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1. EINLEITUNG

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches machen mit 570.000 neu diagnostizierten
Féllen weltweit pro Jahr die sechst grofite Gruppe aller Malignome aus (Kamangar et al.
2006). Die Inzidenz steigt mit dem Alter an, wobei die meisten Patienten zwischen dem 50.
und 70. Lebensjahr erkranken. Plattenepithelkarzinome mit den anatomischen Lokalisationen
Mundhdhle, Naso-, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx werden in dieser Gruppe der
Kopf-Hals-Karzinome zusammengefasst. Die 5-Jahres-Uberlebensrate aller Kopf-Hals-
Karzinome insgesamt betrdgt 40-50 % (Leemans et al. 2011, Ferlay et al. 2010). Die
Exposition von karzinogenen Noxen, orale Hygiene, Erndhrungsgewohnheiten, Familien- und
Eigenanamnese spielen bei der Karzinogenese als Risikofaktoren von Kopf-Hals-Malignomen
eine Rolle (Pai und Westra 2009). Die karzinogenen Substanzen des Tabakrauchs haben sich
dabei als die bedeutendsten Risikofaktoren herausgestellt. Alkoholkonsum, insbesondere von
hochprozentigem Alkohol, erhoht in Verbindung mit den karzinogenen Substanzen des
Tabakrauchs das Risiko, ein Malignom im Kopf-Hals-Bereich zu entwickeln, gravierend

(Talamini et al. 2002).

Die kausale Verwicklung humaner Papillomviren (HPV) in die Karzinogenese von
Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches ist neben den genannten Risikofaktoren aufgrund zahl-
reicher epidemiologischer und molekularbiologischer Untersuchungen an Patienten mit Kopf-
Hals-Karzinomen hochwahrscheinlich. Die Inzidenzen von Oropharynxkarzinomen zeigen,
dass Patienten im Altersbereich unter 45 Jahren zunehmend an diesen Karzinomen erkranken,
obwohl sie anamnestisch weder Alkohol- noch Tabakkonsum angeben. Epidemiologische
Daten zeigen dabei eine HPV-Privalenz von 20-30 % in Karzinomen aller anatomischen
Regionen des Kopf-Hals-Bereiches (Kreimer et al. 2005, Termine et al. 2008, Hoffmann et al.
2010), wobei Plattenepithelkarzinome des Oropharynx, vor allem der Tonsillen des
Waldeyer schen Rachenringes, mit einer Pravalenz von 60 % besonders pradestiniert fiir eine
HPV-Infektion sind (Hoffmann et al. 2005, Chung et al. 2009, Torrente et al. 2011). Eine
Infektionsrate von sogar 90 % der untersuchten Tonsillenkarzinome wurde in einer Studie aus
Schweden gezeigt (Ndsman et al. 2009), was auf unterschiedliche Raten der HPV-Privalenz
in den untersuchten Patientenkollektiven verschiedener geographischer Regionen der Welt
und Europas hinweist. Sozioepidemiologische Untersuchungen vor allem der anglo-

amerikanischen Bevolkerung haben gezeigt, dass mogliche Risikofaktoren fiir eine HPV-



Infektion eine frithe Kohabitarche, Promiskuitidt und risikoreiches Sexualverhalten sein

konnten (Smith et al. 2004).

Kenntnisse liber die Bedeutung einer HPV-Infektion bei der Entstehung und Progression der
Karzinome sind in den vergangenen Jahren zunehmend gewonnen worden. Kiirzlich durch-
gefiihrte molekularbiologische Untersuchungen zeigen dabei allerdings, dass der alleinige
Nachweis von HPV-DNA im Tumorgewebe nicht beweisend fiir das Vorliegen einer
tatsdchlich aktiven Virusinfektion ist (Hoffmann et al. 2010, 2012, eingereicht). Es wird
derzeit angenommen, dass eine HPV-Infektion als aktiv eingestuft werden kann, wenn der
Nachweis von HPV-DNA mit dem zeitgleichen Nachweis von mRNA der viralen Onkogene
E6 und E7 gelingt und/oder mit der Uberexpression eines sogenannten Surrogat-Markers wie
dem zelluldren Protein pl16™<* einhergeht (Smeets et al. 2007, Hoffmann et al. 2010). Die
viralen Onkogene E6 und E7 sind fiir die kanzerogene Wirkung der Viren verantwortlich. Die
Proteine E6 und E7 interagieren mit zwei der Hauptregulatoren des menschlichen Zellzyklus,
dem p53-Protein (p53) und dem Retinoblastomprotein (pRb). E6 ist in der Lage p53 zu
degradieren, wodurch es zu einem interzelluliren Mangel an p53 kommt. Die zelluldre
Telomerase wird ebenfalls durch E6 aktiviert, hierdurch kann die Lebensdauer der infizierten
Zelle verlangert werden. E7 ist in der Lage pRb zu degradieren, wodurch es zu einer
gesteigerten Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F kommt. Dies fiihrt zu einem Anstieg
des E2F-Transkriptionsfaktors, der Einfluss auf die Zellproliferation nimmt (Dell und Gaston
2001). Die Zelle kann so in den Zellzyklus eintreten und virale DNA synthetisieren. Das
Protein pRb ist in HPV-positiven Tumoren als Zeichen der E7-Aktivitdt herunter reguliert
(Wiest et al. 2002, Hoffmann et al. 2004). Die negative Riickkopplung des pRb auf p16™*

6™ % _(Jberexprimierung (Smith et al. 2008, Klaes et al. 2001). Humane

verursacht eine pl
Papillomviren sind demnach in der Lage Onkoproteine zu synthetisieren, welche Tumor-
suppressorproteine inaktivieren oder zur Degradierung markieren koénnen. In der Folge
kommt es zu einer Akkumulation von DNA-Schidden, welche die Transformation der Wirts-

zelle letztlich bedingen (Zerfass et al. 1995, Havre et al. 1995).

Wihrend die Auswirkungen der Onkogene E6 und E7 bekannt sind, sind die exakten
molekularen Mechanismen, die zur Tumorentstehung, -progression und Metastasierung
fiihren bis zum heutigem Zeitpunkt noch unbekannt. HPV-positive Kopf- und Halskarzinome,
vor allem Tonsillenkarzinome, metastasieren frith in die lokoregiondren Lymphknoten und

weisen somit im Vergleich zu HPV-negativen Karzinomen ein biologisch aggressiveres



Verhalten auf (Hoffmann et al. 2005, Hoffmann et al. 2010, Syrjanen 2010, Mendelsohn et al.
2010). Patienten mit HPV-positiven Tumoren weisen dennoch im Vergleich zu Patienten mit
einem negativen HPV-Status ein besseres Gesamtiiberleben und ein lédngeres rezidivfreies
Uberleben auf, was auf eine erhdhte Sensibilitit der HPV-positiven Tumoren auf die
Therapie, insbesondere die Strahlentherapie zuriickgefiihrt wird (Licitra et al. 2006, Furniss et

al. 2007, Fakhry et al. 2008).

Es ist in vergleichenden Vorversuchen mittels Microarray-Analysen an metastasierten und
nicht metastasierten Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches gezeigt worden, dass
die Expression des Gens einer Antileukoproteinase, ndmlich des sog. ,,Secretory Leukocyte
Protease Inhibitor* (SLPI), eine deutliche Siginifikanz als Marker aufweist. SLPI zeigte in
Untersuchungen auf Protein- und mRNA-Ebene eine statistisch signifikante Herabregulierung
in metastasierten Kopf- und Halskarzinomen im Vergleich zu nicht metastasierten
Karzinomen (Cordes et al. 2011). SLPI wird von verschiedenen Organen bzw. Zelltypen syn-
thetisiert, unter anderem in Mammagewebe, Endometrium, Ovar sowie Lunge und Speichel-
driisen. SLPI wird dartiber hinaus von diversen immunologisch aktiven Zellen, wie Makro-
phagen, neutrophilen Granulozyten und B-Lymphozyten, produziert (Abe et al. 1991, Franken
et al. 1989, Jin et al.1997). Das Protein dient zum Schutz der Gewebe vor den endogenen
Serinproteasen neutrophile Elastase und Cathepsin G sowie vor Pankreasenzymen wie
Chymotrypsin, Trypsin und Pankreaselastase. Es leistet so einen Beitrag zum Immunsystem

(Nystrom et al. 1999, Taggart et al. 2002).

Eine Arbeitsgruppe aus den USA hat in Untersuchungen an Zellkulturen parallel zu den eben
genannten Erkenntnissen gezeigt, dass verminderte Expression von SLPI einen zelluldren
Oberflidchenrezeptor freisetzt, welcher dann als ,,Aufnahme-Rezeptor* fiir HPV in die Zellen
zu fungieren scheint (Kast WM et al., personliche Mitteilung und eingereicht). Es ist vor
diesem Hintergrund Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit, einen moglichen Zusammenhang
zwischen SLPI-Expression und dem HPV-Infektions-Status bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches zu untersuchen und eine mogliche Verbindung beider Parameter, allein
und kombiniert, zur Metastasierung in die Halslymphknoten zu analysieren. Es wurden zu
diesem Zweck 78 Tumorproben von metastasierten und nicht metastasierten Plattenepithel-
karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches retrospektiv untersucht. Eine vergleichbare Unter-
suchung ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht durchgefiihrt worden. Die HPV-Priavalenz

st mit den derzeit sensitivsten und spezifischsten Nachweismethoden bestimmt worden. Die



Tumoren sind zur Bestimmung der biologischen Aktivitdit der HPV-Infektion auf die
Nachweisbarkeit von viraler mRNA der Onkogene E6 und E7 untersucht worden. Das
pl16™ % _Expressionsmuster ist mittels Inmunhistochemie untersucht, das SLPI-Expressions-
muster immunhistochemisch semiquantitativ bestimmt und in Korrelation zu der HPV-DNA-
Pravalenz gesetzt worden. Der Lymphknoten-Status (N-Status) des lateralen Halses der
Patienten ist in Beziehung zu den so gewonnenen Ergebnissen gesetzt worden. Es ist
zusdtzlich das SLPI-Expressionsmuster von 19 Patienten mit klinisch unauffalliger Mukosa,
die aufgrund nicht-maligner Erkrankungen behandelt worden sind, immunhistochemisch
semiquantitativ bestimmt und mit den Rauchgewohnheiten der Patienten korreliert worden.

Samtliche Ergebnisse sind einer statistischen Analyse unterzogen worden.



2. FRAGESTELLUNG

Das Ziel dieser Arbeit ist es, erstmalig einen Zusammenhang zwischen der SLPI-Expression
und dem HPV-Status von Kopf- und Halsplattenepithelkarzinomen zu untersuchen, sowie
eine mogliche Korrelation zum Halslymphknotenstatus betroffener Patienten zu analysieren.

Dies wird mit der Beantwortung folgender Fragestellungen verfolgt:

1. Wie hoch ist die HPV-DNA-Prédvalenz in den untersuchten Tumorbiopsaten und wie hoch

ist der Anteil biologisch aktiver Infektionen?

2. Wie stellt sich die SLPI-Expression in den Tumoren des untersuchten Patientenkollektivs
dar? Existiert ein signifikanter Zusammenhang zwischen der SLPI-Expression und dem HPV-

Infektionsstatus der Karzinome?

3. Zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Metastasierung, SLPI-Expression und HPV-

Infektionsstatus?

4. Kann anhand der Daten die Hypothese der Existenz eines zelluldren Rezeptors, um den

zwei Liganden, nimlich SLPI und HPV, konkurrieren, unterstiitzt werden?

5. Konnen bereits bei gesunden Individuen Unterschiede in der SLPI-Expression in klinisch

normaler Schleimhaut nachgewiesen werden?



3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Gewebeproben

Gewebeproben von 78 Patienten wurden in einem Zeitraum zwischen 2004 und 2009 in der
Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie an der Christian-
Albrechts-Universitdt zu Kiel gewonnen. Die Proben wurden den Patienten im Rahmen von
diagnostischen und therapeutischen Eingriffen entnommen. Es wurde entsprechend einer von
der Ethikkommission des Universititsklinikums Kiel (D 438/10) befiirworteten Einverstind-
niserkldrung von allen Patienten die Zustimmung zur wissenschaftlichen Bearbeitung des
Gewebes eingeholt. Molekulargenetische Analysen der Gewebeproben beziiglich der
Privalenz und Typisierung von HPV-DNA-Sequenzen erfolgten nachdem die Proben in histo-
pathologischen Untersuchungen am Institut fiir Pathologie (Direktor: Prof. Dr. med. Récken)
des Universitétsklinikums als Plattenepithelkarzinome diagnostiziert wurden. Die in Paraffin
fixierten Gewebeproben der vorliegenden Untersuchung wurden vom o. g. Institut zur

Verfiigung gestellt.

Von jeder intraoperativ entnommenen Gewebeprobe wurde unter Wahrung der Resektions-
grenzen ein Teil fiir Routineuntersuchungen in der Pathologie aufbereitet und ein Teil in
sterile Reaktionsgefde (Safe-Lock Reaktionsgefdll 1,5 ml, Eppendorf, Hamburg) iiberfiihrt,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbe-

wahrt.

Es wurden zusitzlich Gewebeproben klinisch unauffélliger Mukosa der oberen Atemwege
von 19 Patienten, die wegen nicht-maligner Erkrankungen in der Klinik fiir Hals-, Nasen-,
Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel
behandelt wurden, entnommen (Ethikvotum D 467/11).

Es wurden fiir die Durchfiithrung der Himatoxylin-Eosin (HE)-Farbung und der immunhisto-
chemischen p16™**-Firbung, sowie der SLPI-Firbung, von jeder Gewebeprobe mittels eines
Mikrotomes (Reichert-Jung Supercut, Cambridge Instruments GmbH, NuBloch) mehrere

Schnitte mit einer Schnittdicke von 5 pm angefertigt.



3.1.2 Patienten und klinische Daten

Es wurden 78 Tumore von 66 Ménnern und zwolf Frauen untersucht. Das Alter der Patienten
reichte von 43 bis 76 Jahren. Das mittlere Alter lag bei 59,95 Jahren. Die anatomische
Lokalisation der untersuchten Primédrtumoren waren Oropharynx [(n= 20); Tonsilla palatina
n= 14, Tonsilla lingualis n= 6], Larynx (n= 22), Hypopharynx (n= 24), weicher Gaumen (n=
4) und Zungenrand (n= 8) (Tabelle 1, Anhang). Die anatomischen Lokalisationen weicher
Gaumen und Zungenrand wurden - obwohl der weiche Gaumen zur anatomischen Region des
Oropharynx gehort - folgend in dieser Promotionsarbeit unter der Lokalisation ,,Mundhdhle*
zusammengefasst, da es sich bei der Schleimhaut des weichen Gaumens nicht um tonsilléres
Gewebe handelt und HPV-Status sowie biologisches Verhalten eher Karzinomen der Mund-
hohle gleicht als HPV-assoziierten Karzinomen der Tonsille. Das histologische Grading ergab
bei vier Karzinomen eine hohe Differenzierung, bei 56 Karzinomen eine mifige Differen-
zierung, bei drei Karzinomen eine méfige bis niedrige sowie bei 15 Karzinomen eine niedrige

Differenzierung.

Es wurden 19 Schleimhautproben von zwolf Ménnern und sieben Frauen mit nicht-malignen
Erkrankungen untersucht. Das Alter dieser Patienten reichte von zwei bis 63 Jahren, das
mittlere Alter lag bei 43 Jahren. Weitere klinisch-pathologische Angaben zu den Patienten,

inklusive der Rauchgewohnheiten, sind in Tabelle 2 im Anhang zu finden.
3.2 Methoden
3.2.1 Extraktion der Nukleinsiuren

3.2.1.1 DNA-Extraktion

Die Isolation der DNA aus den jeweiligen Gewebeproben erfolgte mit dem QIAamp® DNA
Mini Set (QIAGEN® GmbH, Hilden) nach folgenden Arbeitsschritten:

Es wurden jeweils 25 mg schockgefrorene Tumorbiopsate zu feinem Pulver homogenisiert, in
ein Eppendorthiitchen tiberfiihrt und durch Zugabe von 180 pl des mitgelieferten Lysepuffers
(ATL Buffer) lysiert. Zur Inaktivierung der Proteine wurde der Probe 20 pl einer 1 mg/ml
Proteinase-K-Losung beigemischt. Die vollstdndige Lyse der Gewebeproben erfolgte wahrend
der Inkubation im Wasserbad (Typ 1083, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel) bei 56
°C fiir drei Stunden, sowie durch weitere Zugabe von 200 pl des mitgelieferten AL Buffers
und abschlieBende Inkubation im Wasserbad bei 70 °C fiir zehn Minuten. Die DNA wurde



durch Hinzufiigen von 200 pl Ethanol (96-100 %) préazipitiert und zusammen mit dem
Ethanol iiber die Membran der QIAamp Extraktionsséule geschichtet. Das Gemisch wurde bei
8000 U/min in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH,
Hamburg) abzentrifugiert und die DNA wéhrend der Zentrifugation selektiv von der Silicium-
Gel-Membran der Extraktionssdule absorbiert. Polysaccharide und Proteine wurden nicht an
die Matrix gebunden und dadurch entfernt. Das Waschen der gebundenen DNA erfolgte
anschlieBend in zwei Zentrifugationsschritten mittels der im Set enthaltenen Waschpuffer
AWI1 und AW2. Es wurden zunédchst 500 ul des Waschpuffers AW 1 hinzugefiigt und fiir eine
Minute bei 8000 U/min zentrifugiert. Nach Hinzufiigen von AW2 folgte die Zentrifugation
fir drei Minuten bei 14.000 U/min. Storende Kontaminationen wurden durch den
Waschvorgang aus der Membran entfernt und der Reinheitsgrad der DNA erhoht. Die DNA
wurde durch zweimalige Hinzugabe von 200 ul AE-Puffer und einer jeweiligen einminiitigen
Zentrifugation bei 8000 U/min in ein Sammelplastikhiitchen (Sarstedt AG & CO, Niimbrecht)
eluiert. Das Gemisch wurde vor der Zentrifugation fiir je eine Minute bei Raumtemperatur

inkubiert.
3.2.1.2 RNA-Extraktion

Die Gesamtzell-RNA wurde mit Hilfe des pegGOLD TriFast'™ Reagenz (PeqLab, Erlangen)
nach dem Herstellerprotokoll isoliert. Die schockgefrorenen Biopsate wurden in einem
sterilen Morser zu einem feinen Pulver homogenisiert. Die vollstindige Lyse der Proben
erfolgte durch die Zugabe von 1 ml TriFast™ zu jeweils 50-100 mg Gewebe. Eine
Phasentrennung wurde durch die Zugabe von 0,2 ml Chloroform zu jeweils 1 ml TriFast™
und Zentrifugation bei 12000 U/min fiir fiinf Minuten erreicht. Die in der wéssrigen Phase
geloste RNA wurde durch die anschliefende Zugabe von 0,5 ml Isopropanol zu jeweils 1 ml
TriFast™ prizipitiert. Es folgte zweimaliges Waschen der RNA-Pellets in 75 %-iger
Ethanollosung und eine weitere Zentrifugation fiir zehn Minuten bei 12000 U/min. Die RNA-
Probe wurde abschlieend an der Luft getrocknet und in 50 pl 40 %-iger Formamidldsung

gelost.

3.2.1.3 Photometrische Bestimmung der RNA-/DNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentrationen der einzelnen Proben erfolgte photometrisch bei

einer Wellenlédnge von 260 nm in einem UV-Spektralphotometer (BioPhotometer, Eppendorf



AG, Hamburg). Eine Eichung des Photometers mit 40 %-iger Formamidlosung wurde vor der

ersten Messung durchgefiihrt.

Die RNA-Konzentration lie3 sich nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz aus den ermittelten

Absorptionen der Proben errechnen.
30 ul/ml: 1=Xpg/ml: gemessene Absorption

Auch die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenlidnge
von 260 nm im UV-Spektralphotometer. Das Spektrometer wurde vor jeder Messreihe und
nach jeder vierten Messung mit AE-Puffer geeicht. UV-transparente Einmal-Kiivetten

(Sarstedt AG & Co, Niimbrecht) wurden fiir die Messung benutzt.

Die Konzentrationen der einzelnen Proben wurden nach der folgenden Verhéltnisrechnung

ermittelt:

50ul/ml:1=Xpg/ml: gemessene Absorption
3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die 1983 von K. B. Mullis beschriebene PCR (Tony S. Ma 1995) dient der enzymatischen in-
Vitro-Amplifizierung von kleinsten Mengen an Nukleinsdurefragmenten. Genomisches
Material (z.B. DNA) von einigen hundert bis einigen tausend Basenpaaren kann exponentiell

vervielfacht werden.

Das Reaktionsverfahren besteht aus 30-40 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Teilschritten
besteht: Denaturierung, Primerhybridisierung (Annealing) und Extension (Polymerisation). Es
erfolgt zunichst die Denaturierung der DNA bei 94 °C. Die Wasserstoffbriickenbindungen,
welche die komplementiren DNA-Stringe miteinander verbinden, werden bei dieser
Temperatur gelost und die DNA-Stringe somit zum Auseinanderweichen gebracht. Diese
Trennung ist erforderlich, damit sich synthetisch hergestellte Oligonukleotidprimer an jeweils
einen der beiden DNA-Einzelstringe anlagern konnen (Annealing). Als Primer werden
Oligonukleotide bezeichnet, die von DNA-replizierenden Enzymen wie der DNA-Polymerase
als Startpunkt benétigt werden. Sie lagern sich spontan an einen DNA-Strang mit
komplementirer Nukleotidabfolge an und ermdglichen damit die Replikation. Die Temperatur
wird in der Annealingphase auf 55 °C gesenkt, so dass sich Wasserstoffbriicken zwischen den

DNA-Einzelstrangen und den Primern ausbilden kénnen. Die Extension der Primer bei 72 °C
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schlieBt sich als letzter Teilschritt an. Das thermostabile Enzym Taq-Polymerase (aus Termus
aquinus = Taq) synthetisiert von den Primern aus die komplementéren Stringe zu den vor-
handenen DNA-Ausgangsstrangen in 3°-5"-Richtung, wobei die dazu bendtigten Nukleotide

im Uberschuss in den PCR-ReaktionsgefidBen vorhanden sein miissen.

Die gesuchte DNA-Sequenz wurde mit Hilfe dieser Reaktionsabfolge einmal amplifiziert. Die
gesuchten Gensequenzen wurden durch mehrfaches Durchlaufen dieses Thermozyklus
exponentiell amplifiziert. DNA-Sequenzen konnen innerhalb von Stunden mit der Poly-
merasekettenreaktion millionenfach mit hoher Spezifitit amplifiziert werden und ermoglichen

damit weitere Detektionen und Analysen (Scharfetter et al. 1991).

3.2.2.1 Detektion von HPV-DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Die folgenden Arbeitsschritte wurden zur Vermeidung von Kontaminationen auf einer sterilen
Arbeitsfliche durchgefiihrt. Die PCR-Reagenzien wurden in 0,2 ml Reaktionsgefd3en
(Multiply® -ustrip 0,2 ml Kette, Sarstedt AG & CO, Niimbrecht) pipettiert, welche vorab in
einem Autoklaven (EK Laborautoklav, Systec GmbH Laborsystemtechnik, Wettenberg)
sterilisiert wurden. Alle Reagenzien wurden wéhrend des Pipettierens auf Eis gelagert. Das
Gesamtvolumen, das 50 pl betrug, wurde mit der bendtigten Menge an DEPC
(Diethylpyrocarbonat)-Wasser (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) eingestellt. Die
Reaktionsansitze enthielten 5 pul von dem 10x Dream Tag-Puffer, 5 pul von dem 2 mM dNTP-
Mix, jeweils 2,5 pl typenspezifischen Oligonukleotide, 200 ng genomische DNA der zu
untersuchenden Probe und 0,5 pl der Dream Taq-DNA-Polymerase. Das Gesamtvolumen
wurde mit 0,01%-igem Diethylpyrocarbonat (Fa. Sigma)-haltigen Wasser auf ein Volumen
von 50 pl aufgefiillt. (Der PCR-Puffer, der ANTP-Mix und die Tag-Polymerase wurden von
Fa. Fermentas Life Sciences bezogen). Zusétzlich zu den HPV-16 typenspezifischen Primern
und den General-Primern (GP5/GP6) wurden zur Sicherstellung der Amplifizierbarkeit der
DNA die konstitutive Expression des B-Globingens durch Verwendung B-Globin gen-

spezifischer Primer nachgewiesen (Eurofins MWG Operon, Ebersberg).

Die Amplifizierung der DNA-Fragmente erfolgte in einem Thermocycler (Perkin Elmer,
GeneAmp PCR System 9600, USA), wobei ein Amplifikationszyklus sich aus einer
einminiitigen Denaturierungsphase bei 94 °C, einer einminiitigem Annealingphase bei 55 °C
und einer zweiminiitiger Extensionsphase bei 72 °C zusammensetzte. Es wurden insgesamt 39

Amplifikationszyklen durchlaufen. Positiv und Negativkontrollen wurden in jeder PCR mit-
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gefiihrt. Die HPVI16-positive Zervixkarzinomzelllinie SiHa wurde als Positivkontrolle
verwendet (bereitgestellt von der Abteilung Angewandte Tumorvirologie des Deutschen
Krebsforschungszentrums Heidelberg). In der Negativkontrolle wurde DNA durch DEPC-
haltiges Wasser substituiert. Die Amplifikationsprodukte wurden anschlieBend bis zur Weiter-

verarbeitung bei 4 °C gelagert.

3.2.2.2 Primer zur Detektion von HPV-DNA

Die DNA jeder Gewebeprobe wurde in Anlehnung an die Methode von Saiki (1985) unter
Verwendung von [-Globin-Primern amplifiziert. Diese Primer sind spezifisch fiir ein 268

Basenpaar langes Fragment des humanen -Globin-Gens.

Es folgten PCR-Amplifikationen fiir den spezifischen Nachweis von HPV16 sowie
Amplifikationen zum unspezifischen Nachweis von HPV mit Hilfe des General-Primers
GP5+/GP6+ (Snijders et al. 1990, Jacobs et al. 1995). Die Primer der HPV16 spezifischen
PCR binden im Bereich der ,,upstream regulatory region (URR)®, die zwischen den einzelnen

Typen variabel ist. Eine typenspezifische, hochsensitive PCR ist hierdurch mdglich.

Der Primer GP5/GP6 mit einer Lange von 20 Nukleotiden wurde bei der Consensus-Primer-
PCR eingesetzt. Die Zielsequenz umfasste eine Region von ca. 140-150 Basenpaaren der
verschiedenen HPV-Genome und erlaubte den Nachweis von mindestens 26 verschiedenen
HPV-Typen. Klinische Proben, die nach Untersuchung mit dem General-Primer HPV-positiv
waren, konnten nochmals mit typenspezifischen Primern amplifiziert werden. Diese Methode
wurde modifiziert, indem hoch konservierte Sequenzen in der Ndhe des 3’-Endes der GP5-
und GP6-Primer mit eingeschlossen wurden (drei Nukleotide fiir GP5 und fiinf Nukleotide fiir
GP6). Zwischen zehn und 200 HPV-Kopien konnten durch die Benutzung dieser verldngerten
Primer (GP5+/GP6+) je nach vorliegendem HPV-Typ nachgewiesen werden.
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Primer Nukleotidsequenz

B-Globin 5'-CAACCTCATCCACGTTCACC-3’
B-Globin 5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’

HPV 16-S 5'-TGCTAGTGCTTATGCAGCAA-3’

HPV 16-AS 5-ATTTACTGCAACATTGGTAC-3’

GP 5+ S-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’
GP 6+ 5-GAAAAATAAACTGTAAATCATAAT-3’

Tabelle 3: Sequenzen der fiir die PCR verwendeten Oligonukleotide

3.2.2.3 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden von iiberschiissigen Salzen und Nukleotiden gemill des
QIAquick® Herstellerprotokolls wie folgt entfernt. Es wurde zundchst ein Volumenanteil
PCR-L6sung mit fiinf Volumenteilen des mitgelieferten Puffers PB vermischt. Wenn sich
dabei eine orange-violette Farbung ergab, deutete das darauf hin, dass die Losung basisch
war. In diesem Falle wurden 10 pl Natrium-Acetat (pH 5,0) hinzugefiigt und die Farbe
verwandelte sich in gelb als Zeichen fiir neutralen pH-Wert. Das Gemisch wurde
anschlieBend auf die mitgelieferten QIAquick-Sdulchen aufgetragen und mit der
Tischzentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf-Netheler GmbH, Hamburg) fiir eine Minute
bei 13.000 U/min abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es wurden zum Waschen
0,75 ml Puffer PE hinzugefiigt und das Gemisch zweimal fiir je eine Minute zentrifugiert. Die
QIAquick-Séulchen wurden anschlieend in 1,5 ml Eppendorf-Hiitchen (Sarstedt AG & CO,
Niimbrecht) gesetzt und die DNA mit 40 pl DEPC-haltigem Wasser (0,01%) eluiert. Die
Losung wurde um die DNA-Konzentration zu erhdhen bei Raumtemperatur fiir eine Minute
inkubiert. Die DNA-Losung wurde anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

aufbewabhrt.
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3.2.3 DNA-/RNA-Analyse

3.2.3.1 HPV-DNA-Genotypisierung

Es wurden zwei verschiedene Methoden zur Ermittlung von HPV-DNA in den Gewebeproben
angewandt. Die eine ist Multiplex-HPV-Genotyping-Assay/Luminex und die zweite ist die
HPV™® 3.5 LCD- Array. Sie basieren auf der vorherigen Durchfithrung einer PCR. Die
Durchfiihrung beider Methoden erhohte die Genauigkeit der Validitit und Reliabilitdt der
HPV-DNA-Diagnostik:

1.) Multiplex-HPV-Genotyping-Assay/Luminex

Wissenschaftler am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg entwickelten einen
HPV-Genotyping-Assay fiir 27 Typen Humaner Papillomviren (HPV) (Schmitt et al. 2006,
Schmitt et al 2008, Schmitt et al 2010). Das Verfahren ist geeignet fiir die simultane
Detektion von multiplen high- und low-risk HPV-Typen.

Das Luminex-Verfahren basiert auf der Amplifikation von Genfragmenten der 27 wichtigsten
HPV-Typen mit einem General-Primer (BSGP5+/ biotinilierter BSGP6+) (Multiplex PCR
Set, Qiagen, Hilden, Germany). Die Amplifikation des B-Globingens erfolgte zusitzlich
mittels PCR zur Uberpriifung der Intaktheit der zu untersuchenden humanen DNA. MS3 und
5"-biotiniliertes MS10 wurden als B-Globin-Primer verwendet. Die Denaturierung der doppel-
strangigen PCR-Produkte erfolgte anschlieBend. Die Zielsequenzen wurden mit HPV-Typen-
spezifischen Oligonukleotidsonden zur Detektion der verschiedenen HPV-Typen hybridisiert.

Fluoreszenz-markierte Polystyrol-Kiigelchen (Luminex SeroMAP Beads) sind an diese
Sonden gebunden. Die Beads unterscheiden sich durch ihre unterschiedlichen Absorptions-
spektren. Der Nachweis der Hybridisierung fand anhand von fluoreszenzmarkiertem Strepta-
vidin im Luminex-Analysegerit statt, welches an die biotinylierten PCR-Produkte bindet. Das
Hybridisierungsgemisch enthielt auflerdem eine B-Globin-genspezifische Sonde, welche
zusétzlich zur Kontrolle der Hybridisierung verwendet wurde. Ein zusétzlicher Waschvorgang

eliminierte den nicht-gebundenen Fluoreszenzfarbstoff.

Die Auswertung erfolgte abschlieBend durch das Luminex-Analysegerdt, welches die

unterschiedlichen Fluoreszenz-Spektren der Beads misst. Die einzelnen Ergebnisse wurden



14

als mittlere Fluoreszenz-Intensitdt (MFI) von mindestens 100 Beads pro Durchlauf aus-

gedriickt. Das Gerit entspricht weitgehend einem Durchflusszytometer mit zwei Lasern.

Die Bewertung der HPV-Signale erfolgte durch die Ermittlung des relativen HPV-MFI-
Signals (%) fiir jede positive Reaktion. Dieses relative HPV-MFI-Signal (%) errechnet sich
aus dem gemessenen HPV-MFI-Wert geteilt durch den ermittelten maximalen typen-
spezifischen MFI-Wert. Die maximalen MFI-Werte jedes HPV-Typen wurden aus typen-
spezifischen PCR-Produkten zuvor ermittelt. Der relative MFI-Wert (%) wurde schlieBlich
durch den gemessenen B-Globin MFI-Wert geteilt, um einen nicht-deskriptiven viralen
Belastungswert zu bilden (% HPV MFI/ 3-Globin MFI). Eine hohe virale Belastung wurde fiir
netto MFI-Werte iiber fiinf festgelegt (cuttoff-Wert) (Schmitt et al. 2006). Proben wurden in
der dargelegten Studie als HPV-DNA-positiv eingestuft, wenn eine hohe virale Belastung
ermittelt werden konnte. Dieser hohe virale cutoff-Wert erwies sich als zuverldssig auch fiir
extrahierte DNA aus frisch gefrorenen Gewebeproben (Holzinger et al. eingereicht). Proben
wurden in der dargelegten Studie als HPV-DNA-positiv eingestuft, wenn eine hohe virale
Belastung ermittelt werden konnte. Es wurden Negativkontrollen in jedem PCR-Durchlauf
mitgefiihrt. In den Negativkontrollen wurde DNA durch DEPC-haltiges Wasser substituiert.

Es konnten keine PCR-Kontaminationen nachgewiesen werden.

2.) HPV"°3 5 LCD- Array

Eine hoch qualitative PCR wurde durchgefiihrt, um die Qualitdt der isolierten DNA zu
ermitteln. Die PCR wurde mit vier Primerpaaren ausgefiihrt. Diese Primer amplifizieren

DNA-Regionen zwischen 100, 200, 300 und 400 Basenpaaren (van Dongen et al. 2003).

Die HPV-Detektion und Typisierung der extrahierten DNA erfolgte mittels einer Chip-
basierten Detektionsmethode (HPV P 3.5 LCD-Array-Set, Chipron GmbH, Berlin). Diese
Methode erlaubt die Identifizierung von 32 verschiedenen HPV-Typen. HPV-spezifische
DNA-Segmente (L1-Region) wurden mittels zweier Primerpaare - HPV MY 11/09 (~430 bp)
und HPV*125“(~125 bp) - amplifiziert. AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung von jeweils
10 pl der biotinylierten PCR-Produkte an Subtypspezifische Sonden auf der LCD-Chip
Oberflache. Zwei stringente Waschschritte folgten, bei denen ungebundene Komponenten
entfernt wurden. Die gebundenen PCR-Produkte wurden mittels Reaktion eines Enzyms mit

einem chromogenen Substrat als blaues Prézipitat sichtbar gemacht. Die Auswertung der
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Ergebnisse erfolgte durch optische Kontrolle mittels einer Mustermatrix (LCD-Array-Set).

Die Hybridisierung, die Waschvorginge und die Identifizierung der HPV-PCR-Fragmente

erfolgten nach den entsprechenden Herstellerempfehlungen.
3.2.3.2 HPV-E6*I-mRNA-Analyse in gefrorenem Frischgewebe

54 RNA-Proben standen insgesamt fiir weitere Analysen zur Verfligung. Es wurden jeweils 2
ul Gesamt-RNA in ultra-kurzer-typspezifischer Reverse Transkriptase (RT)-PCR untersucht.
Halec et al. (in Bearbeitung) entwickelten diese Methode zum Nachweis der Amplifikation
von ~ 65 bp der E6*I-mRNA von 14 high-risk- (Hr) und sechs putativen high-risk- (pHr)
HPV-Typen. Der Nachweis der RNA-Integritét erfolgte durch zusétzliches Amplifizieren von
85 bp langen Ubiquitin-C-Transkripten. Die weitere Detektion der PCR-Produkte erfolgte
anschlielend mittels der Luminex Hybridisierung. Es wurden typen-, splei3-Lage-spezifische
HPV-E6*I und Ubiquitin- C-Sonden verwendet. Reaktionen mit einem netto MFI-Wert {iber
fiinf (Cutoff-Wert) wurden als HPV-E6*[-mRNA positiv definiert (Schmitt et al. 2008). Es
wurde DEPC-haltiges Wasser als Negativkontrolle in jedem (RT)-PCR-Durchlauf mitgefiihrt.

Es konnten keine PCR-Kontaminationen erfasst werden.
3.2.4 Angewandte Firbungen

3.2.4.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Fiarbung

Die histologischen Schnitte wurden mittels Xylol (Vogel, Giessen) 2x 10 Minuten
entparaffiniert. Die HE-Farbung mit Meyers Hdmalaun 1:1 (Meyers Hamalaunlosung, Merck
KgaA, Darmstadt) erfolgte fiir vier Minuten und anschlieBend mit 0,5%-igem Eosin (SIGMA-
Aldrich®, Chemie-GmbH, Steinheim) fiir eine Minute. Die Schnitte wurden wie unter Punkt
3.2.4.3 beschrieben mit Ethanol unterschiedlicher Konzentration entwissert und mit Eukitt

(Fluka, Sigma Albrich Chemie GmbH, Steinheim) eingedeckt.
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3.2.4.2 SLPI-Immunhistochemie

Die 5Spum-dicken Formalin-fixierten in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden nach dem

folgendem Protokoll gefarbt:

Die Schnitte wurden entparaffiniert und rehydriert:

2x 10  min Xylol
2x 10 min 100% Ethanol (J.T. Baker, Deventer Niederlande)

5 min 96% Ethanol (BUFA Chemkalien GmbH & Co, Hude)
5 min 80% Ethanol
5 min 70% Ethanol

Spiilen mit Aqua dest.

10 min TBS-Puffer

Die Schnitte wurden anschlieend in zehn mM Citratpuffer (2,1 g Zitronensduremonohydrat/
L; pH 6,0) in der Mikrowelle (Triple Distribution System, Samsung) bei 450 W 2x 7 Minuten
erhitzt und dazwischen mit 50 ml Aqua dest. (Ampuwa® Spiillosung, Fresenius Kabi Ag, Bad
Homburg) aufgefiillt. Die Schnitte wurden nach einer 15 miniitigen Abkiihlphase bei Raum-
temperatur mit Aqua dest. gespiilt. Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde mit 1 % H202 in
Methanol (Emsure™, Merck KgaA, Darmstadt) fiir zehn Minuten geblockt, die Schnitte
daraufhin kurz in Aqua dest. und TBS-Puffer (26,29 g NaCl, 23,64 g Tris-HCL auf 3 L Aqua
dest.; pH 7,4) gespiilt und fiir 15 Minuten mit Kaninchenserum (3 % in TBS-Puffer) (Biologo,
Kronshagen) geblockt. Die Schnitte wurden anschlieBend fiir 60 Minuten mit dem priméren
monoklonalen Antikorper (LifeSpan BioSciences, Seattle, WA) bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 3x 5 Minuten Spiilen in TBS, folgte eine 30-miniitige Inkubation bei Raum-
temperatur mit dem biotinyliertem Sekundérantikérper (Dako, Hamburg). Nach Waschen mit
TBS fiir 3x 10 Minuten wurde zur Visualisierung ein Peroxidase-Komplex-System (ABC-
Vectastain, Dako, Hamburg) fiir 30 Minuten aufgetragen, die Schnitte darauf folgend mit TBS
gespiilt. Die Gegenfarbung erfolgte nach Waschen mit TBS und Aqua dest. mit frisch
gefilterter Himalaun-Losung (1:2) (Meyers Himalaunlosung, Merck KgaA, Darmstadt). Die

Schnitte wurden entwéssert und mit Eukitt (Fluka) eingebettet.
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Auswertung der Farbung

Kleine Speicheldriisen dienten als interne Positivkontrolle; Negativkontrollen wurden durch
das Ersetzen des Primdr-Antikorper durch Aqua dest. erstellt. Die Schnitte wurden von zwei
unabhingigen Experten ausgewertet und zusétzlich von einem erfahrenen Pathologen (C.
Rocken) tiiberpriift. 300 Zellen in mindestens fiinf Arealen wurden bei 400facher Ver-
groBerung analysiert, um die SLPI-Protein-Expression zu beurteilen. Die Schnitte wurden in
die folgenden Kategorien eingeteilt: (-) <5 %, (I) 5-30 %, (II) 31-75 %, (IIT) >75 % der Zellen
gefarbt. Die Schnitte der Kategorie (-) wurden hierbei als negativ und die der Kategorien (I)-
(I1T) als positiv betrachtet.

3.2.4.3 p16™* . Immunhistochemie

Die Farbung der Formalin-fixierten in Paraffin eingebetteten 5 pm-dicken Schnitte erfolgte

mittels des CINtec® Histology-Set (mtm laboratories AG) nach folgendem Farbeprotokoll:

Die Schnitte wurden zunichst entparaffiniert und in Alkohol unterschiedlicher Konzentration

rehydriert.

2x 10 min Xylol
2x 10 min 100% Ethanol (J.T. Baker, Deventer Niederlande)

5 min 96% Ethanol (BUFA Chemikalien GmbH & Co, Hude)
5 min 80% Ethanol
5 min 70% Ethanol

Spiilen mit Aqua dest.

Die Schnitte wurden zur Epitopdemaskierung in Citronensidure-Monohydrat (Roth Chemie
GmbH, Karlruhe) (1:10 in Aqua dest.) fiir 2x 7 Minuten in der Mikrowelle bei 450 W erhitzt
und dabei mit 50 ml Aqua dest. aufgefiillt. Nach 15-miniitiger Abkiihlung bei Raum-
temperatur wurden sie fiir fiinf Minuten mit Waschpuffer (1:10 in Aqua dest.) gewaschen.
Das Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitdt erfolgte anschlieBend durch eine fiinf
miniitige Inkubation mit Peroxidase-Blockierungsreagenz (Methanol mit 1% H,0,). Nach
weiterem Waschen fiir fiinf Minuten mit 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,9% NaCl (TBS)
wurden die Schnitte fiir 30 Minuten mit dem monoklonalen Mausantikorper (Klon E6H4®)
bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin erneut fiir fiinf Minuten in TBS gespiilt. Die
Inkubation mit Visualisierungsreagenz erfolgte fiir 30 Minuten. AnschlieBend fand die

Inkubation mit der Substrat-Chromogenlosung (DAB - (3,3 -Diaminobenzidin) Chromogen-
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16sung) fiir zehn Minuten statt. Die Gegenfarbung folgte nach Spiilen mit Aqua dest. mit
frisch gefilterter Hiamalaun-Losung (1:2) fiir fiinf Sekunden. Die Entwisserung und die

Einbettung mit Eukitt (Fluka) schlossen sich zuletzt an.
Auswertung der Farbung

Positivkontrollen von Zervixkarzinomen wurden zur Auswertung der p16INK4a-Immun-
histologie der Formalin-fixierten in Paraffin eingebetteten Schnitte verwendet. Die Schnitte
wurden von zwei unabhiingigen Experten ausgewertet. Eine zusitzliche Uberpriifung erfolgte
durch einen erfahrenen Pathologen (C. Rocken). Es wurden sowohl nukledre als auch zyto-
plasmatische Farbungen als positiv gewertet. Alle Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop
(bei 400facher VergroBerung) semiquantitativ nach der Einteilung von Klaes und Mitarbeitern
(Klaes et al. 2001) ausgewertet: (negativ) <1 %, (sporadisch positiv) 1-5 %, (fokal positiv) 5-
25 %, (diffus positiv) >25 % der Zellen gefiarbt. Die Einstufung der Ergebnisse erfolgte
abhingig von dieser Einteilung in negativ, schwach (+), madBig (++) und stark (+++).

6TNK4a

Moderate pl -Farbungen wurden zur Minimierung falsch-negativer Ergebnisse positiv

gewertet (Smeets at al. 2007).

3.2.5 Statistische Analyse

Der Exakte Fisher-Test wurde durchgefiihrt, um die Unterschiede zwischen den Gruppen zu
testen. Alle statistischen Analysen wurden mit der SAS 9.2 — Software durchgefiihrt. Alle
Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt und p-Werte unter 0,05 wurden als statistisch

signifikant erachtet.



19

4. ERGEBNISSE
4.1 B-Globin Nachweis

Die Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA aller 78 Gewebeproben wird mittels Nachweis
einer Gensequenz des humanen B-Globins untersucht. Das DNA-Segment des humanen B-
Globins lédsst sich mittels der Multiplex-HPV-Genotypisierung/Luminex in allen 78 Proben
nachweisen. Die Amplifizierbarkeit der DNA ist damit belegt.

4.2 HPV-DNA-Nachweis

Die DNA der 78 Tumorproben wird nach der Extraktion mit dem BSGP5+/6+-PCR-
Multiplex HPV-Genotypisierungs-Verfahren (MPG) auf 27 unterschiedliche HPV-Typen
untersucht. 70 Fille zeigen Signale fiir HPV-DNA, von denen 21 nach den angewandten
Grenzwerten eine hohe Viruslast aufweisen. Nur diese 21 (30 %) der 70 Proben werden
definitionsgeméal als HPV-DNA-positiv klassifiziert. 20 der 21 Félle werden durch die LCD
Chip-HPV-DNA-Bestimmung bestdtigt. In einem Fall (Tabelle 4, Fall 25, Anhang) wird von
der MPG eine hohe Viruslast detektiert, wohingegen das LCD-Chip-Array keine HPV-DNA
nachweisen kann. Dieser Fall wird als HPV-negativ klassifiziert, da in der E6*[-mRNA-
Analyse (s. u.) ebenfalls ein negatives Ergebnis vorliegt. HPV-DNA wird in drei weiteren
Fillen mittels des LCD-Chip-Arrays detektiert, wihrend eine niedrige Viruslast in der MPG
nachgewiesen wird (Tabelle 4, Fall 20, 23 und 54). Zwei der Fille werden als HPV-DNA-
positiv klassifiziert, da in diesen Féllen auch E6*I-mRNA nachweisbar vorliegt (Fall 20 und
23). Der dritte Fall wird als HPV-DNA-negativ klassifiziert, da hier keine virale mRNA
nachgewiesen werden kann. 22 der 78 Proben (28,2 %) sind entsprechend dem angewandten
Algorithmus (s.u.) in dieser Untersuchung als HPV-DNA-positiv klassifiziert worden. 20 der
HPV-positiven Fille (90,9 %) weisen den HPV-Genotyp 16 auf, ein Fall den HPV-Genotyp
18. Andere HPV-Typen konnen nicht identifiziert werden. Ein Fall zeigt eine Infektion mit
beiden Typen. Es lassen sich fiir beide Typen zwar nur schwache Signale nachweisen, aber da
ebenfalls schwache Signale fiir HPV16- E6*[-mRNA vorliegen, wird dieser Fall insgesamt
als HPV-DNA-positiv gewertet.

HPV-DNA kann auch mittels PCR unter Verwendung von Consensus-Primern in den

restlichen 56 Tumorproben nicht nachgewiesen werden.
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Die Verteilung der so ermittelten HPV-positiven Fille auf die anatomischen Lokalisationen
der Kopf- und Halskarzinome sieht wie folgt aus: Zwolf (60 %) der 20 untersuchten
Tonsillenkarzinome sind HPV-DNA-positiv. Der Fall mit der HPV 18-Infektion und auch der
Fall mit der Mischinfektion fallen darunter. Vier (18,2 %) von 22 untersuchten Larynx-
karzinomen werden als HPV-DNA-positiv getestet, sowie zwei (16,7 %) von zwolf
Karzinomen des Zungenrandes und weichen Gaumens (Palatum molle). Vier (16,6 %) der 24
Hypopharynxproben weisen HPV-DNA auf. Die HPV-Priavalenz zeigt sich in den

Tonsillenkarzinomen statistisch signifikant erhéht (p<0.05).

Lokalisation
HPV-Status Tonsille Larynx Zungenrand/weicher Gaumen Hypopharynx
HPV-DNA+ 12 4 2 4
HPV-DNA- 8 18 10 20
Total 20 22 12 24

Tabelle 5: Verteilung des HPV-Status auf die anatomischen Lokalisationen

Tabelle 4 (Anhang) zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse mit den Resultaten der
mRNA-Analyse der E6/E7-mRNA Expression und der SLPI-Immunhistochemie; in der
Legende wird der angewandte Algorithmus zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt einer

HPV-Infektion im Detail beschrieben.
4.3 Expression der E6/E7-mRNA

Alle Fille mit verfligbarer RNA (n= 54) werden einer typenspezifischer E6*[-mRNA-Analyse
unterzogen. 17 Proben zeigen sich nach der Hybridisierung als positiv fiir exprimierte mRNA
des Onkogens E6/E7. 14 der 17 Félle konnen den HPV16-positiven Proben zugeordnet
werden und ein weiterer der 17 Félle der Probe mit der Mischinfektion. E6*I-mRNA kann
zwar in den drei weiteren Fillen nachgewiesen werden, die DNA-Nachweis-Verfahren
konnen in diesen Féllen jedoch keine HPV-DNA detektieren. E6*I-mRNA kann dariiber
hinaus in vier der HPV-DNA positiven Proben, von denen mRNA zur Analyse zur Verfiigung
steht (n= 18), nicht nachgewiesen werden. Diese Proben entstammen den Larynx- (n= 1) und

Hypopharynxkarzinomen (n= 3) und werden folglich als Beispiel einer inaktiven HPV-
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Infektion (iaHPV) klassifiziert. Die 17 HPV-DNA-positiven Fille mit nachweisbarer viraler
mRNA werden dagegen als aktive HPV-Infektionen (aHPV) bewertet. In vier Fillen mit
nachgewiesener HPV-DNA, aber ohne zur fiir Analysen vorhandener RNA, werden die
Ergebnisse der pl6™“*-Immunhistochemie beriicksichtigt, um zu entscheiden, ob die
Infektion als aktiv oder inaktiv gewertet werden kann. Drei der Félle werden als aktive HPV-
Infektionen klassifiziert, da sie eine starke immunhistochemische Firbung aufweisen. 17
aktive HPV-Infektionen stehen somit insgesamt fiinf als inaktiv zu bewertenden HPV-
Infektionen gegeniiber. Die Verteilung auf die anatomischen Lokalisationen des Kopf- und
Halsbereiches stellt sich wie folgt dar: Aktive HPV-Infektionen werden in allen zwolf HPV-
DNA-positiven Tonsillenkarzinomen detektiert, in zwei der vier DNA-positiven Larynx-
karzinomen, in zwei von zwei DNA-positiven Zungenrand- und Weichgaumenkarzinomen

sowie in einem der fiinf DNA-positiven Hypopharynxkarzinomen.
4.4 Immunhistochemischer Nachweis der SLPI-Expression

Die Immunhistochemie wird mittels eines SLPI-Antikdrpers bei 78 Karzinomen durchgefiihrt.
Das SLPI-Protein ist in den Tumorproben sowohl in den serdsen Teilen der submukdsen
Driisen, als auch im Zytoplasma der Zellen des oberen Aerodigestivtraktes und in Teilen des
Zytoplasmas der Karzinomzellen lokalisiert. Eine starke SLPI-Expression zeigt sich vor allem
in den Keratinozyten und in den Karzinomzellen. 28 (35,9 %) der untersuchten Félle zeigen
keine erhohte Expression des SLPI-Proteins. 25 (32,1 %) weisen dagegen eine schwache
Expression auf, 18 (23,1 %) eine méBige und sieben (9,0 %) eine starke Expression (Abb. 1).
Die primér nicht metastasierten (NO) Tumore weisen dabei eine starke SLPI-Expression auf,
wohingegen die metastasierten Tumore (N1-3) eine schwichere Antigen-Antikorperreaktivitat

zeigen. Dieser Unterschied zeigt sich in der statistischen Analyse als hochsignifikant.

Die Fille mit miBiger bis starker SLPI-Expression werden im weiteren Text und in Bezug auf

die Korrelation mit dem HPV-DNA-Status als Einheit (n= 25) betrachtet.



Abb. 1: Immunhistochemischer SLPI Nachweis in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches: a: keine SLPI-Expression, b: schwache SLPI-Expression, ¢: méBige und d: starke SLPI-
Expression

Die SLPI-Immunhistochemie wird zusitzlich an 19 Proben klinisch unauffalliger Mukosa
durchgefiihrt. Keine SLPI-Expression zeigt sich dabei in einem der untersuchten Félle und
sehr schwache (bis keine) Signale in zwei weiteren Fillen. Schwache, aber deutliche SLPI-
Expressionen zeigen sich des Weiteren in zehn und sogar miBige bis starke Expression in

sechs der untersuchten Fille.
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Abb. 2: Immunhistochemischer SLPI Nachweis in klinisch unauffalligen Mukosabiopsaten. a: keine
Reaktivitdt mit dem Antikorper (Fall 17, Tabelle 2), b: schwache Reaktivitit (Fall 6, Tabelle 2), c:
méiBige Reaktivitit (Fall 3, Tabelle 2) (x200)

In Korrelation zu den Rauchgewohnheiten der Patienten ergibt sich bei den Patienten, die
regelméBigen Tabakkonsum in der Anamnese angegeben haben (n= 7) folgendes Bild: Drei
(42,9 %) der Patienten zeigen keine bis schwache SLPI-Expression, wihrend vier Patienten
(57,1 %) eine miBige bis starke Expression zeigen. Patienten ohne Tabakkonsum in der
Anamnese (n= 12) zeigen dagegen in zehn (83,3 %) Fillen keine bis schwache SLPI-
Expression und in zwei (16,7 %) Féllen eine méBig bis starke Expression fiir SLPI (Tabelle
6). 67 % der Raucher zeigen somit eine méfige bis starke SLPI-Expression wahrend dieses
nur 16 % der Nichtraucher zeigen. Andererseits exprimieren 83 % der Nichtraucher SLPI

allenfalls schwach, wohingegen nur 42 % der Raucher dieser Gruppe zugeordnet werden.

SLPI
-+ ++/+++ Total
Raucher bzw.
Ex-Raucher 3 4 7
Nichtraucher 10 2 12
Total 13 6 19

Tabelle 6: Verteilung der SLPI-Expression (keine-schwache: -/+, madfig-stark positiv: ++/+++) auf die
Rauchgewohnheiten der Patienten mit klinisch unauffélliger Mukosa

Die absoluten Zahlen liegen damit am Rande der statistischen Signifikanz (p= 0,085),

wahrscheinlich bedingt durch die kleine StichprobengroB3e und die ungleiche Verteilung an
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Patienten mit und ohne Tabakkonsum in der Anamnese. Die berechneten Prozentwerte zeigen
dagegen eine sehr enge Korrelation zwischen den Rauchgewohnheiten und der SLPI-

Expression (p<0,0001).
4.5 SLPI-Expression in Korrelation zum HPV-Status

Es wird in dieser Arbeit von der Hypothese ausgegangen, dass die SLPI-Expression Einfluss
auf die initiale Infektion der Epithelzellen mit Virus-DNA hat, nicht aber auf die weitere
Aktivitdt des Virus. Der Aktivitétsstatus der HPV-Infektion kann demzufolge zur Beurteilung
des Einflusses der SLPI-Expression auf die HPV-Infektionsrate vernachldssigt werden. Alle
HPV-DNA-positiven Tumorproben werden demnach unabhédngig vom Vorhandensein viraler
mRNA (n=22) in Bezug zur SLPI-Expression gesetzt. Nur zwei Tumorproben zeigen im Fall
von einer miBigen bis starken SLPI-Expression (n= 25) eine Infektion mit HPV-DNA, neun
Tumorproben in der Gruppe mit schwacher Expression und elf in der Gruppe ohne SLPI-
Expression. Die Korrelation der méBigen bis starken SLPI-Expression mit der detektierten
HPV-DNA ist gegeniiber der Korrelation mit schwacher oder keiner SLPI-Expression
statistisch signifikant (p=0,01).

Die Verteilung der SLPI-Expression auf die HPV-DNA-negativen Proben (n= 56) fallt
dagegen folgendermafBen aus: 23 (41,1 %) Tumoren zeigen eine miBige bis starke Ex-

pression, 16 (28,6 %) eine schwache und 17 (30,4 %) Proben zeigen keine SLPI-Expression.

Die Ergebnisse der Verteilung der SLPI-Expression auf die Gruppe der HPV-negativen und

HPV-positiven Patienten sind in der Tabelle 7 zusammengefasst.

SLPI
HPV-Status - + ++/+++ Total
HPV-DNA+ 11 9 2 22
HPV-DNA- 17 16 23 56
Total 28 25 25 78

Tabelle 7: Verteilung der SLPI-Expression (negativ:-, schwach positiv: +, méaBig-stark positiv:
++/+++) auf die HPV-DNA-positiven (+) und negativen (-) Fille
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4.6 Betrachtung des Lymphknoten-Status in Abhingigkeit vom HPYV-Infektionsstatus

und in Korrelation zur SLPI-Expression

Ausgehend von der Annahme, dass erst eine aktive HPV-Infektion eine progressions- und
proliferations-stimulierende Wirkung in der infizierten Zelle ausiibt mit konsekutiv
entsprechendem biologischen Verhalten des Tumors mit unter anderem frithzeitiger Hals-
lymphknotenmetastasierung, wird diese biologische Aktivitit der Infektion (aHPV und
1aHPV) und nicht der alleinige HPV-DNA-Nachweis in Korrelation zum Halslymphknoten-
Status (N-Status) der Patienten gesetzt. Metastasen (N1-3) werden bei 13 (76,5 %) der
Patienten mit einer aktiven HPV-Infektion (n= 17) nachgewiesen, keine Metastasen (NO) bei

vier (23,5 %) Patienten dieser Gruppe.

25 Patienten aus der Gruppe mit fehlender beziehungsweise mit einer inaktiven HPV-
Infektion (n= 61) haben keine Halslymphknotenmetastasen (NO), wéihrend 36 Patienten
solche Metastasen zeigen (N1-3). Dieser Zusammenhang zeigt allerdings keine Signifikanz

(p>0,05).

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 8 zusammengefasst.

N-Status
HPV-Infektionsstatus 0 1-3 Total
aHPV 4 13 17
iaHPV und HPV- 25 36 61
Total 29 49 78

Tabelle 8: Lymphknoten-Status (N-Status) in Bezug zum HPV-Infektionsstatus

Die Verteilung der Halslymphknotenkategorien bei aktiver HPV-Infektion und in Korrelation
zur SLPI-Expression stellt sich wie folgt dar: Vier der Patienten weisen bei fehlender bis
schwacher SLPI-Expression und aktiver HPV-Infektion (n= 15) keine Lymphknoten-

Metastasen (NO) auf, wohingegen elf dieser Patienten Metastasen (N1-3) zeigen.

16 Félle aus der Gruppe der Patienten mit maBiger bis starker SLPI-Expression und einer

inaktiven oder fehlenden HPV-Infektion (n= 23) haben keine nachweisbaren Metastasen in
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den ableitenden Lymphabflusswegen (NO), wéhrend sieben solche Metastasen aufweisen.

Diese Korrelation ist statistisch signifikant (p<0,05).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

N-Status
HPV/SLPI-Status 0 1-3 Total
aHPV/SLPI -/+ 4 11 15
1aHPV und HPV-/SLPI ++/+++ 16 7 23
Total 20 18 38

Tabelle 9: Lymphknoten-Status in Bezug zum HPV-Infektions-Status und zur SLPI-Expression

4.7 Inmunhistochemischer Nachweis der p16™"**-Expression

Die p16™***.Immunhistochemie wird bei allen 78 Tumorproben durchgefiihrt. Das Protein ist
sowohl im Zytoplasma, als auch nukleér lokalisierbar. Eine p16™~*-Uberexpression kann in
insgesamt 45 Fillen gezeigt werden. 16 Fille weisen nach den Kriterien von Kleas et al. eine

schwache (+), zwolf eine maBige (++) und 17 Fille eine starke (+++) Expression auf.

p 1 6INK4a
HPV-Status - + ++ bt Total
HPV + 4 2 2 14 22
HPV- 29 14 10 3 56
Total 33 16 12 17 78

Tabelle 10: Verteilung der p16™ " *~Expression auf HPV-DNA-positive (+) und negative (-) Fille

Die pl6™**_Expression ergibt in Korrelation zum HPV- und mRNA-Status folgende

Verteilung: Ein Fall der Patientengruppe mit nachweisbarer HPV-DNA und mRNA der
INK4a

Onkogene E6 und E7 (n= 14) zeigt eine miBige pl6 -Expression, wihrend zehn eine

starke Expression zeigen. Drei Félle sind des Weiteren negativ fiir eine p16INK4a-EXpression.
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Ein Fall der Gruppe mit nachgewiesener HPV-DNA, aber fehlendem Nachweis viraler
mRNA (n= 4) weist eine schwache, ein Fall eine médfige und ein weiterer Fall eine starke
Firbung in der pl6™“*-Immunhistochemie auf. Uberhaupt keine positiven Signale fiir

6™ in der Immunhistochemie kénnen in einem weiteren Fall gefunden werden. Zehn

pl
Fiélle der HPV-DNA-negativen Tumorproben und fehlendem Nachweis viraler mRNA (n=
33) zeigen eine schwache, vier eine miBige und ein einzelner Fall eine starke Expression des
p16™5* wihrend pl16™* in dieser Gruppe bei 18 nicht nachgewiesen werden kann. Der
Zusammenhang zwischen der pl6™“*-Expression und dem HPV-DNA-Status, sowie die
Korrelation der beiden Faktoren mit der mRNA-Expression des Onkogens E6/E7 hat sich als

statistisch hoch signifikant (p<0,0001) erwiesen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

pl INKda
HPV-/mRNA-Status - + ++ +++ Total
HPV-DNA+/mRNA+ 3 0 1 10 14
HPV-DNA+/mRNA- 1 1 1 1 4
HPV-DNA-/mRNA- 18 10 4 1 33
HPV-DNA-/mRNA+ 1 0 2 0 3
Total 23 11 8 12 54

Tabelle 11: p16™~"“-Expression in Bezug zum HPV-DNA-Status und mRNA-Status des Onkogens
E6/E7. Nur die Fille, die eine verfiigbare mRNA aufweisen (n= 54) werden mit einbezogen.
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Tabelle 12 zeigt die Verteilung der pl6™** Expression auf Fille mit aktiven HPV-
Infektionen und auf Fille mit inaktiven HPV-Infektionen beziehungsweise negativem HPV-

DNA -Status.

p 1 6INK4a
HPV-Status - + ++ +++ Total
aHPV 3 - 1 13 17
iaHPV und HPV- 30 16 11 4 61
Total 33 16 12 17 78

Tabelle 12: Verteilung der pl6™ “—Expression auf aktive (aHPV), inaktive (iaHPV) HPV-
Infektionen und auf die HPV-negativen (HPV-) Fille
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5. DISKUSSION

Es wird in dieser Promotionsarbeit erstmalig ein statistisch signifikanter inverser Zusammen-
hang zwischen der Infektion mit humanen Papillomviren in Kopf-Hals-Karzinomen und der
Expression des secretory leukocyte protease inhibitors (SLPI), einer Antileukoproteinase,
gezeigt. Ebenfalls zum ersten Mal wird eine inverse Korrelation zwischen dieser SLPI-
Expression und dem Tabak-Konsumverhalten bei Patienten ohne Tumorerkrankung in
klinisch gesunder Mukosa des oberen Aerodigestivtraktes nachgewiesen. Beide Erkenntnisse
sind von weitreichender Bedeutung fiir die HPV-assoziierte Karzinogenese im Kopf-Hals-

Bereich.

Es folgt im Weiteren zunichst ein Uberblick zu a) humanen Papillomviren und deren
assoziierten Lésionen und b) dem Protein SLPI, dessen biologisches Vorkommen und
Funktion beschrieben werden, bevor die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit detailliert

diskutiert werden.
5.1. Humane Papillomviren (HPV)

Die Geschichte der Erforschung von Papillomviren reicht bis zum Anfang des letzten
Jahrhunderts zuriick. Infektionsversuche mit Warzen lieferten die ersten Grundlagen. Das
kanzerogene Potenzial der Papillomviren wurde erstmalig in den 30er Jahren bei Versuchen
mit Kaninchen nachgewiesen (Rous und Beard 1934; Rous und Kidd 1938). Shope und Hurst
(1933) publizierten kurz zuvor iiber die Moglichkeit einer Ubertragung von Papillomen bei
Kaninchen. Es gelang ihnen der Nachweis von Viren (Cottontail Rabbit Virus) in den
entsprechenden Lisionen. Die elektronenmikroskopische Darstellung viraler Partikel erfolgte
erstmalig 1949 (Strauss et al. 1949). Eine Karzinomentwicklung im Bereich der Schleimhéute
von Kaninchen nach Transfer von gereinigter Virus-DNA wurde 1961 von Ito und Evans
beschrieben. Dies trug wesentlich zur Kenntnis {iber die kanzerogene Wirkung der Papillom-

viren bei (zur Hausen und de Villiers, 1994).

Papillomviren wurden zundchst der Gruppe der Papovaviridae zugeordnet (Melnick 1962,
Melnick et al. 1974, Pfister 1984). Sie stellen heute aufgrund von signifikanter
Unterscheidbarkeit in der DNA-Sequenz, in der RNA-Synthese und der Verarbeitung
(processing) eine eigene Familie dar (Broker und Botchan 1986, Broker 1987, Bernard et al.
1994). Die Doppelstringigkeit der DNA der Papillomviren ist seit 1965 bekannt (Ubersicht
bei zur Hausen 2009). Verschiedene HPV-Typen konnten in den 80er Jahren in Genital-
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warzen isoliert werden; es erfolgte die Isolation verschiedener Typen in Zervixkarzinomen
(zur Hausen 1998). Papillomviren vermehren sich beim Menschen nur in Keratinozyten und
gelten bislang als streng wirts- und gewebsspezifisch. Die Viren sind resistent gegeniiber

Austrocknung und Frost (Chang et al. 1991).

HPV bestehen aus einem zentralem DNA-Innenkorper (core) und aus einer Proteinkapsid-
hiille. Die Viren haben die Form eines Ikosaeders, der Durchmesser betrdgt 55-60 nm. Das
hiillenlose Kapsid der Papillomviren besteht aus 72 pentameren Kapsoiden. Diese werden aus
den viralen Proteinen L1 und L2 gebildet (Pfister 1984, Pfister und Fuchs 1987, 1994, Jo und
Kim 2005). Die doppelstringige, zirkulire DNA besteht aus 8000 Basenpaaren und wird
durch das Kapsid umschlossen. Die DNA-Sequenz beinhaltet nur auf einem der Stringe hoch
konservierte offene Leserahmen (,,open reading frames®, ORF). Diese werden in drei
Gruppen eingeteilt (Chen et al.1982): Frithe E-Region (,,early region®), spdte L-Region (,,late
region®) und eine nicht kodierende Region (,,non coding region®, NCR). Die NCR enthilt
regulierende Elemente, die fiir die Replikation der DNA unabdingbar sind (Galloway et al.
1989). Die frilhe E-Region besteht aus 6-8 offenen Leserahmen (E1-ES8), diese E-Gene
kodieren vorwiegend fiir Regulatorproteine und sind fiir die Regulation der viralen
Replikation, der Persistenz in der Zelle und der Zelltransformation verantwortlich. Die L-
Region beinhaltet die Leserahmen 1 und 2, die fiir Strukturproteine des viralen Kapsids

kodieren (Jo und Kim 2005).

E1 und E2 kodieren fiir Proteine die mit der DNA der Wirtszelle interagieren. Diese beiden
Proteine bilden einen Komplex, der an den viralen Startpunkt der Replikation bindet (origin
of replication). Polymerasen der Wirtszelle werden anschlieBend fiir die Replikation rekrutiert
(Ganguly und Parihar 2009). E1 kodiert zudem fiir eine ATP-abhéngige Helikase, welche die
Replikation ermdoglicht. Es ist das einzige HPV-Protein mit einer enzymatischen Aktivitat
(Clertant und Seif 1984). E2 hat eine Regulatorfunktion bei Transkription und Replikation. Es
bindet an den eigenen Promotor und induziert die Transkription, sofern die zelluldre
Konzentration des Proteins niedrig ist. E2 unterdriickt jedoch die Transkription der Gene aus
der frithen E-Region, inklusive der Transkription der Gene E6 und E7 (Longworth und
Laimins 2004), wenn die Konzentration in der Zelle hoch ist; das Protein fiihrt dann eine
Silencerfunktion aus. E4 kodiert fiir ein Zinkfinger-Protein und wird erst in der spiten Phase
des viralen Lebenszyklus exprimiert (Ganguly und Parihar 2009). ES kodiert fiir ein Protein,
das durch Bindung an zelluldre Transmembranproteine wachstumsstimulierende Signal-

kaskaden aktiviert. Die E6- und E7-Proteine sind dazu fahig, Zellen zu immortalisieren und
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zu transformieren (zur Hausen 2000, Longworth und Laimins 2004, Bartmann et al. 2007);
somit sind sie fiir die kanzerogene Wirkung der Papillomviren verantwortlich. Das karzino-
gene Potenzial resultiert aus Wechselwirkungen dieser viralen Proteine mit verschiedenen
zelluldren Proteinen, die in der Zellwachstumskontrolle eine Rolle spielen (s.u.). Die
Integration des viralen Genoms in die Wirtszelle flihrt regelméfig zu einem Bruch in der
E1/E2-Region; dieses Ereignis fiihrt somit zu einem Verlust der Repression der Transkription

von E6 und E7 (Finzer et al. 2002).

Integrierte, transkriptionell aktive HPV-DNA ist hdufig in der Gruppe der durch HPV
verursachten Tumoren nachweisbar. Die viralen Proteine E6 und E7 interagieren mit den
zelluldren Tumorsuppressorproteinen p53 und pRb (Retinoblastomprotein). Diese Proteine
fungieren als zwei der Hauptregulatoren des menschlichen Zellzyklus. P53 ist in der Lage die
Apoptose bei DNA-Schiden einzuleiten, die nicht eigens von der Zelle repariert werden
konnen. E6 ist in der Lage p53 zu degradieren, wodurch es zu einem intrazelluldren Mangel
an letzterem kommt. Dies spielt eine wichtige Rolle fiir die Karzinomentwicklung und -
progression (Smith et al. 2008). Die zelluldre Telomerase wird zusitzlich durch E6 aktiviert;
hierdurch kann die Lebensdauer der infizierten Zelle verlingert werden. E7 ist in der Lage
pRb zu degradieren, wodurch es zu einer gesteigerten Freisetzung der Transkriptionsfaktoren
E2F kommt. Dies fiihrt zu einem Anstieg des Transkriptionsfaktors, der Einfluss auf die
Zellproliferation nimmt (Dell und Gaston 2001). Die Zelle kann hierdurch in den Zellzyklus
eintreten und virale DNA synthetisieren. Das Protein pRb ist in HPV16-positiven Tumoren
als Folge der E7-Aktivitit herunter reguliert (Hoffmann et al. 2004). pRb iibt eine negative
Riickkopplung auf p16™** aus: Durch die Herabregulierung von pRb wird p16™** in den
betroffenen Zellen iiberexprimiert (Smith et al. 2008, Klussmann et al. 2009). Das Protein
p16™%* kann den Eintritt einer Zelle in den Zellzyklus verhindern, indem es die cyklin-
abhingigen Kinasen 4 und 6 (CDK 4/6) inhibiert. Es wirkt im geregelten Ablauf des Zell-
zyklus antiproliferativ. Durch die Inhibierung wird die Phosphorylierung des pRb vermindert,
welches in hypophosphorylierter Form den Transkriptionsfaktor E2F bindet.

Humane Papillomviren sind demnach in der Lage, Onkoproteine zu synthetisieren, die
Tumorsuppressorproteine inaktivieren oder zur Degradierung markieren konnen. Es kommt in
der Folge zu einer Akkumulation von DNA-Schédden, welche die Transformation der Wirts-

zelle bedingen (Zerfass et al. 1995, Havre et al. 1995).
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HPV infizieren ausschlieBlich Epithelien der Haut oder Schleimhaut, sie sind somit streng
epitheliotrop. Eine Infektion entsteht durch das Eindringen der Viren in die &uBeren Haut-
schichten, wozu kleinste Verletzungen, sog. Mikroldsionen der Mukosa, geniigen. Die basale
Zellschicht wird infiziert. Die Infektiositdt kann dabei sehr variieren; sie ist sowohl von der
Menge der vorhandenen Viruspartikel, der Art und Intensitdt des Kontaktes und auch vom
Immunstatus des betroffenen Individuums abhéngig (Stockfleth 2005). Der genaue
Mechanismus der HPV-Infektion ist bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannt. Allgemein
verlaufen virale Infektionen jedoch wie folgt: Das Eindringen der Viren in den Makro-
organismus geschieht durch Adaptation an die Zelle; es kommt zur Penetration der Zell-
membran. Die viralen Nukleinsduren werden aus dem Kapsid freigesetzt und mit
zunehmender Differenzierung der Epidermiszellen erfolgt die Replikation der Viren. Diese

werden dann aus der Hornschicht abgesondert (Doerr und Gerrlich 2002).

Uber 200 verschiedene Papillomvirus-Typen sind mittlerweile bekannt. Etwa 150 von ihnen
wurden beim Menschen nachgewiesen, wobei das Genom aller HPV-Typen viele
Gemeinsamkeiten aufweist (Bernard et al. 2010, Kovanda et al. 2011). Die Genomsequenz
variiert bei den verschiedenen Typen; Typen und Subtypen werden nach Homologien der
Nukleotidsequenz im L1-Open reading frame (ORF) eingeteilt. Ein HPV-Isolat liegt dann
vor, wenn sich die L1 Gensequenz mindestens um 10 % von einem anderen Typ unter-
scheidet. Ein Subtyp zum nichstverwandten HPV-Typ liegt vor, wenn sich die Gensequenz
zwischen 2-10 % unterscheidet. Liegt eine nahezu 100 %-ige Sequenzhomologie vor, spricht
man von einem varianten Typ (Calleja-Macias et al. 2005, Pfister und Fuchs 1987, de Villiers
1994, Chan et al. 1995, Myers et al. 1996). Die Papillomviren werden anhand der
Sequenzhomologien taxonomisch in drei Gruppen eingeteilt (A-, B- und E-Gruppe) (Pfister
und Fuchs 1994, de Villiers 1994). In der A-Gruppe befindet sich die Mehrzahl der
humanpathogenen HPV-Typen (van Ranst et al. 1992, Bernard et al. 1994). Ein Stammbaum
mit den drei Hauptésten — 1) Kutane Humane Papillomviren, 2) Typen der Epidermodyplasia
verruciformis (EV) und 3) Mukosotrope HPV-Typen - wurde durch Genomvergleich erstellt
(Wieland und Pfister 1997).

5.1.1 HPV-assoziierte Lisionen

Die mukosalen HPV werden in zwei Klassen unterteilt. Man unterscheidet anhand des
onkogenen Transformationsrisikos die ,,low-risk (LR) Typen und die ,high-risk* (HR)
Typen (zur Hausen und de Villiers 1994, Gissmann 1992). Diese Einteilung erfolgte, weil in
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Karzinombiopsaten vorherrschend die ,,high-risk“-Typen gefunden wurden. Die , low-risk*-
Typen rufen vornehmlich benigne Lésionen hervor (zur Hausen und de Villiers 1994,
Kumaraswamy und Vidhya 2011). Hyperplastische, papillomatdse und verrukdse Lésionen an
kutanen, mukokutanen und mukosen Epithelien konnen von HPV verursacht werden.

Bestimmte HPV-Genotypen lassen sich mit spezifischen klinischen Entitéten assoziieren.

Gutartige Tumoren wie Condylomata acuminata im Genitalbereich, meist verursacht durch
die LR-HPV-Genotypen 6 und 11, sowie die fokale epitheliale Hyperplasie (Morbus Heck)
zahlen ebenso zu den benignen Lisionen wie durch LR-Typen induzierte Papillome im
Bereich des Mundes, des Rachens und der Konjunktiven. Ein Beispiel ist die rezidivierende
respiratorische Papillomatose (RRP oder Larynxpapillomatose) (Levi et al. 1989, Coope und
Connett 2006, Larson und Derkay 2010). Die Lasionen der hereditdren Hauterkrankung
Epidermodysplasia verruciformis (EV) weisen sowohl HPV-Genotypen mit niedrigem
(HPV14, 20 und 21) als auch mit hohem onkogenen Potenzial (HPVS5, 8 und 47) auf (Chang
et al. 1991, Majewski und Jablonska 1995, Marcuzzi et al. 2009).

Die HR-Typen konnen pramaligne und maligne Zelltransformationen ausldsen. Sie gelten als
bedeutsamer Risikofaktor fiir anogenitale Lésionen, wobei der Zusammenhang zwischen
HPV-Infektionen und der zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN), wie auch dem Platten-
epithelkarzinom der Zervix am ausgiebigsten beschrieben ist. HPV-DNA kann in iiber 80 %
der zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) und in fast 100 % der Zervixkarzinome
nachgewiesen werden (Walboomers et al. 1999). Die HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35 und 45
sind hierbei die hauptsidchlichen Verursacher der Infektion (zur Hausen 1989, Richart et al.
1998, Bertuccio et al. 2011). Die HPV-Infektion ist als wichtigster Risikofaktor fiir diese
Neoplasie anerkannt. Papillomviren sind zudem moglicherweise mit nicht melanotischem
Hautkrebs (non melanoma skin cancer, NMSC) assoziiert (Biliris et al. 2000, Iftner et al.
2003) und konnten auch in Lisionen des Tracheobronchialbaumes, des Osophagus und der
Urethra, sowie in extragenitalen Pridkanzerosen bei Morbus Bowen nachgewiesen werden

(Gissmann 1984, Chang et al. 1991, Tonna et al. 2010, Clavel et al. 1999, Zheng et al. 2005).

Es wird fiir die Gesamtheit der Kopf-Hals-Karzinome eine HPV Assoziation in 20-30 %
angenommen (Hoffmann et al. 2010, Ringstrom et al. 2002). Die iiberwiegende Mehrzahl der
HPV-positiven Tumoren weist dabei den Hochrisikotyp HPV 16 auf (Klussmann et al. 2001,
Hoffmann et al. 2003, Gillison 2004, Begum et al. 2005, Furniss et al. 2007). Plattenepithel-

karzinome des Oropharynx, vor allem der Tonsillen des Waldeyer'schen Rachenringes, sind
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mit einer HPV-Prévalenz von 60 % besonders priddestiniert fiir eine solche HPV-Infektion
(Hoffmann et al. 2005, Chung et al. 2009, Torrente et al. 2011). HPV-positive Karzinome, vor
allem die Tonsillenkarzinome, metastasieren frith in die lokoregiondren Lymphknoten und
zeigen ein aggressiveres biologisches Verhalten als HPV-negative Tumore des Kopf-Hals-
Bereiches. Dennoch wird fiir Patienten mit HPV-positiven Karzinomen im Vergleich zu
Patienten mit HPV-negativen Karzinomen ein besseres Gesamt- und auch rezidivfreies
Uberleben angegeben, was auf das bessere Ansprechen der HPV-positiven Tumore auf die
Therapie, vor allem die Strahlentherapie, zuriickgefiihrt wird (Hoffmann et al. 2005,
Hoffmann et al. 2010, Syrjanen 2010, Mendelsohn et al. 2010, Tribius et al. 2011).

5.2 Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI)

Das Gen SLPI (,,Secretory Leukocyte Protease Inhibitor) zeigte in einer vorangegangenen
Untersuchung eine statistisch signifikante Herabregulierung in metastasierten Kopf- und
Halskarzinomen im Vergleich zu nicht metastasierten Karzinomen (Cordes et al. 2011). Es
kodiert fiir das Protein Antileukoproteinase (ALP). Es gibt durch das ubiquitire Vorkommen
mehrere Synonyme fiir das Protein; in dieser Promotionsschrift wird folgend die Abkiirzung
SLPI durchgehend verwendet. Das Gen befindet sich auf Chromosom 20q12, umfasst eine
Basensequenz von 2,65 Kilobasen (kb) und beinhaltet vier Exons und drei Introns (Kikushi et
al. 1998). Das Genprodukt ist ein nicht-glykolysiertes, einstringiges, sdurestabiles und
Cystein-reiches Protein, das aus zwei Doménen aufgebaut ist. Die Doménen sind zu etwa 30
% homolog (Vogelmeier et al. 1996). Jede Domine beinhaltet achtmal die Aminoséure
Cystein, so dass vier Disulfidbriicken gebildet werden und die Struktur dadurch stabilisiert
wird. Die Cystein-reichen Doménen werden auch WAP-Doménen genannt, da eine solche
Anordnung der Disulfidbriicken (motif signature) erstmalig im Whey acidic-Protein (WAP),
eines der Hauptproteine in der Milch von Méusen und Ratten, gefunden wurde (Wiesner und

Vilcinskas 2010). SLPI gehort somit zur Familie der Proteine mit WAP-Motiv.

Das Molekulargewicht SLPIs betragt 11,7 Kilodalton (kDa; Thompson und Ohlsson, 1986).

Die Tertidrstruktur erinnert an einen Bumerang, dessen Arme jeweils eine Doméne tragen.
5.2.1 Vorkommen und Funktion des SLPI

SLPI wurde 1972 erstmalig aus humanen Bronchialsekreten von Patienten mit obstruktiven
Lungenerkrankungen und zystischer Fibrose isoliert (Hochstrasser et al. 1972). Das Protein

wird von verschiedenen Organen bzw. Zelltypen synthetisiert, unter anderem Mammagewebe,
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Endometrium, Ovar sowie Lunge und Speicheldriisen. SLPI wird zudem von diversen
immunologisch aktiven Zellen, wie Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und B-
Lymphozyten, produziert (Abe et al. 1991, Franken et al. 1989, Jin et al.1997). Wallner und
Fritz wiesen 1974 SLPI im Sekret des Zervix nach; es erfolgten Nachweise in der Samen-
fliissigkeit, in Parotisdriisen-, Nasen- und Bronchialsekret, in Tranenfliissigkeit, sowie in der
humanen Muttermilch (Ohlsson et al. 1995, Thompson und Ohlsson 1986, Hochstrasser et al.
1972, Westin et al. 1994, Franken et al. 1989). Die physiologische Konzentration von SLPI in
Speichelfliissigkeit betrdgt 0, 1 — 10 pg/ml (McNeely et al. 1995, Shugars 1999). SLPI-
Konzentrationen sind im Serum und im Epithel des respiratorischen Traktes bei inflamma-
torischen Lungenerkrankungen (z.B. Pneumonien) erhoht (Kida et al. 1992, Maruyama et al.

1994).

Das Protein dient zum Schutz der Gewebe vor den endogenen Serinproteasen neutrophile
Elastase und Cathepsin G sowie vor Pankreasenzymen wie Chymotrypsin, Trypsin und
Pankreaselastase. Es leistet so einen Beitrag zum Immunsystem (Nystrom et al. 1999, Taggart

et al. 2002).

Die inhibitorische Region fiir Proteasen ist an der C-terminalen Doméne lokalisiert (Eisenberg
et al. 1990). SLPI besitzt zusitzlich zu den antiproteolytischen Eigenschaften auch eine
Vielzahl antiinflammatorischer Wirkungen auf Makrophagen und neutrophile Zellen, die bei
Stimulation durch Lipopolysaccharide (LPS) hochreguliert werden (Sehnert et al. 2004). So
zeigten Nakamura et al. (2003) an Versuchen mit SLPI-defizienten Mausen, dass SLPI
tibermdfige Entziindungsreaktionen abddmpft und fiir eine ausgeglichene Funktionalitit des
angeborenen Immunsystem sorgt. SLPI unterdriickt zudem das Wachstum von Bakterien
(Hiemstra et al. 1996), hemmt in vitro die Infektion von Lymphozyten durch Humane
Immundefizienz-Viren (HIV) des Typs 1 (McNeely et al. 1995) und wird dariiber hinaus in
HIV-Typ l-infizierten Patienten verstirkt exprimiert (Baqui et al. 1999). Es senkt den
Schweregrad von Arthritiden (Song et al. 1999, Sehnert et al. 2004) und verringert die
Produktion von Prostaglandin (PG) E2 und Matrixmetalloproteinasen (MMP) 1 und 9 (Zhang
et al. 1997, Nelson et al. 2000). SLPI wird zudem eine zentrale Rolle fiir Apoptose und
Wundheilung zugesprochen (Ashcroft et al. 2000, Odaka et al. 1999, Sorensen et al. 2003).

Die von Cordes et al. (2011) beschriebene Assoziation einer reduzierten SLPI-Expression bei
metastasierten Kopf- und Halskarzinomen wurde ebenfalls von einer holldndischen Arbeits-

gruppe gezeigt (Roepman et al. 2005). Kast et al. (2012, eingereicht) stellten kiirzlich anhand
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von Untersuchungen an Zellkulturen die Hypothese auf, dass verminderte SLPI-
Expressionslevel einen Oberfldchenrezeptor freisetzen, welcher dann als Aufnahme-Rezeptor
fiir HPV in die Zellen zu fungieren scheint. In Anbetracht des biologischen Verhaltens der
HPV-positiven Karzinome mit frithzeitiger Metastasierung ist in der vorliegenden
Promotionsarbeit ein moglicher Zusammenhang zwischen dem HPV-Infektionsstatus und der
SLPI-Expression untersucht worden und einer mdglich erscheinenden Verbindung beider
Parameter zur Metastasierung in die Halslymphknoten nachgegangen worden. Es ist zudem
der Zusammenhang zwischen der SLPI-Expression und dem Tabak-Konsumverhalten bei
Patienten mit nicht-malignen Erkrankungen untersucht und der Zusammenhang mit der

Karzinogenese von HPV-positiven Karzinomen diskutiert worden.
5.3 HPV-Privalenz in Plattenepithelkarzinomen

Es zeigen sich 22 (28,2 %) der 78 in dieser Promotionsarbeit untersuchten Plattenepithel-
karzinome des Kopf-Hals-Bereiches als positiv flir HPV-DNA. Dies entspricht zunichst den
Ergebnissen, die in der Literatur flir solche Karzinome angegeben werden (McKaig et al.
1998, Hoffmann et al. 1998, Gillison et al. 2000). Der HPV-Genotyp 16 ist nach der
gegenwdrtigen Literatur der dominierende Genotyp in Karzinomen des Kopf-Halsbereiches,
worauf der HPV-Typ 18 folgt (Kreimer et al. 2005, Termine et al. 2008, Hoffmann et al.
2005, Hoffmann et al. 2010). ,,High-risk* — Typen werden in der vorliegenden Untersuchung
bei allen 22 HPV-positiven Karzinomen nachgewiesen, wobei die Typisierung mit einer
Priavalenz von 95,5 % (20/22) in nahezu allen Fillen den HPV-Genotypen 16 ergibt. In
lediglich einem Fall wird eine Mischinfektion mit HPV16 und HPV18 nachgewiesen und in
einem weiteren eine HPV18-Infektion. Diese Ergebnisse entsprechen ebenfalls den
Erwartungen, die aus der Literatur abgeleitet werden konnen (McKaig et al. 1998, Hoffmann
et al. 1998, Gillison et al. 2000). Mehrfach-Infektionen eines Tumors mit zwei oder mehreren
unterschiedlichen HPV-Genotypen scheinen demnach, zumindest in dieser Promotionsarbeit
fiir Norddeutschland bestétigt, ein seltenes Phinomen in Kopf- und Halskarzinomen zu sein

(Hoffmann et al. 2005, Hoffmann et al. 2010, Schmitt et al. 2006, Schmitt et al. 2008).

Tonsillenkarzinome zeigen mit einer HPV-DNA-Privalenz von 60 % (12/20) im Vergleich zu
den anderen Lokalisationen erwartungsgemil3 einen besonders hohen Anteil an HPV-
positiven Karzinomen. Die vergleichsweise geringere Zahl HPV-positiver Félle in Mund-
hohlen-, Hypopharynx- und Larynxkarzinomen entspricht ebenfalls den aus der gegen-

wirtigen Literatur ableitbaren Erwartungen (Hoffmann et al. 2005, Chung et al. 2009,
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Torrente et al. 2011, St Guily et al. 2011). Tonsillenkarzinome erweisen sich somit offen-
sichtlich als priadestiniert fiir eine viral verursachte Karzinogenese. Eine Prdvalenz von sogar
90 % der untersuchten Tonsillenkarzinome ist in einer Studie aus Schweden gezeigt worden
(Ndasman et al. 2009). Dies weist auf unterschiedliche Raten der HPV-Priavalenz in den
untersuchten Patientenkollektiven aus verschiedenen geographischen Regionen der Welt und
Europas hin. Es ist bei den Vergleichen zu den unterschiedlichen Untersuchungen aus
verschiedenen geographischen Regionen darauf geachtet worden, dass dhnliche Verfahren
zum HPV-DNA-Nachweis angewandt worden sind. Es ist bisher unklar, warum Tonsillen fiir
eine HPV-Infektion permissiver sind als andere Schleimhautregionen des Kopf-Hals-
Bereiches. Die Oberflache des lymphatischen Gewebes der Tonsille ist wie die Schleimhaut
des Oropharynx und der Mundhdhle durch ein mehrschichtiges Plattenepithel begrenzt. Die
Krypten der Tonsille sind indes nur von einem teilweise einschichtigen Epithel ausgekleidet,
welches der Basalzellschicht entspricht. Das Epithel weist Zeichen geringer Differenzierung
auf (Mischke et al. 1991, Frisch und Biggar 1999, Klussmann et al. 2001). Der HPV-
Replikationszyklus ist streng von der Zelldifferenzierung abhéngig und die Viren kdnnen
primdr nur die Basalzellschicht infizieren. Dies konnte eine Erkldrung fiir eine hohere

Permissivitit des Kryptenepithels fiir HPV-Infektionen sein (Klussmann et al. 2003).
5.4 mRNA-Expression der Onkogene E6 und E7

Die biologische Aktivitit einer viralen Infektion kann bei Nachweis viraler mRNA in den

infizierten Zellen angenommen werden (Braakhuis et al. 2004).

Alle Proben mit verfligbarer RNA (n= 54) sind einer typenspezifischer E6*I-mRNA-Analyse
unterzogen worden. 17 Proben zeigen sich in dieser Untersuchung als positiv fiir exprimierte
mRNA der Onkogene E6 und E7. 14 dieser 17 Félle konnen den HPV-DNA-positiven Proben
zugeordnet werden; womit 63,6 % der insgesamt 22 HPV-DNA-positiven Karzinome mRNA
fiir E6/E7 aufweisen. HPV-Infektionen, die auf DNA-Basis nachgewiesen werden, miissen
also nicht zwingend einer biologisch aktiven Infektion entsprechen. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die Studie von Braakhuis et al. (2004), in der von 143 untersuchten Platten-
epithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches 50 % der 24 HPV-DNA-positiven Karzinomen
E6/E7-mRNA aufweisen. Die in dieser Promotionsschrift gezeigten Daten entsprechen
ebenfalls einer Studie, in der 62 % (50/72) der HPV-DNA-positiven Lédsionen unter-
schiedlicher Dignitdt des Anogenitaltraktes E6/E7-mRNA aufweisen (Andersson et al. 2006).

Smeets et al. haben 2007 in einer Untersuchung an 48 Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches
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15 HPV-DNA-positive Karzinome gezeigt, von denen sogar 12 (80 %) E6/E7-mRNA auf-

gewiesen haben.

Drei der in dieser Arbeit untersuchten 17 Proben weisen zwar virale mRNA auf, ohne dass in
diesen Gewebeproben HPV auf DNA-Ebene nachgewiesen werden konnte. Eine Begriindung
hierfiir kann sein, dass die DNA-Detektionsverfahren in diesen Fillen nicht in der Lage
waren, diese zu detektieren. Eine Kontamination mit RNA der positiven Fille ist dagegen

eher unwahrscheinlich, da die Negativkontrollen immer negativ waren.

Es ist interessanterweise festzustellen, dass alle HPV-DNA-positiven Mundhdhlen- und
Tonsillenkarzinome aktive Infektionen beinhalten, wihrend sich zwei der vier HPV-DNA-
positiven Larynxkarzinome und drei der vier HPV-DNA-positiven Hypopharynxkarzinome
als inaktive Infektionen erwiesen. An dieser Stelle soll nochmals darauf hingewiesen werden,
dass in dieser Promotionsarbeit die anatomischen Lokalisationen weicher Gaumen und
Zungenrand - obwohl der weiche Gaumen zum Oropharynx gehort - unter der Lokalisation
Mundhdhle zusammengefasst werden, da es sich bei der Schleimhaut des weichen Gaumens

nicht um tonsilldres Gewebe handelt.

Es ist bekannt, dass Patienten mit aktiven HPV-Infektionen bei der Erstdiagnose im Vergleich
zu HPV-negativen Patienten ein fortgeschritteneres Tumorstadium aufweisen (Smeets et al.
2007, Hoffmann et al. 2010). Diese Beobachtung deckt sich mit der klinisch-pathologischen
Begebenheit, dass gerade Patienten mit Tonsillenkarzinomen unabhidngig vom HPV-Status
hiufig mit Halslymphknotenmetastasen zur Erstdiagnose kommen. Patienten mit HPV-
positiven Karzinomen weisen dennoch ein besseres Gesamtiiberleben und ein ldngeres
rezidivfreies Uberleben auf, was auf eine erhdhte Sensibilitit der HPV-positiven Tumoren auf
die Therapie, insbesondere die Strahlentherapie zuriickgefiihrt wird (Ringstrom et al. 2002,
Licitra et al. 2006, Furniss et al. 2007, Fakhry et al. 2008). Es erscheint demnach aus thera-
peutischer Sicht sinnvoll den HPV-Infektionsstatus der Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches

zu identifizieren.

Es ist hervorzuheben, dass aktive HPV-Infektionen auch in Karzinomen der Mundhohle, des
Larynx und Hypopharynx gezeigt werden konnen, wenn auch in einem geringerem
Prozentsatz. Weiterfilhrende Studien werden zeigen, ob die Privalenz aktiver HPV-
Infektionen in diesen anatomischen Lokalisationen in anderen und gréferen Studien-

populationen bestétigt werden konnen, einschlielich des fiir das Kieler Patientenkollektiv
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bereits gezeigte bessere Uberleben im Fall des HPV-DNA-Nachweises (Hoffmann et al.
2005).

5.5 P16 ™“*“*.Immunhistochemie

P16™%* fungiert als CDK4/6-Inhibitor und hemmt somit die pRb-Phosphorylierung; es trigt
eine wesentliche Rolle in der Regulation der pRb-Aktivitét (Serrano et al. 1993, Lukas et al.
1995). Die Existenz einer inversen Korrelation zwischen der pRb- und p16™“*—Expression
wurde in mehreren Studien gezeigt (Whitaker et al. 1995, Shapiro et al. 1995, Kinoshita et al.
1996). Das virale Protein E7 degradiert pRb. P16™** wird somit durch den Wegfall des

negativen Feedbacks in den infizierten Zellen verstarkt exprimiert.

Es wurde in der vorliegenden Arbeit bei 78 Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches die
pl16™ *_Expression untersucht. 45 Proben zeigten eine pl6™ * _Expression, 16 davon eine
schwache, 12 eine méBige und 17 eine starke. Der Zusammenhang von p16™*-Expression
und dem HPV-DNA-Status sowie die Korrelation der beiden Faktoren mit der mRNA-
Expression des Onkogens E6/E7 haben sich als statistisch hochsignifikant (p<0,0001)

erwiesen.

P16™%* ist als immunologischer Marker fiir dysplastische und maligne HPV-assoziierte
Léisionen der Zervix geeignet (Sano et al. 1998, Klaes et al. 2001, Srivastava 2010).
Klussmann et al. (2003), Cunningham et al. (2006) und Reimers et al. (2007) haben gezeigt,

6INK4a

dass pl auch bei hochgradigen, durch HPV induzierten, Dysplasien des Oropharynx

speziell bei Tonsillenkarzinomen, als immunhistologischer Marker geeignet ist. Hoffmann et

6"™K4 alleine nicht ausreicht, um

al. (eingereicht) haben kiirzlich jedoch beschrieben, dass pl
biologisch aktive und inaktive HPV-Infektionen in der Gesamtheit der Kopf-Hals-Karzinome
zu unterscheiden. In der vorliegenden Untersuchung wiren nahezu 20 % der HPV-DNA und
E6*I-mRNA-positiven Karzinome nicht identifiziert worden, wenn die pl6™ *"-
Immunhistochemie die einzig angewandte Methode gewesen wire. Eine prizise Bestimmung
erweist sich somit bei der Identifikation aktiver HPV-Infektionen als entscheidend, um die
wahre Inzidenz der biologisch aktiven HPV-Infektionen in Kopf-Hals-Karzinomen zu

bestimmen.
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5.6 Die SLPI-Expression in Kopf-Hals-Karzinomen

In der vorliegenden Promotionsarbeit ist bei 78 Karzinomproben die Intensitidt der SLPI-
Expression untersucht worden. 25 der 78 Proben weisen dabei eine schwache, 18 eine mallige
und sieben eine starke Expression auf, wohingegen 53 Proben keine positiven Signale in der
SLPI-Immunhistochemie gezeigt haben. Die primér nicht metastasierten Karzinome haben
wie erwartet eine starke SLPI-Expression aufgewiesen, wéhrend die metastasierten

Karzinome eine schwéchere Expression gezeigt haben.

Die in dieser Promotionsarbeit gezeigten Ergebnisse der SLPI-Expression in den
Tumorbiopsaten unterstiitzen die Resultate einer Studie von Nakamura et al. (2008) in der
Ovarialkarzinome mit und ohne Lymphknotenmetastasen zur Untersuchung kamen und SLPI
in den nicht metastasierten Ovarialkarzinomen in hoherer Konzentration als in metastasierten

Ovarialkarzinomen beschrieben worden ist.

Verschiedene Autoren berichteten von einer SLPI-Uberexpression in Pankreas-, papilldren
Schilddriisen-, Zervix-, Endometrium- und Ovarialkarziomen im Vergleich zu normalen
Gewebeproben dergleichen Patienten (Iacobuzio-Donahue et al. 2003, Jarzab et al. 2005, Rein
et al. 2004, Zhang et al. 2002, Hough et al. 2002, Israeli et al. 2005). SLPI-mRNA und das
Protein SLPI erweisen sich unabhidngig vom HPV-Status in Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches im Vergleich zu entsprechenden normalen Gewebeproben als iiber-
exprimiert (Dasgupta et al. 2006). SLPI-Uberexpression in Tumorgewebe ist daher nicht als
spezifischer Surrogatmarker filir eine bestimmte Tumorentitit geeignet. Diese Daten zeigen,
dass sowohl erhohte SLPI-Konzentrationen in Karzinomproben im Vergleich zu normalen
Gewebsproben dergleichen Patienten, als auch niedrigere SLPI-Konzentrationen in Proben
metastasierter Karzinome im Vergleich zu Proben nicht metastasierter Karzinome,

vorkommen konnen.

Die genaue Rolle von SLPI in der Karzinomentwicklung und Metastasierung wird derzeit
kontrovers diskutiert. Die SLPI-Expression wird durch Progesteron und durch die pro-
inflammatorisch wirkenden Zytokine TNFa und IL1-f signifikant gesteigert (Sallenave et al.
1994). SLPI ist in der Lage die Aktivitdt von Karzinomzellen durch Inhibierung von Enzymen
zu beeinflussen, die fiir Invasion und Progression verantwortlich sind (Del Rosso et al. 2002,
Sun und Yang 2004). Das Protein wirkt somit als ein protektiver Faktor. Die metastasierten

Karzinome des in dieser Promotionsarbeit untersuchten Patientenkollektivs zeigen eine
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fehlende oder unterdriickte Expression des SLPI und damit folglich der antiproteolytischen
Funktion. Die Tumorprogression konnte so durch die vom Tumor sezernierten Proteasen
begiinstigt werden. Eine weitere Erkldrung fiir den auch in dieser Promotionsarbeit bestdtigten
Zusammenhang zwischen der Metastasierung und der SLPI-Expression in Kopf-Hals-
Karzinomen konnte dariiber hinaus sein, dass SLPI in der Lage ist die Produktion von den
Metalloproteinasen 1 und 9 zu unterdriicken, welche wiederum eine Rolle bei Tumorinvasion

und Metastasierung spielen (Zhang et al. 1999, Nelson et al. 2000).

5.7 Der Zusammenhang zwischen Lymphknoten-Status, HPV-DNA-Status und SLPI-

Expression

Die Daten der vorliegenden Promotionsarbeit zeigen erstmalig, dass eine schwache SLPI-
Expression mit einer erhohten Privalenz fiir HPV-Infektionen in Kopf-Hals-Karzinomen
einhergeht, wihrend eine Uberexpression von SLPI bei den untersuchten Tumoren mit einer
niedrigen Préavalenz fiir HPV-Infektionen assoziiert ist: HPV-DNA-positive Fille dominieren
in der Gruppe mit fehlender oder schwacher SLPI-Expression, HPV-DNA-negative Félle
weisen dagegen eine ausgeglichene Verteilung der SLPI-Expression auf. Aus diesen
Ergebnissen ldsst sich die Hypothese herleiten, dass die Interaktion von HPV und SLPI ein
frithes Ereignis im Infektions-Prozess zu sein scheint. Eine Ansammlung von HPV-DNA-
negativen Féllen wire andernfalls in der Gruppe der Fille mit méBiger bis starker SLPI-
Expression zu erwarten. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Auffassung, dass SLPI die

Papillomvirus-Infektion in einer frithen Phase der Virus-Zell-Interaktion beeinflusst.

Beide Parameter, also das Vorliegen einer HPV-Infektion sowie die fehlende oder schwach
vorhandenen SLPI-Expression, scheinen allein schon einzeln die Entstehung von
Halslymphknotenmetastasen bei den betroffenen Patienten zu begiinstigen. Dieser Effekt
scheint aufgrund entsprechender Synergismen bei der Kombination der beiden Parameter
sogar verstirkt zu verzeichnen zu sein. Die HPV-DNA-negativen Fille mit einer starken
SLPI-Expression weisen dagegen in der iiberwiegenden Mehrheit keine Halslymphknoten-
metastasen auf. In Folgeuntersuchungen wird daher untersucht, ob reduzierte SLPI-
Expression in metastasierten Kopf-Hals-Karzinomen durch eine HPV-Infektion verursacht
wird oder ob die HPV-Infektion eine Folge der reduzierten bis nicht-vorhandenen SLPI-
Expression ist. Es ist allerdings auch nicht vollig auszuschlieBen, dass mit zunehmender
Progression von HPV-DNA-positiven Karzinomen die initial erhohte SLPI-Expression

deutlich herunter reguliert wird.
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Die aktuellen, im folgenden Abschnitt beschriebenen Ergebnisse zur SLPI-Expression in
klinisch gesunder Mukosa von Patienten ohne maligne Neoplasien werfen jedoch ein vollig

neues, als revolutionér zu bezeichnendes Licht auf die eben beschriebenen Zusammenhénge.

5.8 Die SLPI-Expression in klinisch gesunder Mukosa von Patienten ohne maligne

Neoplasien

Es sind in dieser Promotionsarbeit zusitzlich zu den Karzinomproben 19 Gewebeproben
klinisch unauffalliger Mukosa von Patienten ohne maligne Erkrankungen mittels Immun-
histochemie auf den SLPI-Expressionsgrad untersucht worden. 13 dieser Proben zeigen keine
oder eine nur schwache SLPI-Expression, wihrend sechs eine méBig bis starke Expression
des SPLI zeigen. Hierbei kann interessanterweise eine inverse Korrelation zwischen der
SLPI-Expression und dem Tabakkonsum der Patienten beobachtet werden. Die Ergebnisse
der SLPI-Immunhistochemie in dieser kleinen Stichprobe zeigen in Korrelation zum
Tabakkonsum einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen den Rauch-
gewohnheiten und der Intensitdt der SLPI-Expression (p<0,0001 bei prozentualer Betrachtung
der Ergebnisse). Es ist Gegenstand derzeitiger weiterer Untersuchungen, ob Inhaltsstoffe des
Tabakrauchs, insbesondere das Nikotin, eine Erhéhung der SLPI-Expression in Schleimhaut-

zellen induzieren konnen.

Es lasst sich aus den soeben beschriebenen Ergebnissen zur SLPI-Expression in normaler
Schleimhaut von Patienten ohne eine Tumorerkrankung folgende hochinteressante und ebenso
wichtige Hypothese ableiten: Die Inhaltsstoffe des Tabakrauches provozieren einen Anstieg
der SLPI-Expression in der Mukosa, was wiederum zu einer Blockade des oben
beschriebenen Rezeptors fiihrt, wodurch einer HPV-Infektion der Epithelzellen entgegen-
gewirkt wird. Tabakabstinenz fiihrt zu einer niedrigeren SLPI-Konzentration und erleichtert

so die Infektion mit HPV.

Kritisch zu betonen ist der hypothetische Charakter dieser Interpretation der Ergebnisse: Die
in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten erlauben eigentlich keine Aussage dariiber, ob die
SLPI-Konzentration im Karzinomgewebe im Vergleich zur normalen Mukosa der oberen
Atemwege des jeweiligen Patienten hoch oder herunter reguliert ist, da keine
korrespondierenden, nach klinischen Kriterien unauffalligen Schleimhautproben der Tumor-
patienten selbst untersucht worden sind. Es ist Gegenstand von Folgeuntersuchungen, diesen

Aspekt zu beleuchten.
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SLPI und dessen Rolle in der Karzinomentstehung riicken durch die hier beschriebene
Abhingigkeit von HPV-Infektion und Metastasierung HPV-DNA-positiver Karzinome ins
Blickfeld zukiinftiger Forschungsbemiihungen. Es bleibt jedoch zu kldren, welche Ereignisse
SLPI zugeschrieben werden konnen und welche auf die onkogene Aktivitdt von HPV zuriick-
gefiihrt werden konnen. Studien zur Bestitigung der beschriebenen Korrelation zwischen
SLPI-Expression, Tabakkonsum und HPV-Infektionsstatus insbesondere bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen und nicht-malignen Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches werden

derzeit durchgefiihrt.

Es ldsst sich abschlieBend sagen, dass in der vorliegenden Promotionsarbeit erstmals ein
statistisch signifikanter inverser Zusammenhang zwischen HPV-Infektionen und der SLPI-
Expression festgestellt worden ist. Dariiber hinaus ist eine ebenfalls statistisch signifikante
Korrelation zwischen dem Tabakkonsum und der SLPI-Expression bei Patienten mit klinisch
unauffilliger Mukosa festgestellt worden. Diese Ergebnisse stiitzen somit die bereits erwihnte
Hypothese, dass reduzierte SLPI-Expression die Freisetzung eines Rezeptors auf der
Zelloberflaiche bewirkt, der dann eine HPV-Infektion erleichtert (Kast et al. 2012, einge-
reicht). Diese Annahme wird dadurch bestérkt, dass aktive HPV-Infektionen vorwiegend in
Fillen mit fehlender bis schwacher SLPI-Expression nachgewiesen werden konnen. Beide
Parameter scheinen einen synergistischen Effekt auf klinisch-pathologische Merkmale zu
haben; auch dies passt zur genannten Hypothese: Betroffene Patienten weisen ein fort-
geschritteneres Tumorstadium auf als Patienten mit HPV-negativen Karzinomen. Dieser
Umstand kann entweder der HPV-Infektion oder der herabgesetzten SLPI-Expression
zugeschrieben werden. Die Ergebnisse zeigen dariiber hinaus erstmals, dass die Korrelation
zwischen SLPI-Expression und Tabakkonsum moglicherweise das fehlende Bindeglied
darstellen konnte, welches erklédrt, warum Patienten, welche Tabak regelmiflig konsumieren
eher an HPV-unabhéngigen, ndmlich Noxen-assoziierten Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches und Patienten, die keinen solchen Missbrauch betreiben, an HPV induzierten
Karzinomen erkranken. Die beschriebene Hypothese ist so auch geeignet, den Inzidenzpeak in
der Lebenszeit der Patienten, welcher bei Tabakrauch-assoziierten Karzinomen etwa ein Jahr-

zehnt spéter zu verzeichnen ist, zu erklédren.

Diese Untersuchung ist eine Aufforderung zu weiterfiihrenden Untersuchungen. Es gilt
herauszufinden, ob die beschriebenen Ergebnisse in anderen Studienpopulationen bestitigt
werden konnen, ob die hier aufgefiihrten Mechanismen, die zu einem unterschiedlichen Maf}

an SLPI-Expression in der Mukosa der oberen Atemwege fiihren, gezeigt werden konnen und
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ob SLPI- und HPV-Proteine Bindungsstellen aufweisen, die mit demselben Rezeptor inter-
agieren konnen. Auch der Rezeptor an sich miisste schlieBlich auch in Kopf-Hals-Karzinomen

identifiziert werden.

Die Ausbreitung von HPV-Infektionen von infizierten auf nicht infizierte Zellen wird in
Zusammenhang mit der rezidivierenden respiratorischen Papillomatose diskutiert (Smeets et
a. 2007, Pawlita et al. 2009). Unsere Erkenntnisse konnten daher - zusammen mit moglichen
zukiinftigen Ergebnissen - eine Grundlage fiir die Entwicklung von Therapeutika sein, die als
Target diesen postulierten Rezeptor aufweisen, um so die weitere Verbreitung von HPV-

Infektionen zu verringern bzw. zu vermeiden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Humane Papillomviren werden mit der Genese benigner und maligner Lésionen an Schleim-
hauten unterschiedlicher anatomischer Lokalisationen in kausalen Zusammenhang gebracht.
Papillome des Mundes und des Rachens, wie z.B. die rezidivierende respiratorische
Larynxpapillomatose — verursacht durch die HPV Typen 6 und 11 — zdhlen im Kopf-Hals-
Bereich zu den benignen Lésionen. Eine HPV-Assoziation wird in 20-30 % der Gesamtheit
der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches angenommen, besonders die Tonsillen
sind mit einer Privalenz von 60 % fiir eine HPV-Infektion pradestiniert. HPV16 ist der mit
Abstand hiufigste nachgewiesene Genotyp in Kopf-Hals-Karzinomen und somit am stérksten
mit der Genese dieser Karzinome verkniipft. HPV-positive Kopf-Hals-Karzinome
metastasieren frithzeitig in die lokoregiondren Halslymphknoten und weisen somit im

Vergleich zu HPV-negativen Karzinomen ein biologisch aggressiveres Verhalten auf.

In einer eigenen vorausgegangenen Untersuchung ist gezeigt worden, dass die Expression des
Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) Gens, welches fiir eine Antileukoproteinase
kodiert, in metastasierten Kopf-Hals-Karzinomen im Vergleich zu nicht metastasierten
Karzinomen statistisch signifikant herabreguliert ist. Es ist kiirzlich zudem anhand von Unter-
suchungen an Zellkulturen gezeigt worden, dass eine verminderte SLPI-Expression einen
zelluldren Oberflachenrezeptor freizusetzen scheint, der moglicherweise als Aufnahme-
Rezeptor fiir HPV in die humanen Epithelzellen fungiert. Die verminderte Bildung von SLPI

konnte so eine HPV-Infektion der mukdsen Epithelzellen erleichtern.

Es ist in der vorliegenden Promotionsarbeit somit untersucht worden, ob ein Zusammenhang
zwischen dem HPV-Infektionsstatus und der SLPI-Expression besteht. Hierzu ist DNA,
extrahiert aus schockgefrorenem Gewebe von 78 Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches
[Mundhohle (n= 12), Tonsille (n= 20), Larynx (n= 22) und Hypopharynx (n= 24)], zur
Detektion von HPV-DNA einer PCR unterzogen worden. Aus den gleichen Gewebeproben
extrahierte RNA wurde mittels Reverse Transkriptase-PCR auf Vorhandensein von mRNA
der viralen Onkogene E6 und E7 untersucht. Histopathologische Schnitte der Tumoren sind
des Weiteren mittels Immunhistochemie auf die zelluldre Lokalisation und nach semi-
quantitativen Kriterien auf den Expressionsgrad von SLPI untersucht worden. Es sind
abschlieend 19 Schleimhautgewebeproben von Patienten mit nicht-malignen Erkrankungen
des Kopf-Hals-Bereiches auf den SLPI-Expressionsgrad untersucht und diese Ergebnisse mit

dem Tabakkonsum der Patienten korreliert worden. So ist der Frage nachgegangen worden,
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(1) in welchem Zusammenhang zellulire SLPI-Konzentrationen von Kopf-Hals-Karzinomen
und klinisch unauffilliger Mukosa mit dem HPV-Status der Karzinome stehen, sowie (ii) ob

die SLPI-Expression eine Korrelation mit dem Tabakkonsum der Patienten aufweist.

Es wird gezeigt, dass in den untersuchten Karzinomen aller anatomischen Lokalisationen des
Kopf-Hals-Bereiches die HPV-Priavalenz 28,2 % (22/78) betrdgt, wobei Karzinome der
Tonsillen mit 60 % HPV-positiven Féllen eine erwartet deutliche Pridisposition fiir die HPV-
assoziierte Karzinogenese zeigen. Der Anteil biologisch aktiver Infektionen liegt in den HPV-
DNA-positiven Karzinomen bei 77,3 % (17/22). Die Immunhistochemie zeigt insgesamt in 28
(35,9 %) Fillen keine SLPI-Expression, in 25 (32,1 %) eine schwache, in 18 eine miBige und
in sieben (9,0 %) eine starke SLPI-Expression. Elf (50 %) der 22 HPV-DNA-positiven
Karzinome zeigen keine SLPI-Expression, neun (40,9 %) eine schwache und zwei (9,1 %)
eine mafig bis starke SLPI-Expression. Dreiundzwanzig (41,1 %) der 56 HPV-DNA-
negativen Tumorproben haben dagegen eine miBige bis starke, 16 (28,6 %) eine schwache

und weitere 17 (30,4 %) keine SLPI-Expression nachgewiesen.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen (i) dem HPV-Infektionsstatus, der SLPI-
Expression und dem Halslymphknotenstatus sowie zwischen (ii) der SLPI-Expression und
dem Tabakkonsum hat Folgendes ergeben: EIf Patienten mit aktiver HPV-Infektion und
fehlender bis schwach ausgeprigter SLPI-Expression haben Halslymphknotenmetastasen,
wohingegen vier Patienten dieser Gruppe keine Metastasen entwickelt haben. Sieben
Patienten mit inaktiver oder nicht vorhandener HPV-Infektion und méBig bis stark ausge-
pragter SLPI-Expression haben Halslymphknotenmetastasen aufgewiesen, 16 Patienten dieser
Gruppe dagegen nicht. In der Gruppe der Tabak konsumierenden Patienten mit nicht-
malignen Erkrankungen (n= 7) zeigen drei schwache bis keine Expression und vier méaBige
bis starke SLPI-Expression, widhrend in der Gruppe ohne Tabakkonsum (n= 12) zehn
fehlende bis schwache und zwei eine miBige bis starke SLPI-Expression erkennen lassen
haben.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der HPV-Priavalenz und des HPV-Infektionsstatus liegen
aufgrund eigener Voruntersuchungen und aufgrund der Angaben in der Literatur im Bereich
der erwarteten HPV-Privalenz in einer vergleichbaren Studienpopulation. Die Ergebnisse
zeigen erstmals einen statistisch signifikanten inversen Zusammenhang zwischen SLPI-
Expression und HPV-Infektionsstatus (p<0,05) sowie zwischen der SLPI-Expression in nach

klinischen Kriterien gesunder Mukosa von Patienten ohne Tumorerkrankungen und dem
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Tabakkonsum (p= 0,0001). Die Daten stiitzen die Hypothese, dass bei verminderter SLPI-
Expression ein zelluldrer Oberflachenrezeptor freigesetzt zu werden scheint, welcher durch
eine dann ermoglichte Bindung von HPV dessen Aufnahme in die Zelle erleichtert, also die
HPV-Infektion erst ermoglicht wird. Dem gegeniiber stehen hohe SLPI-Konzentrationen,
wahrscheinlich durch Umweltfaktoren wie zum Beispiel Tabakkonsum induziert, mit einem
protektiven Effekt gegen HPV-Infektionen. SLPI scheint somit in den molekularen Prozess

der HPV-Infektion der humanen Epithelzellen involviert zu sein.

Die in dieser Promotionsarbeit gezeigten Ergebnisse werfen ein beinahe revolutiondres Licht
auf die initiale Phase der HPV-Infektion in Kopf-Hals-Karzinomen. Offensichtlich fiihren
exogene Faktoren, wie der Tabakrauch, zur elevierten SLPI-Expression, sodass diese
Patienten im Vergleich zu Nicht-Rauchern vor einer HPV-Infektion geschiitzt zu sein
scheinen. Dieser hypothetische Zusammenhang von HPV und SLPI kann als fehlendes Binde-
glied im Verstidndnis dafiir interpretiert werden, weshalb (i) Raucher Noxen-assoziierte und
Nicht-Raucher HPV-assoziierte Karzinome entwickeln und (ii) letztere durchschnittlich bei
der Erstdiagnose 10 Jahre jlinger sind als erstere. Bei Bestitigung dieser Ergebnisse in
anderen und groBeren Populationen kann die ndhere Identifizierung und Charakterisierung des
HPV-Rezeptors auch in Kopf-Hals-Karzinomen zu Erkenntnissen fiihren, die sogar neuen

Therapieansdtzen mit dem Rezeptor als Target den Weg ebnen kdnnen.
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8. ANHANG
Alter/ Tumorlokalisation TNM-Stadium/Grading
Geschlecht

1 47/m T. lingualis T4N2bMO0/G3
2 67/w T. palatina T2NOMO/G2
3 61/m T. lingualis T3N2bMO0/G2
4 61/m T. palatina T4N2bMO0/G2
5 63/m T. palatina TIN2bMO0/G2
6 53/w T. palatina T2NIMO0/G2
7 64/m T. palatina TINIMO/G2
8 70/w T. palatina T3NIMO/G1
9 60/m T. lingualis T3N2bMO0/G2
10 51/m T. lingualis T2N1MO/G3
11 76/m T. lingualis T4NOMO/G2
12 53/m T. palatina T1N2aM0/G3
13 52/m T. palatina TIN2bMO0/G2
14 54/m T. palatina T3NOMO/G2
15 59/m T. palatina T2NOMO0/G3
16 47/m T. palatina T4N2bMO0/G3
17 67/w T. palatina T3N2cM0/G2
18 72/m T. lingualis T4N2bMO0/G2
19 63/m T. palatina T4aN2cM0/G2
20 68/m T. palatina T2NOMO0/G2
21 54/m Larynx T3NOMO/G2
22 53/w Larynx T4ANOM1/G3
23 72/m Larynx T3NOMO/G2
24 52/w Larynx T2N2cM0/G2
25 69/m Larynx T2NOMO0/G2
26 70/m Larynx T4aN1MO0/G2
27 61/m Larynx T4aN2bMO0/G2
28 55/m Larynx T3N2cM0/G2-3
29 73/w Larynx T3N2cM0/G2
30 48/w Larynx T3NOMO/G2
31 58/m Larynx T3N2cMO0/G2-3
32 73/m Larynx T3NOMO/G2
33 54/w Larynx T4N2cM0/G2
34 75/m Larynx T4aNOMO0/G2
35 54/m Larynx T3NIMO/G2
36 55/w Larynx T3NOMO/G1
37 58/m Larynx TANIMO/G2
38 56/m Larynx T3NOMO/G2
39 69/m Larynx TIN2cM1/G2
40 73/m Larynx T3NOMO/G2
41 58/w Larynx T4aN2cMO0/G2
42 64/m Larynx T3N3MO0/G2
43 56/m Zungenrand T4N3MO0/G2
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44 57/m Zungenrand T4aNOMO0/G2
45 53/m Zungenrand T4N2cMx/G2
46 43/m Zungenrand T4N2cMO0/G2
47 57/m Zungenrand T3N2bMO0/G3
48 58/m Zungenrand T2N1MO/G3
49 52/m Zungenrand T2NOMO/G2
50 44/m Zungenrand T2NOMO/G2
51 64/m Palatum molle T3N2cM1/Gl
52 53/w Palatum molle TIN2bMO0/G2
53 71/m Palatum molle T3N2bMO0/G3
54 52/m Palatum molle T2NOMO/G1
55 59/m Hypopharynx TANIMO/G2
56 63/m Hypopharynx T3INOMx/G2
57 52/m Hypopharynx T4N2bMO0/G2
58 60/m Hypopharynx T4aN2bMO0/G2
59 64/m Hypopharynx T4aN2bMO0/G2
60 72/m Hypopharynx TANOMx/G2
61 55/m Hypopharynx T2N2bMx/G2
62 68/m Hypopharynx T2NOMO/G2
63 52/m Hypopharynx T4aNOMO0/G2
64 79/m Hypopharynx T3N2cMO0/G2
65 61/m Hypopharynx TIN2cM0/G2
66 52/m Hypopharynx T2NOM1/G2
67 43/m Hypopharynx T4aN2bMO0/G3
68 69/m Hypopharynx T4aNOMO0/G3
69 62/m Hypopharynx T4N2cMO0/G2
70 65/m Hypopharynx T4aNOMO0/G3
71 64/m Hypopharynx T2N2bMO0/G3
72 47/m Hypopharynx T4N3MO0/G3
73 61/m Hypopharynx T4NOMO/G2
74 75/m Hypopharynx T4N3MO0/G2
75 57/m Hypopharynx T4N2cMO0/G2
76 56/m Hypopharynx T4N2cM1/G3
77 58/m Hypopharynx T4NOMO/G2
78 66/m Hypopharynx T4aNOMO0/G2-3

Tabelle 1: Klinikopathologische Daten der untersuchten Patienten, anatomische Tumorlokalisation,
Tumorstadium und Grading der Karzinome (nach der TNM-Klassifikation der UICC 1992), benutzte
Abkiirzung: (m): ménnlich; (w): weiblich; (T): Tonsilla
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Alter/ Lokalisation’ Diagnose’ Rauchgewohnheiten in | Alkohol- | SLPI°
Geschlecht Packungsjahren® konsum*
1 51/m Palatum molle Rhonchopathie Ex-Raucher (1,5 J) - +
2 63/m Hypopharynx | Zenker Divertikel | Ex-Raucher (1,5 J),5PJ] <10g ++
3 51/m Mundhéhle Bronchialzyste 30PJ <10g ++
4 52/m Larynx Chron. 50PJ <10g -/+
Lanryngitis
5 43/w Larynx Reinke Odem 40P]J <10g ++
6 49/m Palatum molle Rhonchopathie 30PJ <10g +
7 26/m Palatum molle | Chron. Tonsillitis 15PJ <10g ++
8 13/w Palatum molle | Chron. Tonsillitis - - +
9 6/m Palatum molle | Chron. Tonsillitis - - +
10 53/m Hypopharynx Valleculazyste - <10g +
11 59/m Palatum molle Rhonchopathie - <10g +
12 2/w Palatum molle Hyperplastische - - +
Tonsillen
13 48/m Palatum molle Rhonchopathie - <10g +
14 24/w Palatum molle | Chron. Tonsillitis - <10g -
15 24/m Palatum molle | Chron. Tonsillitis - <10g ++
16 16/w Palatum molle | Chron. Tonsillitis - - +
17 46/m Orophyrynx Chron. Tonsillitis - - -/+
18 22/w Palatum molle | Chron. Tonsillitis - - ++
19 4/w Oropharynx Chron. Tonsillitis - - +

Tabelle 2: Demographische und klinische Merkmale der Patienten und Ergebnisse der untersuchten
SLPI-Expression in klinisch unauffélliger Mukosa

Anmerkungen: benutzte Abkiirzung: (m): ménnlich; (w): weiblich;
! Anatomische Lokalisation der entnommen Biopsie

*Diagnose und Begriindung der Operation des Patienten
*Tabakkonsum in Packungsjahren

4Alkohol-Trinkgewohnheiten der Patienten. Alle Patienten, die iiber gelegentlichen Alkoholkonsum
berichteten, sind leichte Trinker mit einem Alkoholkonsum von weniger als 10g pro Tag

*SLPI-Immunhistochmemie-Ergebnisse: ++ mifBig positives Signal, + schwach positives Signal, -
negativ.
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Alter/ Turpor: TNM/Grading HPV-DNA-Genotypisierung Rl;] A SLZPI p16SINK4 B.iolo-
Luminex erge!)- it
nis
PCR Array

1 47/m T. lingualis T4N2bMO0/G3 16 niedrig - - +++ ++
2 67/f T. palatina T2NOMO/G2 16 hoch + 16 HPV16 + + +++ Aktiv
3 61/m T. lingualis T3N2bMO0/G2 16 hoch + 16 HPV16 ++ +++ Aktiv*
4 61/m T. palatina T4N2bMO0/G2 16 niedrig - - - -
5 63/m T. palatina TIN2bMO0/G2 16 hoch + 16 HPV16 + - +++ Aktiv
6 53/f T. palatina T2N1MO0/G2 16 hoch + 16 HPV16 + ++ +++ Aktiv
7 64/m T. palatina TINIMO/G2 16 hoch + 16 HPV16 + - +++ Aktiv
8 70/f T. palatina T3NIMO/G1 16 hoch + 16 HPV16 + + +++ Aktiv
9 60/m T. lingualis T3N2bMO0/G2 16 hoch + 16 HPV16 + - +++ Aktiv
10 51/m T. lingualis T2N1MO0/G3 16 hoch + 16 HPV16 + + +++ Aktiv
11 76/m T. lingualis T4NOMO/G2 16 niedrig - - ++ ++
12 53/m T. palatina T1N2aM0/G3 16/42 - ++ +

niedrig
13 52/m T. palatina TIN2bMO0/G2 16 hoch + 16 HPVI16 + + - Aktiv
14 54/m T. palatina T3NOMO/G2 16 niedrig - - ++ ++
15 59/m T. palatina T2NOMO/G3 16 niedrig - - + + -
16 47/m T. palatina T4N2bMO0/G3 16 niedrig - - + -
17 67/f T. palatina T3N2cM0/G2 16 hoch + 16 HPV16 + - +++ Aktiv
18 72/m T. lingualis T4N2bMO0/G2 16 niedrig - - + +
19 63/m T. palatina T4aN2cM0/G2 16/18 + 18 HPV18 - +++ Aktiv*

hoch
20 68/m T. palatina T2NOMO/G2 16 niedrig + 16/18 | HPV16/ + + ++ Aktiv
18
21 54/m Larynx T3NOMO/G2 16 niedrig - +++ -
22 53/f Larynx T4NOM1/G3 16 niedrig - - - +
23 72/m Larynx T3NOMO/G2 16 niedrig + 16 HPV16 + - - Aktiv
24 52/f Larynx T2N2cM0/G2 16 hoch - 16 HPVI16 + - 4+ Aktiv
25 69/m Larynx T2NOMO/G2 16 hoch - - - ++ ++
26 70/m Larynx T4aN1MO0/G2 16 hoch + 16 HPV16 + + Inaktiv*
27 61/m Larynx T4aN2bM0/G2 0 - - -
28 55/m Larynx T3N2cMO0/G2- | 16 niedrig - - + -
3
29 73/f Larynx T3N2cMO0/G2 16 niedrig - - + + ++
30 48/f Larynx T3NOMO/G2 16 niedrig - - + ++ ++
31 58/m Larynx T3N2cMO0/G2- 0 - - ++ -
3

32 73/m Larynx T3NOMO/G2 16 niedrig - - - +
33 S54/f Larynx T4N2cMO0/G2 16 hoch - 16 HPV16 - - - Inaktiv
34 75/m Larynx T4aNOMO0/G2 0 - +++ -
35 54/m Larynx T3NIMO0/G2 16 niedrig - + ++
36 55/f Larynx T3NOMO/G1 16 niedrig - ++ -
37 58/m Larynx T4NIMO/G2 16 niedrig - + +++
38 56/m Larynx T3NOMO/G2 16 niedrig - - +++ -
39 69/m Larynx TIN2cM1/G2 16 niedrig - - + +
40 73/m Larynx T3NOMO/G2 16/18 - ++ -

niedrig
41 58/f Larynx T4aN2cMO0/G2 | 16 niedrig - + -
42 64/m Larynx T3N3MO0/G2 16 niedrig - + +
43 56/m Zungenrand TAN3MO/G2 16 niedrig - ++ +++
44 57/m Zungenrand T4aNOMO0/G2 16/18 - - ++ -

niedrig
45 53/m Zungenrand T4N2cMx/G2 | 16 niedrig - -+ +
46 43/m Zungenrand T4N2cMO0/G2 | 16 niedrig - - + -
47 57/m Zungenrand T3N2bMO0/G3 16 hoch + 16 HPV16 + - +++ Aktiv
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48 58/m Zungenrand T2N1IMO0/G3 16 hoch 16 HPV16 + - Aktiv
49 52/m Zungenrand T2NOMO/G2 16 niedrig ++ -
50 44/m Zungenrand T2NOMO0/G2 16 niedrig ++ +
51 64/m Palatum T3N2cM1/G1 16/18 - -
molle niedrig
52 S53/f Palatum TIN2bMO0/G2 0 + ++
molle
53 71/m Palatum T3N2bMO0/G3 16 niedrig + +
molle
54 52/m Palatum T2NOMO/G1 16 niedrig 16 + +
molle
55 59/m Hypo- TANIMO/G2 0 ++ +
pharynx
56 63/m Hypo- T3NOMx/G2 0 - ++
pharynx
57 52/m Hypo- T4N2bMO/G2 | 16 niedrig - -
pharynx
58 60/m Hypo- T4aN2bM0/G2 16 hoch 16 HPV16 - + Inaktiv
pharynx
59 64/m Hypo- T4aN2bMO0/G2 | 16 niedrig - -
pharynx
60 72/m Hypo- T4NOMx/G2 16 niedrig - +
pharynx
61 55/m Hypo- T2N2bMx/G2 16 niedrig - ++
pharynx
62 68/m Hypo- T2NOMO0/G2 0 ++ +++
pharynx
63 52/m Hypo- T4aNOMO0/G2 16 hoch 16 HPV16 + +++ Inaktiv
pharynx
64 79/m Hypo- T3N2cMO0/G2 16 niedrig + +
pharynx
65 61/m Hypo- TIN2cMO0/G2 16 niedrig - -
pharynx
66 52/m Hypo- T2NOM1/G2 16 niedrig ++ -
pharynx
67 43/m Hypo- T4aN2bMO0/G3 | 16 niedrig - -
pharynx
68 69/m Hypo- T4aNOMO/G3 16 niedrig - -
pharynx
69 62/m Hypo- T4N2cMO0/G2 16 niedrig - -
pharynx
70 65/m Hypo- T4aNOMO0/G3 16 hoch 16 HPV16 - 4+ Aktiv*
pharynx
71 64/m Hypo- T2N2bM0/G3 16 hoch 16 HPVI16 + ++ Inaktiv
pharynx
72 47/m Hypo- T4AN3MO0/G3 0 - -
pharynx
73 61/m Hypo- TANOMO/G2 16 niedrig + -
pharynx
74 75/m Hypo- T4N3MO0/G2 16 niedrig - -
pharynx
75 57/m Hypo- T4N2cMO0/G2 16 niedrig ++ -
pharynx
76 56/m Hypo- T4N2cM1/G3 16 niedrig - +
pharynx
77 58/m Hypo- TANOMO/G2 16 niedrig +++ -
pharynx
78 66/m Hypo- T4aNOMO/G2- | 16 niedrig ++ -
pharynx 3

Tabelle 4: Demographische und klinische Merkmale der Patienten und Ergebnisse der untersuchten
Tumore
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Anmerkungen: benutzte Abkiirzung: (m): ménnlich; (w): weiblich; (T): Tonsilla

'"MPG/Luminex: Fille mit niedriger viraler Belastung wurden als HPV-DNA negativ betrachtet und
Fille mit hoher viraler Belastung als HPV-DNA positiv.

*Fiir die endgiiltige Bestimmung des HPV-DNA-Status und der HPV-Genotypisierung wurden die
Ergebnisse der MPG/ Luminex-, LCD-chip-array -DNA-Analyse und die E6*I-mRNA-Analyse
betrachtet. Wenn zwei von den drei Methoden korrespondierende positive Ergebnisse erzielten,
wurden die Félle als HPV-DNA positiv eingestuft.

*Ergebnisse der E6*I-mRNA-Analyse. Wenn keine RNA verfiigbar war (n= 24), ist kein Ergebnis
angegeben.

*SLPI-Immunhistochmemie-Ergebnisse: +++ stark positives Signal, ++ miBig positives Signal, +
schwach positives Signal, - negativ.

*p16™*_Immunhistochemie-Ergebnisse: +++ stark positives Signal, ++ moderat positives Signal, +
schwach positives Signal, - negativ.

SAls biologisch aktive HPV-Infektionen wurden die Fille dann betrachtet, wenn die E6*I-mRNA-
Analyse positiv und auch eine der beiden angewandten HPV-DNA-Detektion positiv waren. Eine
Ausnahme bilden die vier*-markierten Fille. RNA fiir weitere Analysen war in diesen Fillen nicht
verfligbar, so dass in diesen Fillen mit zweifach positivem HPV-DNA-Nachweis die Ergebnisse der
p16™*_ Immunhistochemie mit betrachtet wurden. Dabei ist eine starke Farbung als biologisch aktiv
und eine schwache Féarbung als biologisch inaktiv gewertet worden.
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