Ende wurden die Proben im Thermocycler auf 20°C abgekuhlt
und dann bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.

NACHWEIS UND IDENTIFIKATION DES PCR-PRODUKTES

Der Erfolg der PCR wurde zunachst in einem 1,5%-igen Agarose-Gel Uberprift.

Dazu wurde ein 1,5%-iges Agarosegel in 1x Tris-Ac-Puffer mit 0,05 pug/ml Ethi-
diumbromid eingesetzt. Zum Vorbereiten der Proben fur die Elektrophorese wur-
den 1 pl einer 6x Loading Dye Solution (MBIl Fermentas, Gene Ruler) und 10 pl
PCR-Produkt zusammenpipettiert.
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Als DNA-Molekulargewichtsmarker wurde die Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
(MBI Fermentas) in folgender Zusammensetzung verwendet:

1ul  Gene Ruler 100 bp DNA
1yl 6x Loading Dye Solution
9ul  Aqua dest.

Nach Einbringen der Proben in die Geltaschen erfolgte die elektrophoretische Auf-
trennung bei 80 Volt in 1x Tris-Ac-Puffer Uber 35 min. Ausgewertet wurde das Gel
auf einem UV-Transilluminator, wobei die Dicke der mit Ethidiumbromid sichtbar
gemachten Banden direkt mit der DNA-Menge korrelierte. War flr eine Probe die
Bande nur sehr schwach oder gar nicht zu erkennen, musste die entsprechende
PCR wiederholt werden. Das Kontrollgel wurde zur Dokumentation fotografiert.

SEQUENZIERUNG

Das PCR-Produkt wurde vor der Sequenzierung aufgereinigt und in die Sequenz-
reaktion eingesetzt. Das Alignement erfolgte mit dem Programm ,BioEdit* (Se-
quenzer der Fa. ABI).

223 Immunhistologie

Von den fur die Untersuchung vorgesehenen Paraffinblocken wurden fur den im-
munhistologischen Nachweis der p16-Expression 4 ym dicke Schnitte angefertigt
und auf beschichtete Objekttrager aufgezogen.

Als Positivkontrolle wurde eine positive Tumorprobe und als Negativkontrolle ein
Tumor aus dem Untersuchungsgut bei jeder Reaktion mitgefihrt.

IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS DER P16-EXPRESSION MIT DER DAB-METHODE

Als Detektionsverfahren wurde die DAB-Methode gewahlt. Das Prinzip dieser Me-
thode beruht auf der hohen Bindungsaffinitat von Avidin, einem Huhnereiweil3-
Glykoprotein zu Biotin (Vitamin H). Der AB-Komplex besteht aus Avidin und einem
biotinylierten Enzym, in diesem Fall einer Peroxidase. Dieser Komplex wird Uber
einen biotinylierten Sekundarantikdrper an den Primarantikdérper gebunden, der
wiederum gegen das zu untersuchende Antigen gerichtet ist. Die Antigen-
Antikoérper-Reaktion wird durch eine Enzym-Substratreaktion sichtbar gemacht.
Durch Zugabe von Diaminobenzidin (Peroxidase-Substrat-Kit DAB) entsteht ein
braunes Prazipitat, welches das Antigen spezifisch nachweist.
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Herstellung der Paraffinschnitte

Am Mikrotom wurden 4-6 pm dicke Schnitte hergestellt. In einem handwarmen
Wasserbad wurden die Schnitte gestreckt und auf beschichtete Objekttrager (Ma-
rienfeld Histobond) aufgezogen. Danach wurden sie 20 min bei 60°C im Warme-
schrank getrocknet.

Entparaffinierung

Die Schnitte wurden im Entparaffinator im Xylol entparaffiniert und anschliel3end
durch die absteigende Ethanolreihe (100% - 80%) bis zum 80%igen Ethanol ge-
fuhrt.

Demaskierung der Epitope (Mikrowellenbehandlung)

Zur Demaskierung der Antigene wurden die Schnitte in mikrowellengeeignete Ku-
vetten mit 200 ml Citratpuffer (pH 6,0) Gberfuhrt und bei 1000W Mikrowellenleis-
tung fur 2-3 min zum Kochen gebracht. Danach folgte eine Reduzierung der Mik-
rowellenleistung auf 500W fir 2 min, ein Abstoppen des Kochvorganges und eine
viermalige Wiederholung dieser beiden Schritte. Die Schnitte wurden in 20-25 min
durch schrittweisen Austausch von heilem gegen kalten Puffer abgekuhilt.

Danach folgte ein 2 x 5 minutiges Puffern mit TBS.

Methanolblockade

Die endogene Peroxydase wurde durch Inkubation der Schnitte fir 20 min mit
frisch angesetzter Methanol-H,O,-Losung gehemmt. AnschlieRend wurden die
Praparate in TBS gespdlt.

Absattiqung unspezifischer Bindungen

Die Objekttrager wurden in eine feuchte Kammer Uberfuhrt. Zur Absattigung un-
spezifischer Bindungen wurden auf jeden Objekttrager Normalserum pipettiert. Die
Inkubation der Schnitte erfolgte fur 30 min in der feuchten Kammer bei RT.

Primarantikdrperbehandlung

Nachdem das Normalserum dekantiert war, wurden jeweils 100 pl Primarantikorper
(Maus anti-Human p16) auf die Schnitte pipettiert. Der Primarantikdrper wurde in
einer Endverdinnung von 1:80 eingesetzt. Die Inkubation der Schnitte erfolgte in
einer feuchten Kammer bei 4°C Uber Nacht. Anschlie3end wurden die Schnitte 3 x
5 min in TBS gespdlt.

24



Material und Methoden

Inkubation mit Sekundarantikorper

Die Schnitte wurden mit dem biotinylierten Kaninchen-Anti-Maus IgG Sekundaran-
tikorper in der Endverdiinnung 1:200 (jeweils 100 pl pro Schnitt) fir 30 min in einer
feuchten Kammer bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte 3 x 5 min mit
TBS gewaschen.

Inkubation mit Detektionsreagenz

Die Herstellung des ABComplexes Vectastain AP erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Es folgte eine Vorinkubation Gber 30 min.

Der ABComplex Vectastain AP wurde auf die Objekttrager pipettiert (100 ul pro
Schnitt). Inkubiert wurde 30 min bei RT in einer feuchten Kammer. Anschlie3end
wurden die Schnitte 3 x 5 min in TBS gespdlt.

Farbreaktion

Als Nachweisreagenz wurde DAB verwendet. Die Gebrauchslésung wurde nach
der Stocklésung angesetzt. Die Schnitte wurden in einer feuchten Kammer fiir 5-10
min im Dunkeln bei RT mit jeweils 200 yl DAB-Gebrauchslésung inkubiert. Zum
Abstoppen der Farbreaktion wurden die Schnitte in Aqua dest. Uberfuhrt.

Gegenfarbung

Die Schnitte wurden mit Hamalaun flr 10 sec gegengefarbt. Das Blauen erfolgte
durch Spulen der Schnitte in flieRendem Leitungswasser (2 min).

Dehydrierung

Vor dem Eindecken wurden die Objekttrager durch eine aufsteigende Alkoholreihe
gefuhrt. Danach wurden die Schnitte in Xylol Uberfuhrt und mit Eukitt eingedeckt.

MIKROSKOPISCHE AUSWERTUNG UND DOKUMENTATION

Die gefarbten Praparate wurden im Lichtmikroskop Axiophot2 der Fa. Zeiss semi-
quantitativ ausgewertet.

Hierbei wurden die Anzahl positiver Zellen und die Farbintensitat bertcksichtigt.
Obwohl es sich bei p16 um ein Kernprotein handelt, kommt es (speziell im Zu-
sammenhang mit HPV-high-risk Infektionen) auch zu zytoplasmatischen Expres-
sionen, so dass zwischen zytoplasmatischer und nuklearer Farbung unterschieden
wurde.
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Der Nachweis wurde als positiv (fir HPV-high-risk, s.0.) gewertet, wenn mikrosko-
pisch eine zytoplasmatische sowie nukleare Farbung der Tumorzellen erkennbar
war (Nielsen et al., 1999; Shintani et al., 2000).

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Praparate erfolgte semiquanti-
tativ am Lichtmikroskop.

- keine positive Farbung sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
+ schwache positive Farbung im Zytoplasma oder im Zellkern

++ deutliche positive Farbung im Zytoplasma oder im Zellkern

+++ starke positive Farbung im Zytoplasma oder im Zellkern

Die Befunde wurden mit der AxioCam MRc5 der Fa. Zeiss dokumentiert.
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3 Ergebnisse

Unter Verwendung der im Methodenteil beschriebenen Methoden wie der Hybrid-
Capture, direkten Sequenzierung und Immunhistologie wurde das Gewebematerial
von 34 Lasionen des oralen Plattenepithels hinsichtlich einer HPV-Infektion und einer
veranderten p16-Expression untersucht.

3.1 Kollektiv

3.1.1 Histologie

Bei den untersuchten Lasionen handelte es sich um basaloide Plattenepithelkarzino-
me (n = 17), Papillome (n = 10) und Dysplasien (n = 7).

Die Tumoren wurden mikroskopisch nachbegutachtet und die charakteristischen Be-
funde fotografisch dokumentiert.

BASALOIDES PLATTENEPITHELKARZINOM

Beim basaloiden Plattenepithelkarzinom dominiert histologisch eine basaloide Zell-
komponente, haufig mit ausgepragter Kernpleomorphie und Nekrosen. Daneben sind
Ubergange in nicht basaloide Karzinomareale nachweisbar.
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Abbildung 2: Nr.6: HPV-neg. / p16 +++cyt.: nesterféormig wachsendes
Plattenepithelkarzinom, basaloides PEC; HE

Abbildung 3: Nr.6: HPV-neg. / p16 +++cyt.: nesterférmig wachsendes
Plattenepithelkarzinom, basaloides PEC; HE
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Abbildung 4: Nr.4: HPV-neg. (p16 ++): basaloides Plattenepithelkarzinom
mit girlandenfémigen Tumorzellbandern mit ausgedehnteren
komedoartigen Nekrosen als im vorherigen Fall; HE
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Abbildung 5: Nr.17: HPV high-risk / p16 +++: basaloides Plattenepithelkarzinom;
herdférmige Hyalinisierung; HE
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Abbildung 6: Nr.17: HPV high-risk / p16 +++: basaloides Plattenepithelkarzinom;

herdférmige Hyalinisierung; HE
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PaAPILLOM

Es kommen benigne Epithelproliferationen zur Darstellung. Weiterhin zeigt sich eine

aufgezweigte papillomatdse Epithelhyperplasie mit vorwiegend basalen Atypien.

Abbildung 7: Nr.19: HPV high-risk / p16 -: Papillom mit Plattenepithel,
Koilozyten, vorwiegend basale Atypien; HE

e ;. an

Abbildung 8: Nr.21: HPV low-risk, p16 ++: Papillom mit papillomatéser Hyperplasie,
Hyper- und Parakeratosen, Koilozyten; HE
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bildung 9:

Hyper- und Parakeratosen, Koilozyten; HE
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HYPERPLASIE/DYSPLASIE

Das Plattenepithel zeigt deutliche Veranderungen in Form von papillomatos-
endophytisch, gering parakeratotisch und akanthotischer Verbreiterung des Epithels.
Es finden sich vermehrt basale und parabasale, teils auch suprabasale Mitosefiguren.

Abbildung 10: (Nr.28) HPV high-risk / p16 -: Dysplasie; Schleimhautstreifen
mit papillomatés-endophytisch verbreitetem Plattenepithel.

Leichte Schichtungsstérung und angedeutete Koilozytosen.

Hyperplasie mit geringgradiger Dysplasie; HE

-:"'b‘""‘f \ \\\\ A

Abbildung 11: HPV-neg. / p16 -: Hyperplasie; leichte Akanthose und
Koilozyten im Stratum spinosum;HE
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Abbildung 12: Nr.29: HPV high-risk / p16 -: verrukose Hyperplasie. Parakeratose
und zytopathische Effekte; HE

ildung 13: Nr.33: HPV-neg. / p16 -: Plattenepitheldysplasie, zum Teil
endophytische papillomatose Plattenepitheldysplasie;
Parakeratose, vermehrte basale und parabasale,

aber auch suprabasale Mitosen; HE

2

WA 239

Abb
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3.1.2

Geschlechterverteilung

Bei allen oralen Lasionen liegt der Anteil an mannlichen Individuen hoher als bei der

weiblichen Vergleichsgruppe.

Fille [n]

basaloide PECs Papillome Dysplasien Kontrollen
=103] 10 7 4 1
=1 7 3 3 0
Diagnosen
Abbildung 14: Geschlechterverteilung beziiglich der Diagnosen
3.1.3 Altersverteilung
E 8
B e —
6 -
5 -
4
3
2
1
. i
basaloide FECs Papillome Dysplasien Kontrollen

Hunter 40 BE40-49 @50-59 0O60-69 O70-79 O80-89 MW90-99

Abbildung 15: Altersverteilung beziiglich der Diagnosen
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Die Altersverteilung unter den oralen Lasionen ist bei den Papillomen und Dysplasien
homogen verteilt, wahrend in der Gruppe der basaloiden PECs die Haufigkeit der Er-
krankung im Alter von 60-69 Jahren auftrat, gefolgt von der Altersgruppe der 40-49
Jahrigen.

3.2 HPV-Nachweis

3.2.1 Hybrid-Capture

Alle Gewebeproben wurden mittels Hybrid-Capture auf das Vorliegen einer HPV-
Infektion voruntersucht. Diese Methode erlaubt eine Zuordnung in die Gruppen HPV-
high-risk und HPV-low-risk ohne Nachweis spezifischer HPV-Typen.

Von den 34 untersuchten Proben waren 13 Proben HPV negativ (38%). 21 Falle war-
en HPV positiv (62%). Hiervon konnten 15 Falle einer HPV-high-risk (44%) und 6 Fal-
le einer HPV-low-risk Infektion (18%) zugeordnet werden.

Bezogen auf die verschiedenen Lasionen sah die Verteilung wie folgt aus:

Von den 17 basaloiden Plattenepithelkarzinomen waren 6 HPV-negativ (35%). 11
Falle wiesen eine HPV-high-risk Infektion auf (65%).

Drei von 10 Papillome waren HPV-negativ (30%). In zwei Fallen konnte eine HPV-
high-risk Infektion (20%) festgestellt werden. Funf Papillome waren mit einer HPV-
low-risk Typ (50%) assoziiert.

Vier von sieben Hyperplasien/ Dysplasien waren HPV-negativ (57%). Eine HPV-high-
risk Infektion konnte in zwei Fallen (29%) nachgewiesen werden, wobei hier ein Fall
zusatzlich eine HPV-low-risk Infektion aufwies. Ein Fall war HPV-low-risk positiv
(14%).
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3.3 Sequenzen

AMPLIFIKATION DER HPV-DNA

Nachweis und ldentifikation des PCR-Produktes (Agarosegel)

Mass (ng) Kilobasas

40 10.0 -
40 8.0~

40 210
57 1.5
45 1.2 —
122 1.0
34 09—
31 08
27 0.7
23 06 —
124 05
44a 0.4
37 03
32 02 -
&1 0.1
Abbildung 16: BioLabs N3200S,2-Log Abbildung 17: Agarose-Gelelektrophorese

DNA ladder (0,1 -10kb) der PCR Produkte

Die 150 bp-Fragmente entsprechen dem Amplifikat der Primer GP 5+/GP 6+. 1,5%-
iges Agarose-Gel. Aufgetragen jeweils 1ul Amplifikat in Spur 1 = DNA-Marker, Spur 2
— 11 = Fall Proben (2 = Fall-Nr.3, 3 = Fall-Nr.13, 4= Fall-Nr.4, 5 = Fall-Nr.6, 6 = Fall-
Nr.32, 7 = Fall-Nr.11, 8 = Fall-Nr.16, 9 = Fall-Nr.5, 10 = Fall-Nr.18, 11 = Fall-Nr.17).
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0 a0 T 20
CTACTT CAG AAACTACATATAAAAATACTAACTT TAAGGAGTACCT

>r_gi|16?996?48|qb|EU430633.1| Human papillomavirus type 16 isolate

CHE-g L1 protein (L1} gene, complete ods
Length=15%96

Score = 91.7 bits (46), Expect = 2e-16

Identities = 46/46 (100%), Gaps = 0/46 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CTACTTCAGAAACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGAGTACCT 46

R N RN N R RN NN RN NN R RN N
Sbjct 1124 CTACTTCAGAAARCTACATATAAAMAATACTAACTTTAAGGAGTACCT 1169

Abbildung 18: DNA Sequenz des PCR Produktes “Downstream® von GP5+ zur Genoty-
pisierung von HPV. Die BLAST Alignment Analyse der Sequenz dieser
Region zeigt basierend auf der in der Genbank hinterlegten Sequenz

Ubereinstimmung mit dem HPV Genotyp 16.

Die Sequenzanalyse der gereinigten PCR-Produkte erfolgte in einem automatisierten
System (ABI) und die Sequenzen wurden verglichen mit der HPV-Genbank (Gene-
Bank HPV sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov)) unter Verwendung des using FASTA
Sequenz and BLAST Programms. Die Analyse der Sequenzen ergab wie in
Abbildung 18 fiir den Fall 17 demonstriert eine 99%-ige Ubereinstimmung mit den
jeweils angegebenen HPV-Typen.

3.4 HPV-Sequenzierung

Anhand der Sequenzen konnten fur die einzelnen Proben die spezifischen HPV-
Typen bestimmt werden, so dass die Zuordnung in die Gruppen high- und low-risk
einerseits durch eine weitere Methode bestatigt und dartber hinaus auch noch weiter
spezifiziert werden konnte.

Von den 15 HPV-high-risk Fallen konnte in 14 Fallen (93%) der HPV-Typ 16 nachge-
wiesen werden. Darunter war ein Fall, bei dem zusatzlich der HPV-Typ 6 nachgewie-
sen werden konnte, der zur low-risk Gruppe gehort. Ein weiterer Fall war positiv fur
den HPV- Typ 35 (7%).

Von den 6 HPV-low-risk Fallen wiesen 4 Falle sowohl den HPV-Typ 6 als auch den
HPV-Typ 11 auf (67%). In einem Fall konnte ausschlie3lich der HPV-Typ 6 (17%)
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nachgewiesen werden und in einem weiteren Fall ausschlieBlich der HPV-Typ 11
(17%). Die Verteilung der HPV-Typen auf die verschiedenen Lasionen stellte sich wie
folgt dar:

N

35 1

30

25

NN N

20

Anzahl [n]

15 1

10 1

PEC Papillom Dysplasie Gesamt
Lasionen
BAnzahl OHPV-negativ BHPV lowrisk BHPV high-risk

Abbildung 19: HPV-Infektionen bei oralen Lasionen des Plattenepithels

In der Gesamtheit der untersuchten oralen Lasionen Uberwiegt eine HPV-high-risk
Infektion, gefolgt von oralen Lasionen ohne HPV Infektion. Bei den PECs fallt auf,
dass es sich beim Vorliegen einer HPV- Infektion immer um HPV-high-risk Typen
handelt. Die Papillome enthalten Uberwiegend HPV-low-risk. Die meisten Dysplasien
sind nicht mit einer HPV-Infektion assoziiert. Bei den HPV-positiven Dysplasien treten
in dem groReren Anteil HPV-high-risk Typen auf.

Von 11 HPV-high-risk infizierten basaloiden Plattenepithelkarzinomen waren 10 Falle
mit dem HPV-Typ 16 (91%) assoziiert, in einem Fall war der HPV-Typ 35 (9%) nach-
weisbar.

In den zwei HPV-high-risk infizierten Papillomen konnte der HPV-Typ 16 (100%) be-
stimmt werden. Von den 5 HPV-low-risk Infektionen in den Papillomen waren drei mit
den HPV- Typen 6 und 11 (60%) assoziert, wahrend die beiden anderen Falle entwe-
der mit dem HPV-Typ 6 (20%) oder dem HPV-Typ 11 (20%) assoziiert waren.

Beide HPV-high-risk positiven Dysplasien wiesen den HPV-Typ 16 (100%) auf. Die
zusatzliche HPV-low-risk Infektion in dem einen Fall war mit dem HPV-Typ 6 asso-
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zZiiert. In dem einen HPV-low-risk positiven Fall lief3en sich die Typen 6 und 11 (100%)

nachweisen.

Anteil [%]

100%

90% A

80% 1

0%

50% A

50%

40% |

0%

20% A

10% -

0% A

basaloide PECs

Papillome

Dysplasien

B owi-risk (Typ 6/11)

0

20

14

(
Blow-risk (Typ11)

0

10

0

Blow-risk (Typ B)

0

10

0

Bhigh-risk (Typ 35)

]

0

0

Bhigh-risk {Typ 16)

59

20

29

BNo

35

30

57

Abbildung 20: Verteilung der HPV-Typen

In der Gruppe der basaloiden PECs gab es bei HPV-Positivitat nur HPV-high-risk In-
fektionen (Typ 16, 1 x Typ 35). Die Papillome zeigten bei HPV-Positivitat eine HPV-
high-risk Typ 16 Infektion und bei HPV-low-risk Infektionen traten Typ 6 und Typ 11

ebenso wie die Kombination Typ 6/11 auf. Die Dysplasien hatten bei HPV-Positivitat
entweder die HPV-high-risk Infektion Typ 16, oder die HPV-low-risk Infektion Typ
6/11.

Abbildung 21: HPV-Infektionsraten

Falle [n]

0 4

%,

basaloide PECs Papillome Dysplasien Kontrollen
mEHPY-neg B 3 4 0
. HPY-pos. ™ 7 3 1
—e—high-risk | 2 2 1
=—o—|ovy-risk 0 5 1 0

40



Ergebnisse

Die HPV-high-risk Infektionsrate hatte ihren Gipfel in der Gruppe der basaloiden
PECs und lag auf gleichermassen relativ niedrigem Niveau in der Gruppe der Papil-
lome und Dysplasien.

3.5 Immunhistologie

Eine mogliche Korrelation zwischen HPV-Infektion und p16-Expression sollte tber
den immunhistologischen Nachweis von p16 in den Gewebeproben gezeigt werden.

BAsALOIDE PEC

Bei den basaloiden Plattenepithelkarzinomen fehlte in 4 von 17 Fallen eine p16-
Expression (24%). Unter den 13 Falle p16-positiven Fallen (76%) zeigten vier eine
mittlere (++) p16-Expression (31%) und 9 Falle (69%) eine starke (+++) p16-
Expression. Die (++)-Falle zeigten Uberwiegend eine zytoplasmatische Farbung, nur
in einem Fall lag eine Kernfarbung vor. Von den 9 (+++)-Féllen zeigten 3 Falle eine

zytoplasmatische Farbung und in 6 Fallen lag eine Kernfarbung vor.

WE > WY ‘V"q~ Z @3 % L/

a7 e 5\_ %5’%

Eh TR f 3 Vo ,
(\-4 A . i 3 ¥ o)

A
.

Abbildung 22: Nr4 p16-Immunhistochemie. +++p16-Expression
(Kernfarbung)
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(starke nukledre Farbung)
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PAPILLOME

Bei den Papillomen fehlte in 4 von 10 Fallen die p16-Expression (40%). Die 6 p16-
positiven Fallen zeigten eine starke (+++) Expression (60%). Davon zeigten 4 Falle
eine Kernfarbung und zwei Félle eine zytoplasmatische Farbung.

+++p16-Expression, partiell++p16-Expression
(diffuse nukleadre Farbung)
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HYPERPLASIEN/ DYSPLASIE

Bei den Hyperplasien/ Dysplasien fehlten in 7 von 5 Fallen eine p16-Expression
(71%). Bei zwei Fallen konnte eine starke (+++) p16-Expression mit Kernfarbung be-
obachtet werden (29%).

Abbildung 26: Nr.30: HPV low-risk / p16 ++: P16-Immunhistochemie.
++p16-Expression (diffuse p16-Expression, vor
allem in den basaloiden Epithelanteilen)

v 1“ 0 .
Abbildung 27: Nr.29: HPV high-risk / p16 -: P16-Immunhistochemie.
Fehlende p16-Expression (schwache, einzelne Zellen

gefarbt=als negativ gewertet)
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3.6

Korrelation der Daten (p16 und HPV)

In Verbindung mit den HPV-Ergebnissen ergaben sich folgende Beziehungen:

Tabelle 4: Gesamttabelle

[Nr.] Alter | Geschlecht | Histologie | Lokalisation HPV-Status [HC] | HPV | p16]

basaloide Plattenepithelkarzi
1 61 m basaloid Mundschleimhaut No - -
2 65 m kndchernes Resektat (regio42-43) Unterkiefer rechts No - ++
3 68 m basaloid Zungenrand links No - ++
4 82 m basaloid Parotis No - ++
5 65 w basaloid Unterkiefer rechts No - -
6 81 W basaloid Parotis No - +++
7 40 w Metastase Hals high-risk +16 +++
8 49 w verrucos, hochdifferenziert UK rechts high-risk +16 -
9 67 w kondylomatés Mundschleimhaut 35 high-risk +16 +++
10 74 w basaloid (partiell) kleine Speicheldriisen  [high-risk +16 -
11 76 w basaloid Zungengrund high-risk +16 ++
12 37 m basaloid Hals-LK high-risk +16 +++
13 42 m basaloid Hals links high-risk +16 +++
14 48 m basaloid Zungengrund high-risk +16 +++
15 62 m Metastase Hals-LK high-risk +35 +++
16 64 m basosquamos, EBV-assoz. weicher Gaumen high-risk +16 +++
17 70 m basaloid Parotis high-risk +16 +++

Papillome
18 57 m plattenepithelialer Typ Nasengang rechts high-risk +16 +++
19 80 m Zungenrand links high-risk +16 -
20 20 m Larynx low-risk +6,+11/+6| -
21 41 m hyperkeratotisch SH Gaumen low-risk +6, 11 | +++
22 49 m regio 31-32 low-risk +6 +++
23 56 m Zunge/SH regio 37 low-risk +11 +++
24 64 w fibroepithelial Unterlippe/Wange low-risk +6,+11 -
25 ? m hyperkeratotisch Unterlippe No - -
26 61 w Unterlippe/Wange No - +++
27 71 w atypisch WangenSH 47/48 No - +++

Hyperplasien/Dysplasi
28 42 m parakeratotisch WangenSH high-risk +16 -
29 47 m verrucos Speicheldriise high-risk +6, +16 -
30 92 w papilldr Oberlippe low-risk +6,+11 | +++
31 37 m verrucos WangenSH No - -
32 54 m Candidiasis SH Zungenriicken No - +++
33 30 w No - -
34 76 w verrucos Mundwinkel links No - -

Kontrollen

[35] 19 | m [Analkanal [high-risk [ 16 |+++]

BASALOIDE PEC

3 HPV-negative Falle wiesen eine mittlere (++) p16-Expression (50%), davon zeigten

zwei Falle eine zytoplasmatische Farbung und ein Fall eine nukleare Farbung. Ein

HPV-negativer Fall zeigte eine starke (+++) p16-Expression (17%), die im Zytoplas-

ma lokalisiert war.

Zwei der HPV-high-risk Falle waren p16-negativ (18%). Ein Fall zeigte eine mittlere

(++) p16-Expression im Zytoplasma (9%). Acht Falle gingen mit einer starken (+++)

p16-Expression (73%) einher. Hiervon zeigten zwei Falle eine zytoplasmatische Far-

bung und 6 Falle eine Kernfarbung.
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PAPILLOME

Von den 10 Papillomen waren drei Falle HPV-negativ (30%). Davon war ein Fall mit
einer fehlenden p16-Expression assoziiert. Die zwei weiteren HPV-negativen Falle
zeigten eine p16-Uberexpression, davon einer zytoplasmatisch, der andere nukleéar.

Funf Falle zeigten eine HPV-low-risk Infektion (50%). Dabei fehlte in zwei Fallen eine
p16-Expression. In drei weiteren Fallen konnte eine p16-Uberexpression nachgewie-
sen werden (2 x zytoplasmatisch, 1 x nuklear).

In zwei Fallen (20%) konnte eine HPV-high-risk Infektion Typ 16 nachgewiesen wer-
den (1x fehlende p16-Expression, 1 x p16-Uberexpression im Zellkern).

HYPERPLASIE/ DYSPLASIE

Vier (57%) der 7 Hyperplasien/ Dysplasien waren HPV-negativ. Davon zeigten drei
auch eine fehlende p16-Expression. Ein HPV-negativer Fall zeigte eine p16-
Uberexpression im Zellkern.

Drei Falle (43%) waren HPV-positiv. In einem Fall liel3 sich eine HPV-high-risk Typ 16
Infektion nachweisen, es fehlte jedoch die p16-Expression. Ein Fall hatte sowohl eine
HPV-high-risk Typ 16 Infektion als auch eine HPV-low-risk Typ 6 Infektion. Auch hier
war keine p16-Expression nachweisbar. Der dritte Fall zeigte eine HPV-low-risk Typ 6
und 11 Infektion in Verbindung mit einer p16-Uberexpression im Zellkern.
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Anzahl [n]
w

|| INS &

PEC Papillom Dvsnlasie Gesamt
Op16negativ Op16-++ Op16-+++

Abbildung 28: p16-Expression bei HPV-Negativitat

In dem Uberwiegenden Anteil der untersuchten Falle fiel auf, dass bei HPV-
Negativitat p16 nicht exprimiert wird (besonders auffallig bei Dysplasien). Zwei Drittel
der HPV negativen Papillome zeigten eine p16-Uberexpression, ein Drittel waren p16
negativ. In der Gruppe der HPV-negativen basaloiden PECs liel3 sich keine Praferenz
bzgl. der p16-Expression erkennen.

Eine HPV-low-risk Infektion (Abbildung 29) lag nur in der Untersuchungsgruppe der
Papillome und Dysplasien vor. Sie war in zwei Drittel der untersuchten Falle mit einer
p16-Uberexpression assoziiert. Die (ibrigen Falle waren p16 negativ. In der Gruppe
der Dysplasien zeigten alle Falle mit HPV-low-risk Infekion eine p16-Uberexpression.

Der Uberwiegende Anteil der Falle mit HPV-high-risk Infektion (Abbildung 30) war mit
einer p16-Uberexpression assoziiert. Eine Ausnahme bildeten die Dysplasien, bei
denen eine HPV-high-risk Infektion immer von einer fehlenden p16-Expression be-
gleitet war. In der Untersuchungsgruppe der Papillome zeigte sich eine Gleichvertei-
lung von p16-Uberexpression und p16-Negativitit bei Vorliegen einer HPV-high-risk
Infektion. Viele basaloide PECs mit HPV-high-risk Infektion wiesen eine p16-
Uberexpression auf, es kamen aber auch mittlere p16-Expressionen und p16-
Negativitat vor.
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Abbildung 29: p16-Expression bei HPV low-risk Infektion

AN

Anzahl [n]

B

PEC Papillom Dvsplasie Gesamt
Op16negativ Op16-++ DOp16-+++

Abbildung 30: p16-Expression bei HPV high-risk Infektion
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Anzahl [n]

0 s
HPV negativ HPV low-risk HPV high-risk

@p16negativ Op16-++ Op16-+++

Abbildung 31: Korrelation p16-Expression zum HPV-Infektionsstatus

Zusammenfassend ergab sich, dass bei den untersuchten Fallen der HPV-Status kei-
ne enge Korrelation zur p16-Expression aufwies.



4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 34 orale Lasionen untersucht. Vergli-
chen wurden 17 basaloide Plattenepithelkarzinome (BSCC), 10 Papillome und 7 Hy-
perplasien bzw. Dysplasien. Dabei ist das Kollektiv von 17 basaloiden PECs durch-
aus reprasentativ, da es sich um eine seltene Subgruppe handelt, die auch in die Lite-
ratur bisher nur mit einer geringen Fallzahl eingegangen ist. So konnten Poetsch et
al. (2003) nur 8 BSCC und Coppola et al. (1993) ebenfalls nur 8 Falle untersuchen.
Insgesamt waren es bis 1994 86 Falle, die in der Literatur beschrieben wurden. Die
Falle wurden von Campman et al. (1994) zusammengetragen und konnten 2002 von
Ide durch weitere 45 Falle erganzt werden. Aktuell ist es Begum et al. (2008) in einer
NIH-Studie gelungen, ein Kollektiv von 53 basaloiden Plattenepithelkarzinomen zu-
sammenzustellen.

BASALOIDES PLATTENEPITHELKARZINOM [BSCC]

Die basaloiden SCCs [BSCC] stellen eine Untergruppe des SCCs dar. Luna et al.
(1990) fanden in dieser Subgruppe eine erhohte Metastasierungsrate und Letalitat.
Campman et al. (1994) geben aufgrund ihrer Studien eine 70%-ige Metastasierungs-
rate an, Coppola et al. (1993) beschreiben das basaloide SCC als aggressive Varian-
te des SCC.

Basierend auf Untersuchungen von Poetsch et al. (2003) lautete eine Arbeitshypo-
these der vorliegenden Studie, dass die basaloide Morphologie des PECs Ausdruck
einer HPV-Infektion ist. In dieser Studie konnte HPV-DNA in 65% der untersuchten
basaloiden Plattenepithelkarzinome nachgewiesen werden. Poetsch et al. (2003) fan-
den eine HPV-high-risk Infektion in allen Fallen und postulierten eine Assoziation zwi-
schen HPV-Infektion und Ausbildung einer basaloiden Morphologie bei PECs.

Die in dieser Arbeit untersuchten BSCCs waren Uberwiegend im vorderen Mundbe-
reich (Unterkiefer, Zungengrund) lokalisiert, einige aber auch im Halsbereich und den
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Speicheldrisen. In der Studie von Poetsch et al. (2003) waren die Halfte der unter-
suchten BSCCs im Oropharynx lokalisiert, drei Falle im Hypopharynx und ein Fall im
Larynx. Interessanterweise unterteilten Begum et al. (2008) die BSCCs entsprechend
ihrer Lokalisation in oropharyngeale und nicht-oropharyngeale basaloide PECs.

Das Durchschnittsalter der Patienten in dieser Studie lag bei 62 Jahren und war damit
vergleichbar mit den Kollektiven anderer Studien, die ebenfalls ein Durchschnittsalter
von 61 Jahren angaben (Ide et al., 2002).

Die Geschlechterverteilung sah in dieser vorliegenden Studie wie folgt aus: Manner
bildeten gegenuber den Frauen die groRere Gruppe (10:7), ahnlich wie in den Studien
von Ide et al. (2002) und Luna et al. (1990), die ein leichtes Uberwiegen an mannli-
chen Patienten bestatigten. EI-Mofty (2007) erfasste ein Verhaltnis mannlich gegenu-
ber weiblich von 4:1.

HUMAN PAPILLOMA VIRUS [HPV]

In 65% der in dieser Studie untersuchten basaloiden Plattenepithelkarzinome konnte
eine HPV-high-risk Infektion nachgewiesen werden. Diese 65% HPV-high-risk Infek-
tionen reprasentieren gleichzeitig die gesamte HPV-Infektionsrate. Im Vergleich mit
anderen Studien ist dies eine hohe Rate an HPV-high-risk Infektionen. Mit 81,4% fan-
den Miller et al. (1996) einen vergleichsweise hohen Anteil an HPV-high-risk Infektio-
nen, allerdings von insgesamt nur 26,2% HPV-positiven Fallen in den untersuchten
oralen SCCs. Zhang et al. (2004) konnten 74% HPV-high-risk Infektionen in oralen
SCCs nachweisen. Nemes et al. (2006) fanden demgegenuber eine geringere Infekti-
onsrate. Sie konnten 48% HPV-high-risk Infektionen in oralen SCC nachweisen. Fur
orale SCCs werden in der Literatur HPV-Gesamt-Infektionsraten von 20-30% ange-
geben (Furniss et al., 2007; Mishra et al., 2006; Smith et al., 2004; Slebos et al.,
2006; Gillison et al., 2000; Fregonesi et al., 2003; de Oliveira et al., 2006).

Poetsch et al. untersuchten ausschlielBlich die Subgruppe der oralen basaloiden
PECs (n=8) und kamen hier zu dem Ergebnis einer 100% HPV-high-risk Infektion.

Ebenfalls nur basaloide PECs wurden in der Studie von Begum et al. (2008) unter-
sucht. Sie konnten auf ein relativ grosses Untersuchungsgut von 53 basaloiden PECs
zuruckgreifen. Mittels der in situ-Hybridisierung wurde gezielt nach dem HPV-high-
risk Typ 16 gesucht. In 34% der Falle lag eine HPV-high-risk Typ 16 Infektion vor.
Auffallig in der Studie war die Verteilung der HPV-Infektion hinsichtlich der Lokalisati-
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on. HPV-high-risk Typ 16 wurde zu 76% (16/21) im Oropharynx gefunden, wahrend
nur 6% (2/32) im nicht oropharyngealen Bereich detektiert wurden. Diese Korrelation
von HPV-high-risk Typ 16 Infektion und der Lokalisation im Oropharynx wurde eben-
falls von El-Mofty beschrieben, und auch aus anderen Studien ist bekannt, dass ge-
rade in der Mundhdhle die Assoziation von HPV-Infektionen bei den PECs in Abhan-
gigkeit von der Lokalisation heterogen ist (Hobbs et al., 2006).

Von den in dieser Studie untersuchten 65% HPV-high-risk infizierten basaloiden
PECs waren 91% fur den HPV-high-risk Typ 16 positiv (zuzliglich 1 Fall mit HPV-
high-risk Typ 35 Infektion). Das Auftreten der HPV-high-risk Typen 16 und 35 bei
demselben Tumortyp ist nicht ungewdhnlich, zumal beide Typen grof3e Strukturahn-
lichkeit aufweisen und einen hohen Verwandtschaftsgrad zueinander aufweisen, wie
der HPV-Stammbaum erkennen lasst (Abbildung 1). So haben andere Autoren den
HPV-high-risk Typ 35 in Tonsillenkarzinomen beschrieben (Hammarstedt et al.,
2006).

Laut Begum et al. (2008) sind basaloide SCCs eine gemischte Gruppe von Tumoren,
die, abgesehen von ihren morphologischen Gemeinsamkeiten, auf der Basis des
HPV- Status unterteilt werden kénnen. Sie kommen aufgrund ihrer Ergebnisse zu der
Schlussfolgerung, dass basaloide SCCs mit HPV-high-risk Typ 16 Infektion eine we-
niger aggressive Variante zu sein scheinen im Vergleich zu den nicht Virus-
assoziierten Fallen von Kopf-Hals-Tumoren. Damit ware der HPV-high-risk Typ 16 ein
prognostisch guinstiger Marker. Diese Aussage zur gunstigeren Uberlebensrate wird
durch El-Mofty unterstutzt (2007).

In der Vergleichsgruppe der Dysplasien/Hyperplasien und Papillome konnte solch
eine eindeutige Korrelation mit einer HPV-Infektion nicht aufgezeigt werden. Innerhalb
der Gruppe der Papillome konnte eine HPV-high-risk Typ 16 Infektion in 20% der Fal-
le nachgewiesen werden, wahrend 50% der Papillome mit einer HPV-low-risk Infekti-
on assoziiert waren. Aus diesen Ergebnissen lassen sich keine Verbindungen zwi-
schen diesen Lasionen und HPV-high-risk Typ 16 herstellen. Andere Untersuchungen
lassen ebenfalls vermuten, dass HPV-high-risk eine untergeordnete Rolle in der Atio-
logie von oralen Papillomen spielt (Henley et al., 2004; Kansky et al., 2006).

Fregonesi et al. (2003) schlossen aus ihren Ergebnissen, dass orale Papillome tber-
wiegend mit einer HPV-low-risk Infektionen assoziiert sind und deren prognostisches
Verhalten gewohnlich benigne ist. Immerhin fanden sie in ca. 20% der Papillome und
(papillaren) Hyperplasien aber auch HPV-high-risk Typ 16 Infektionen. Diese Befunde
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erinnern an die ebenfalls recht haufigen HPV-high-risk Typ 16 Infektionen bei den
gutartigen Papillomen/Kondylomen der Cervix uteri.

Lopez Amado et al. (1996) untersuchten ein enorm grof3es Kollektiv benigner Lasio-
nen des Oropharynx (234 Papillome). In acht Fallen kam es metachron am Ort des
zuvor entfernten Papilloms zur Karzinomentstehung, so dass sich daraus die interes-
sante Fragestellung ergibt, ob sich in diesen Fallen in Folge einer HPV-Infektion aus
einem benignen Papillom ein Karzinom entwickelt hat. Bisher hat es nur wenige Stu-
dien zu diesem Thema gegeben, da es sich bei squamdsen Papillomen des Pharynx,
des Nasenvorhofes und der Mundhohle haufig um sehr kleine Lasionen handelt, die
nach einfacher chirurgischer Entfernung weder ein Rezidiv ausbildeten, noch ergaben
sich Hinweise auf eine Karzinomentwicklung.

Die Dysplasien/Hyperplasien konnten in 29% mit einer HPV-high-risk Typ 16 Infektion
in Verbindung gebracht werden und zeigen damit ebenfalls keine enge Assoziation zu
einer HPV-high-risk Typ 16 Infektion.

Ein Argument, dass HPV (selbst high-risk HPV) im oralen Epithel oft nur ein ,Passa-
gier” ist, ist der Befund, dass in normalen Geweben, benignen Leukoplakien und in-
traepithelialen Neoplasien die HPV-Infektion ein ahnliches Verbreitungsmuster zeigt.
Laut Miller et al. (1996) ist es vorstellbar, dass die Ahnlichkeit in der Verbreitung die
lange Latenzperiode von HPV reflektiert, die erforderlich ist, um Zellen zu transformie-
ren. Hierflr spricht die niedrige Rate an malignen Transformationen bei der Leukop-
lakie.

P16

Neben einer verminderten p53-Expression bei high-risk HPV-transformierten Zellen,
die bei analen (Lu et al., 2003) und zervikalen Karzinomen beobachtet werden konnte
(Koyamatsu et al., 2003; Salcedo et al., 2002), wurde in weiteren Untersuchungen
gezeigt, dass andere Tumor-Suppressor-Gene, speziell p16INK4A, in HPV-high-risk
assoziierten Karzinomen Uberexprimiert sind (Klaes et al., 2001; Milde-Langosch et
al., 2001; Keating et al., 2001; Sano et al., 1998). Offensichtlich wird p16 infolge einer
Rb Inaktivierung hochreguliert (Khleif et al., 1996; Li et al., 1994).

Bei den in dieser Studie untersuchten basaloiden HPV-high-risk PECs konnte keine
Korrelation zu einer p16-Uberexpression festgestellt werden. In 18% wurde p16 nicht
exprimiert, 9% ergaben eine mittlere p16-Expression und 73% zeigten eine starke
p16-Expression. Dagegen postulierten Poetsch et al. aufgrund ihrer Studie einen
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kausalen Zusammenhang von HPV-high-risk Infektion und p16-Uberexpression
(Poetsch et al.,2003; Fregonesi et al., 2003). Damit korrespondiert auch die Studie
von Begum et al. (2008), bei der eine HPV-high-risk Typ 16 Infektion mit einer p16-
Uberexpression in den oropharyngealen basaloiden PECs korrelierte.

Auch fur die Vergleichsgruppe der Dysplasien/Hyperplasien und Papillome ergab sich
keine Ubereinstimmung von HPV-high-risk Typ 16 Infektion und p16-Uberexpression.
Hier lasst allerdings der Nachweis von HPV-high-risk Typ 16 in Verbindung mit einer
p16-Uberexpression bei oralen Hyperplasien vermuten, dass einige der als benigne
klassifizierten Lasionen ein malignes Potential in sich tragen (Fregonesi et al., 2003).
Nach Fregonesi et al. scheint eine p16-Dysfunktion nicht nur HPV-abhangig zu sein,
so dass auch andere Mechanismen und Kofaktoren in Betracht gezogen werden soll-
ten.

Bei den untersuchten Dysplasien lag in der Mehrzahl der Falle keine HPV-Infektion
vor, nur vereinzelt war eine HPV-high-risk Infektion nachweisbar. Auffalligerweise
waren sowohl die Falle mit fehlender HPV-Infektion als auch die mit HPV-high-risk
Infektion mit einer p16-Negativitat assoziiert. Einzig eine mit einer HPV-low-risk Infek-
tion assoziierte Dysplasie zeigte eine p16-Uberexpression.

Oralen Lasionen sind somit in dieser Hinsicht nicht mit denen des unteren weiblichen
Genitaltraktes vergleichbar, der Einsatz von p16 als Surrogatmarker zum Nachweis
einer HPV-high-risk-assozierten (Pra-)Neoplasie ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht zu
empfehlen.
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5  Zusammenfassung

Bei den basaloiden Plattenepithelkarzinomen handelt es sich um eine Variante von
Plattenepithelkarzinomen, die bevorzugt in der Kopf-Hals-Region vorkommen. Da in
der Literatur eine Assoziation dieser Variante mit HPV-Infektionen beschrieben wur-
de, kann eine Virus-bedingte Ursache fur basaloide Plattenepithelkarzinome im Kopf-
Hals-Bereich vermutet werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 34 orale Lasionen des Plattenepithels untersucht,
darunter 17 basaloide Plattenepithelkarzinome, 10 Papillome und 7 Hyperpla-
sien/Dysplasien. Der Nachweis der HPV-DNA erfolgte mittels der Hybrid Capture Me-
thode, und die Bestimmung des HPV-Typs Uber eine direkte Sequenzierung. Eine
magliche Korrelation zur p16-Expression wurde immunhistochemisch tberpruft.

Aus den Untersuchungen ergaben sich folgende Resultate:

1. Basaloide Plattenepithelkarzinome wiesen in fast 2/3 der Falle (65%, 11/17)
HPV-high-risk Infektionen auf, davon waren tUber 90% der Falle (10/11) mit
dem HPV-Genotyp 16 assoziiert. Damit unterschied sich diese Gruppe nach
Frequenz der HPV-Infektion und nach Genotyp von der Vergleichsgruppe der
plattenepithelialen Dysplasien/Hyperplasien und Papillome, und von ,histori-
schen® Kontrollgruppen oraler Plattenepithelkarzinome.

2. Die p16-Expression erwies sich nicht als geeigneter Surrogatmarker der HPV-
high-risk Infektion in den untersuchten oralen Lasionen, speziell nicht in den
basaloiden Plattenepithelkarzinomen. Damit unterschied sich dieses Kollektiv
oraler HPV-high-risk-assoziierter Karzinome von genitalen Karzinomen mit
HPV-high-risk Infektion.

Zusammenfassend ergab sich aus den Untersuchungen eine im Vergleich zur Ge-
samtheit der oralen Karzinome enorm hohe Assoziation der basaloiden Plattenepi-
thelkarzinome mit dem HPV-Typ 16. Aus dieser engen Phanotyp-Genotyp-Beziehung
folgt zugleich eine diagnostische Perspektive, d.h. ein potentieller Nutzen der HPV-
Analytik in der Differentialdiagnose basaloider ,Malignome* des Kopf-Hals-Bereiches.



Zusammenfassung

Allerdings sind dazu Hybridisierungs- und/oder Sequenzierungsmethoden erforder-
lich. Der immunhistochemische p16-Test ist dagegen bislang nicht geeignet.
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