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Abkirzungen/Legende:

ATP
BPV
CDK

CT
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DNA
EV
E6-AP
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Natrium-Ethylendiamintetraacetat
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Retinoblastom-Protein
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1. Einleitung

Es erkranken weltweit pro Jahr 12,7 Millionen Menschen an einem Karzinom (Ferlay et al.
2010). Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs sind dabei mit 570.000 neu
diagnostizierten Fallen die sechsthaufigsten Karzinome (Kamangar et al. 2006). Die Tumoren
des Kopf-Hals-Bereichs entstehen in den anatomischen Regionen Mundhdhle, Nasopharynx,
Oropharynx, Larynx und Hypopharynx (Kamangar et al. 2006). Nikotin- und Alkoholabusus
werden als bedeutendste Risikofaktoren der Kopf-Hals-Malighome angesehen. Besonders
die karzinogenen Substanzen des Tabakrauchs flihren zu einer Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 (Brennan et al. 1995). Ein weiterer wichtiger Risikofaktor ist eine
Infektion mit humanen Papillomviren. Auch die Erndhrungsgewohnheiten, Familien- und
Eigenanamnese sowie orale Hygiene spielen bei der Karzinogenese der Kopf-Hals-

Malignome eine Rolle (Pai und Westra 2009).

Plattenepithelkarzinome sind mit etwa 90% die haufigsten Malignome des Kopf-Hals-
Bereichs (Marur et al. 2010). Bei zwei Prozent aller Kopf-und Hals-Karzinome liegt dagegen
ein “Cancer of unknown primary” (CUP-Syndrom) vor. Bei dieser Tumorentitdt kdnnen nach
Abschluss der Diagnostik nur die zervikalen Lymphknotenmetastasen ohne Nachweis eines
Primartumors gefunden werden (Grau et al. 2000). Die diagnostische Routine sieht bei
Vorliegen eines CUP-Syndroms die Durchfiihrung einer Panendoskopie, die Tonsillektomie
sowie die Probeentnahme aus dem Zungengrund und dem Nasopharynx bei fehlendem
Anhalt fiir einen Primartumor vor (Cianchetti et al. 2009). Die Durchfihrung der
Tonsillektomie wird empfohlen, da die Tonsillen und der Zungengrund die haufigsten
Lokalisationen der diagnostizierten Primartumoren darstellen (Cianchetti et al. 2009). Die
Panendoskopie beinhaltet die Tracheobronchoskopie, Osophagoskopie, Mikrolaryngoskopie
und Naso-/Oro-/Hypopharyngoskopie sowie die griindliche Inspektion der Mundhéhle. Die
Panendoskopie fiihrt in bis zu 39% der Falle mit vermeintlichem CUP-Sydrom zur Detektion

eines klinisch nicht erkennbaren Primartumors (Lapeyre et al. 1997, Koch et al. 2001).

Epidemiologische Untersuchungen zeigen eine Infektion mit humanen Papillomviren in 20
bis 30% der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (Kreimer et al. 2005, Dayyani et
al. 2010, Hoffmann et al. 2010). Die Pravalenz der HPV-Infektion ist dabei in den



verschiedenen anatomischen Regionen des Kopf-Hals-Bereiches nicht einheitlich. Die
Tonsillen des Waldeyer'schen Rachenrings sind mit einer Prdvalenz von bis zu 60%
besonders pradestiniert fir eine solche Infektion (Gillison et al. 2000, Klussmann et al. 2001,

Hoffmann et al. 2005b, D'Souza et al. 2007). Die Expression von p16™ 4

, einem zelluldren
Tumorsuppressor, welcher bei viraler biologischer Aktivitdt vermehrt sein soll, gilt
insbesondere bei Tonsillenkarzinomen als Marker fiir eine aktive HPV-Infektion (Hoffmann et

al. 2012).

HPV-DNA-positive Karzinome, wiederum insbesondere Tonsillenkarzinome, zeichnen sich
durch eine frilhe Metastasierung in die lokoregiondaren Lymphknoten aus, die auf ein
aggressiveres biologisches Verhalten des Tumors zuriickgefiihrt wird (Hoffmann et al. 2005b,
Hoffmann et al. 2010, Syrjanen 2010). Der Lymphknotenstatus ist somit bei Diagnosestellung
regelmalig hoher als bei HPV-negativen Karzinomen (Hoffmann et al. 2005b). Gewebe von
zervikalen Lymphknotenmetastasen HPV-positiver Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs kénnen
ebenfalls HPV-DNA aufweisen und zeigen dabei in der HPV-Pravalenzbestimmung und in der
Genotypisierung eine hohe positive Korrelation zum Primatumorgewebe derselben
Patienten (Hoffmann et al. 2005b, Weiss et al. 2011). Es ist daher anzunehmen, dass die
Pravalenz HPV-positiver Lymphknotenmetastasen in einem Patientenkollektiv mit CUP-
Metastasen die HPV-Pravalenz des Primartumors im Kopf-Hals-Bereich widerspiegelt und so

auf die potentielle Lokalisation des Indextumors der Metastasen hindeutet.

Die vorliegende Promotionsarbeit hat vor diesem Hintergrund das Ziel, die Pravalenz der
Infektion mit humanen Papillomviren bei CUP-Syndromen zu ermitteln. Es stellt sich die
Frage, ob mittels dieser Pravalenz auf einen bestimmten Tumorausgangspunkt geschlossen

werden kann. Weiterhin wird untersucht, inwiefern das p16INK4A

-Expressionsmuster mit dem
HPV-DNA-Status korreliert. Es wird zudem die Bedeutung der Noxen Alkohol und Nikotin fiir
HPV-Infektion, p16'NK4A—Expression und Uberleben statistisch ausgewertet. Es sind zu diesem
Zweck 35 Tumorproben von Patienten mit CUP-Syndromen des Kopf-Hals-Bereichs
retrospektiv untersucht worden. Die HPV-DNA ist mittels LCD-Array und das p16™<*A-
Expressionsmuster mittels Immunhistochemie bestimmt worden. Die Ergebnisse beider
Untersuchungen sind miteinander sowie mit dem Alkohol-und Nikotinabusus der Patienten

korreliert worden. Samtliche Ergebnisse sind einer statistischen Analyse unterzogen worden.



2. Fragestellungen

Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle humaner Papillomviren bei CUP-Syndromen zu

untersuchen. Dieses soll mit der Beantwortung folgender Fragestellungen avisiert werden:

1. Wie hoch ist die HPV-Préivalenz in den untersuchten Biopsaten aus CUP-Syndromen?
Die Pravalenz einer Infektion mit humanen Papillomviren ist bei 35 Patienten mit
zervikalen Metastasen eines CUP-Syndroms ermittelt worden. Es ist dafiir der HPV-

DNA-Nachweis mittels LCD-Chip-Array durchgefiihrt worden.

2. Lassen sich durch die Prévalenz der humanen Papillomviren in CUP-Syndromen
Riickschliisse auf den Primdrtumorort ziehen?
Die bestimmte Pravalenz der HPV-positiven CUP-Syndrome ist in den Kontext mit den
unterschiedlichen Pravalenzen der Regionen Mundhdhle, Nasopharynx, Oropharynx,

Larynx und Hypopharynx gestellt worden.

3. Wie ist das Expressionsmuster von p1 6™ 7 Lassen sich durch den

INK4A

immunhistochemischen Nachweis von p16 Riickschliisse auf den HPV-Status

ziehen?

INK44 ist durch Immunhistochemie

Das Expressionsmuster des Proteins p16
semiquantitativ bestimmt worden. AnschlieRend ist es mit den Ergebnissen der HPV-

DNA-Untersuchung auf Korrelationen untersucht worden.

4. Gibt es signifikante Korrelationen des HPV- und/oder p1 6™ _Status zu
Tumorcharakteristika und den Risikofaktoren Nikotin und Alkohol?
Die in den Untersuchungen gewonnenen Daten sind statistisch ausgewertet und

interpretiert worden.



3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Gewebeproben

Es sind 35 in Paraffin fixierte Gewebeproben von 27 mannlichen und 8 weiblichen Patienten
untersucht worden, die in der Zeit von September 2002 bis September 2009 in der Klinik fur
Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universitat
zu Kiel im Rahmen von diagnostischen und therapeutischen Eingriffen entnommen worden
sind. Es ist entsprechend einer von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Kiel
beflirworteten Einverstandniserklarung von allen Patienten die Zustimmung zur
wissenschaftlichen Bearbeitung des Gewebes eingeholt worden (D 464/10). Die
Gewebeproben aus den Praparaten sind in 30 Fallen im Rahmen der Neck dissection, in 4
Fallen durch Exzision einzelner Lymphknotenmetastasen in der Region des lateralen Halses
und in einem Fall durch Exzision einer Weichgewebsmetastase zervikal links entnommen
worden. VierunddreiBig Gewebeproben sind im Rahmen der histopathologischen
Untersuchung des Praparates durch das Institut fir Pathologie (Direktor: Prof. Dr. Christoph
Rocken) der Universitatsklinik Schleswig-Holstein als Metastasen eines
Plattenepithelkarzinoms identifiziert worden; eine Probe entspricht histologisch einem
spindelzelligen Tumor. Die in Paraffin fixierten Gewebeproben, mit denen in der
vorliegenden Untersuchung gearbeitet worden ist, sind von dem Institut Pathologie zur

Verfliigung gestellt worden.

3.1.2 Patienten und klinische Daten

Die Patienten haben bei Diagnosestellung ein mittleres Alter von 57 Jahren (SD: 7,6; Min: 43;
Max: 72) gezeigt. Die Geschlechterverteilung entspricht einem Verhaltnis von einer Frau zu
drei Mannern (8 Frauen und 27 Manner); der Anteil der weiblichen Patienten liegt somit bei
29,6%. In Tabelle 1 (siehe Anhang) werden die Patienten mit TNM-Klassifikation (Tumor-,
Nodal- und Metastasenstatus), Alter und Geschlecht sowie den Untersuchungsergebnissen

zusammengefasst dargestellt.



3.1.3 Verwendete Kits

QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit

QlAamp MinElute® Columns
Collection Tubes (2ml)
Buffer ATL

Buffer AL

Buffer AW1

Buffer AW?2

Buffer ATE

Proteinase K

Handbook

CINtec® Histology Kit

Peroxidase-Blocking Reagent

Mouse anti-Human p16™*** Antibody
Visualization Reagent

Negative Reagent Control

DAB Buffered Substrate

DAB Chromogen

Epitope Retrieval Solution 10x
Handbook

LCD-Array Kit

Primer Mix A: My11/09
Primer Mix B: 125"
LCD-Arrays
HYBIDIZATION Buffer
Modulator

DILUTION Buffer
LABEL

STAIN Solution

Wash Powder
Humidity Chamber
Product Information Cd

3.1.4 Verwendete Chemikalien

QIAGEN (Hilden/ Deutschland)

50
3x50
10ml
12ml
19ml
13ml
12ml
1,25ml

Mtm laboratories AG (Heidelberg/
Deutschland)

2x11,5ml
11,5ml
2x11,5ml
11,5ml
31ml
0,85ml
500ml

1

Chipron GmbH (Berlin/Deutschland)



Ampuwa® (Aqua dest.)
100% Ethanol

96% Ethanol

80% Ethanol

70% Ethanol

Xylol

Eukitt

Waschpuffer

Mayers Hamalaun
Aceton

Xylol-Ersatz

,HotStar Taq DNA Polymerase”
PCR-Reaktionspuffer

dNTP Mix

H,O fir PCR

DNA Langenstandarts
(Molekulargewichtsmarker)

EDTA
SeaKem LE Agarose

Ethidiumbromid

6x Orange Loading Dye (Farbmarker)

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Objekttrager

Deckglaser (14 x 32mm, 24 x 60mm, 18 x

18mm)
Einweghandschuhe Peha-soft ©

Mikrotomklinge A35

Fresenius Kabi AG ( Bad Homburg/
Deutschland)

Mallinckrodt Baker B.V.
(Griesheim/Deutschland)

BUFA Chemikalien GmbH Co.KG (Hude-
Altmoorhausen/Deutschland)

400ml 100% Ethanol, 100 ml Aqua dest.
350ml 100% Ethanol, 150ml Aqua dest.
Merck KGaA (Darmstadt/ Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim/Deutschland)

Mtm laboratories AG
(Heidelberg/Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt/Deutschland)
Mallinckrodt Baker B.V.
(Griesheim/Deutschland)

Vogel GmbH &Co.KG (Giessen/Deutschland)
QIAGEN (Hilden/ Deutschland)
Mitgeliefert mit HotStar Tag DNA
Polymerase

Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder —
Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot/Deutschland)

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk
GmbH &Co.KG (Braunschweig/Deutschland)
Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk
GmbH &Co.KG (Braunschweig/Deutschland)
Paul Hartmann AG (Heidenheim/
Deutschland)

Produkte flr die Medizin AG (Koln/



Einwegpipettenspitzen (10 ul farblos, 200ul
gelb, 1000ul blau)

Eppendorfhiitchen

Reagiergefafle (0,5ml, 1,5ml, 2ml)
Kimberly-Clark® Professional Einwegtlicher
UV-transparente Einmal-Kiivetten
Filterpapier

Farbeschalen

Halterung fur die Objekttrager
Messzylinder

Pipetten (10ul, 100ul, 1000ul)

Halterung fiir Reagiergefille
Glastrichter

Spritzflasche

Kamm

3.1.6 Gerate

Zentrifuge
Vortexer

Thermocycler

Stoppuhren

Mikrowelle
Wasserbad

Mikrotom

Bio Photometer

Deutschland)

SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co
(Numbrecht/Deutschland)
SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co
(Numbrecht/Deutschland)
SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co
(Numbrecht/Deutschland)
Hakle-Kimberly Deutschland GmbH
(Mainz/Deutschland)

SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co
(Nimbrecht/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)
Eppendorf reference
(Hamburg/Deutschland)

neolab (Heidelberg/Deutschland)
Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

MWG Biotech (Ebersberg/ Deutschland)

Eppendorf (Hamburg/Deutschland)
Fisher Scientific GmbH
(Schwerte/Deutschland)

PerkinElmer (Waltham, USA)

DNA Engine —BioRad
(Miinchen/Deutschland)

Carl Roth GmbH +Co.KG
(Karlsruhe/Deutschland)

Samsung (Schwalbach / Ts/ Deutschland)
Julabo (Seelbach/Deutschland)
Memmert (Schwabach/Deutschland)
Reichert-Jung, Cambridge Instruments
GmbH (Nussloch/Deutschland)
Eppendorf (Hamburg/Deutschland)



Model 200/2.0 Power Supply BioRad (Miinchen/Deutschland)
UV-Licht und Bilderfassungssystem GelDoc BioRad (Minchen/Deutschland)
XR+

Chip**™FVL2400N Chipron GmbH (Berlin/Deutschland)
Scanner PF 3650u Chipron GmbH (Berlin/Deutschland)
Elektrophoresekammer MWG Biotech (Ebersberg/Deutschland)

3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemische Farbung von p16™

Das CINtec® Histology Kit der Firma mtm laboratories AG (jetzt Roche mtm laboratories AG)

INK4A

ist fur die p16 -Immunhistochemie verwendet worden. Dies ist ein immunzytochemischer

NK%A_Antigens. Fiir das Verfahren sind 5um dicke Schnitte

Assay fir die Bestimmung des p16
verwendet worden, die zuvor aus Paraffinblocken mit den eingebetteten Formalin-fixierten
Gewebeproben geschnitten worden sind. Es sind bis zu zwanzig Schnitte unterschiedlicher
Gewebeproben gleichzeitig gefarbt worden, wobei jeweils eine Negativkontrolle zusatzlich

untersucht worden ist. Es ist nach folgendem Farbeprotokoll vorgegangen worden:
Die Schnitte sind zunachst einer Entparaffinisierung und Rehydrierung unterzogen worden:
2x10  min Xylol

2x10 min 100% Ethanol

5 min 96% Ethanol
5 min 80% Ethanol
5 min 70% Ethanol

30 s Spiilen mit Aqua dest.

Die Objekttrager sind folgend zur Epitopdemaskierung in 220ml Epitopdemaskierungslosung
(20ml Epitope Retrieval Solution, 200ml Aqua dest.) fir 2x7min in der Mikrowelle bei 450W
erhitzt worden. Die Losung ist zwischen den Zeiteinheiten mit 50ml Aqua dest. aufgefillt

worden. Nach 20-minditiger Abklihlung bei Raumtemperatur sind die Objekttrager fiir 5min



mit 220ml| Waschpuffer (20ml Wash Buffer, 200ml| Aqua dest.) gewaschen worden. Das
Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitdat ist anschlieRend durch eine 5-minitige
Inkubation mit 100-200ul Peroxidase-Blockierungsreagenz erfolgt. Die Schnitte sind nach
Waschen fir weitere 5min mit 220ml Waschpufferlésung fiir 30min mit 200ul

INKA " oder negative Reagenzienkontrolle) bei

Primdrantikorper (Maus-Anti-Human p16
Raumtemperatur inkubiert worden. Daraufhin ist ein erneutes Spilen fiir 5min in 220ml
Pufferlosung  erfolgt. Die  Objekttrager sind anschlieBend mit  100-200ul
Visualisierungsreagenz bedeckt und 30min inkubiert worden. Es ist nach zweimaligem
Waschen fir 5min in jeweils 220ml Pufferlosung eine Inkubation der Schnitte mit 100ul DAB
Gebrauchslésung (1ml DAB Substratléosung und 1 Tropfen DAB Chromogen [Diaminbenzidin-
Chromogenloésung] fiir circa 10 Schnitte) erfolgt. Die Gegenfarbung mit frisch gefilterter
Hamalaun-Losung (1:2) fir 5s ist nach Splilen mit Aqua dest. durchgefiihrt worden. Die

Schnitte sind nach 10-minltigem Spilen unter flieBendem Wasser nach folgendem Schema

dehydriert worden:

3 min 70% Ethanol
3 min 80% Ethanol
2x3 min 96% Ethanol
2x3 min 100% Ethanol
2x10  min Xylol

Die Proben sind schlieBlich mit Deckglaschen ausreichender Grofe und Eukitt eingedeckt

worden.

3.2.2 Isolation von DNA aus Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Proben

Das QlAamp DNA FFPE Tissue Kit der Firma QIAGEN ist fiir die Isolation von DNA verwendet
worden, wobei nach dem darin beschriebenen Protokoll vorgegangen worden ist. Im
Rahmen der Qualitdtskontrolle ist zusatzlich eine Negativprobe ohne Probenmaterial
untersucht worden. Aullerdem sind die Arbeitsgerate zur Vermeidung einer Kontamination

der einzelnen Schnitte mit Ethanol und Aceton gereinigt beziehungsweise gewechselt
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worden. Die Paraffinblocke sind zunachst mit Hilfe des Mikrotoms nach folgendem

Algorhithmus geschnitten worden:

Durchmesser der Probe > 0,5cm? - 1 Schnitt a‘ 5um
Durchmesser der Probe zwischen 0,1 und 0,5cm?-> 3 Schnitte a‘ 5um

Durchmesser der Probe < 0,1cm?-> 3 Schnitte a‘ 10pum

Es sind 1000ul Xylol zur Auflésung des Paraffins auf die Proben in den 1,5er
Eppendorfhiitchen gegeben worden. Der Uberstand ist nach Vortexen und Zentrifugation
Uber 2min entfernt worden. Die Proben sind folgend mit 1000ul 96% Ethanol versetzt und
nach Zentrifugieren sowie Abpipettieren des Uberstandes 10min inkubiert worden. Die
vollstandige Lyse der Proben ist durch Zugabe von 180ul Buffer ATL und 20ul Proteinase K
erfolgt. Das Gemisch ist nachfolgend zundchst 60min bei 56°C im Wasserbad und
anschliefend in 0,5er Eppendorfhiitchen 60min bei 90°C im Thermocycler inkubiert worden.
Die Proben sind nun entsprechend des Protokolls zentrifugiert und in 1,5er
Eppendorfhiitchen tiberfiihrt worden. Es sind dem Gemisch 200ul Buffer AL und 200ul 96%
Ethanol zur Prazipitation der DNA hinzugefiigt und mittels Vortexer vermischt worden. Der
Inhalt der Eppendorfhiitchen ist nach kurzer Zentrifugation auf die Membran der QlAamp
MinElute® Columns geschichtet worden. Das Gemisch ist bei 8000U/min in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert und die DNA wahrend der Zentrifugation selektiv von der
Membran der Extraktionssdaule absorbiert worden. Kontaminierende Proteine und
Polysaccharide sind nicht an die Membran gebunden und dadurch entfernt worden. Das
Waschen der gebundenen DNA ist anschlieBend in zwei Eppendorfhiitchen mittels der im
Set enthaltenen Waschpuffer AW1 und AW?2 erfolgt. Die Proben sind zunachst nach der
Zugabe von 500ul Buffer AW1 1min bei 8000U/min zentrifugiert worden. Dieser Vorgang ist
mit 500ul des Buffers AW2 wiederholt worden. Restliche Kontaminationen sind mittels der
Waschvorgange entfernt worden; dadurch ist der Reinheitsgrad der DNA erh6ht worden. Die
QlAamp Extraktionssdaule mit der gebundenen DNA ist nun nach Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit in 1,5er Eppendorfhiitchen tberfiihrt worden. Die Proben sind
zur Eluierung der reinen, konzentrierten DNA mit 50ul Aqua dest. fiir 5min inkubiert und
schlieflich bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert worden. Die Filter sind entsorgt
worden; das Aqua dest. mit der darin extrahierten DNA ist nach der photometrischen

Bestimmung bei -80°C eingefroren worden.
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3.2.3 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration der einzelnen Proben ist photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260nm in einem UV-Spektralphotometer erfolgt. Eine Eichung des
Photometers ist mit 95ul Aqua dest. durchgefiihrt worden. Fir die Messung sind UV-
transparente Einmal-Kiivetten benutzt worden. Die DNA-Konzentration in den Proben ist in

einem Verhaltnis von 1:20 (5ul Probe, 95ul Aqua dest.) festgestellt worden.

3.2.4 HPV"'™° 3.5 LCD-Array

Der LCD-Array dient der Detektion und Typisierung von HPV-DNA. Diese Chip-basierte
Detektionsmethode der Firma Chipron GmbH erlaubt die Identifizierung von 32 HPV-Typen.
Es wird zunachst eine Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) durchgefiihrt, um die
daraus entstandenen Amplifikate dann unter Verwendung eines ,low cost and density’ (LCD)
Arrays analysieren zu konnen. Die Software Gbernimmt anschliefend die Auswertung der
Ergebnisse, die Sortierung nach Signalstarke und den Ergebnisreport. Die RT-PCR sowie der

Array wurden nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die von Mullis und Faloona im Jahr 1986 erstmalig beschriebene Polymerasekettenreaktion
(PCR) ist eine in-vitro Technik, die der Vervielfaltigung von Nukleinsdurefragmenten mittels
einer enzymatischen, zyklischen Reaktion dient. Die PCR besteht aus drei Teilen: Der
Denaturierung, dem Annealing und der Elongation. Das zu vervielfaltigende DNA-Fragment
ist eingerahmt von zwei spezifischen Oligonukleotiden (Primer). Das thermostabile Enzym
Tag-Polymerase (original isoliert aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus,
vervielfaltigt in E.coli) synthetisiert von den Primern aus die komplementaren Strange zu den

vorhandenen DNA-Ausgangsstrangen in 3°-5"-Richtung.

Das LCD-Array HPV 3.5-Kit beinhaltet zwei Primer-Gemische: Primer Mix A- My11/09
(~430bp) und Primer Mix B- "125" (~125-155bp); mittels dieser werden HPV-spezifische DNA-

Segmente (L1-Region) amplifiziert. Beide Primerpaare missen in unabhangigen
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Polymerasekettenreaktionen angewendet und vor der Hybridisierung kombiniert werden.
Flr vier Reaktionen a‘ 25ul fiir beide Primer-Mischungen sind zwei Master-Mischungen

(jeweils 125pl) hergestellt worden:

Mix My 11/09 Mix "125°
12,5 Puffer(ul) 12,5
5,0 dNTP Mix(p!) 5,0
5,0 Primer Mix A oder B(ul) 10,0
1,5 Taqg-Polymerase(ul) 1,5
91 Ho0(ul) 86

Zu jedem ReaktionsgefalR sind nach Aufteilung der Mastergemische auf jeweils 4 PCR-
Reaktionsansatze 2ul virale DNA gegeben worden. Die Reaktionsansatze sind nun in den

Thermocycler gegeben worden, der nach folgendem Ablaufplan Amplifikate produziert hat:

Schritt Zeitin min Temperatur in °C
1) 3:00 96

2) 1:00 94

3) 1:30 45

4) 1:30 72

5) Wiederholung ab 2) 42 Mal

6) 3:00 72

3.2.4.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, die der Trennung von

DNA-Molekilen nach ihrer Gro3e im elektrischen Feld dient.

Es ist zundchst das Gel hergestellt worden: Die Mischung aus 1,5% Agarose und TAE-Puffer
(48,4g Tris, 20ml 0,5M NaEDTA, 11,42ml Essigsaure, Wasser) ist in der Mikrowelle zur L6sung
der Bestandteile erhitzt worden. Das Giellen der Lésung in einen Geltrager mit Kimmen ist
nach einer Abkiihlung erfolgt. Das Gel ist nach vollstandig abgeschlossener Polymerisation
und Entfernung der Kdmme in eine Gelelektophoresekammer mit darin befindlichen TAE-
Puffer und Ethidiumbromidlosung gebracht worden. Finf pl der PCR Losung und 1ul des 6x
Orange Loading Dye sind zusammen mit DNA Langenstandards und Farbmarkern in die
Gelkammern gegeben worden. Die Banden sind nach Anlegen einer Spannung von 70V fir
25min mittels UV-Licht sichtbar gemacht und durch ein Bilderfassungssystem archiviert

worden.
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Nach der Auswertung der Gelelektrophorese mit Hilfe einer Skala Uber die
Amplifikationsstarke von eins bis funf ist die Entscheidung erfolgt, welche PCR Proben
mittels Array weiter untersucht werden sollen. Eine Amplifikatstdarke von null ist als kein
Amplifikat und eine Amplifikatstarke von fiinf als starkes Amplifikat bewertet worden. Ein
Gemisch beider Reaktionen ist auf dem Array hybridisiert worden, wenn beide Primersets
ein Amplifikat ergeben haben. Wenn nur die ,, 125“-Amplifikation erfolgreich gewesen ist, ist

nur diese hybridisiert worden.

Es sind auf diese Weise 12 Proben ausgeschlossen und der Array ist bei 23 Proben

durchgefihrt worden.

3.2.4.3 LCD-Array

Der LCD-Array besteht aus vier Arbeitsschritten: Der Hybridisierung, Markierung, Farbung
und der Analyse. Alle Teilschritte werden auf LCD-Chips (Objekttrager) durchgefiihrt, die
jeweils aus acht Kammern bestehen. Diese Kammern beinhalten die sogenannten Capture
Probes, welche Subtyp-spezifische Sonden darstellen. Die Capture Probes sind fir folgende
33 HPV-Typen aufgebracht: 06, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58,
59, 61, 62, 66, 67, 68, 70, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 90, 91. An drei Ecken der Kammern befinden

sich zusatzlich Kontrollpunkte, die der Uberwachung der Hybridisierung und Farbung dienen.

Die Hybridisierung ist als erster Teilschritt durchgefiihrt worden. Fir die Herstellung des
Hybridisierungsgemisches sind 22ul HYBRIDIZATION Buffer, 2ul MODULATOR und 10ul der
PCR-Reaktionsprodukte (jeweils 5ul aus PCR von Mix A und Mix B) vermengt worden. Es sind
30ul des PCR-Hybridisierungsgemisches auf die Felder der Objekttrager in der
Feuchtkammer pipettiert worden. Die LCD-Chips sind anschlieBend 30min in einem
Wasserbad von 35°C inkubiert worden. Daraufhin fanden zwei Waschvorgdnge in jeweils
300ml Waschpufferlésung statt. Diese ist zuvor aus 50ml 20xconcentrate-Losung (1Packung
WASH Powder und 1l Aqua dest.) und 950ml Agua dest. hergestellt worden. Die Inkubation
der Objekttrager ist anschlieBend in einem dritten Behalter mit Waschpufferlésung fiir 1min
erfolgt. Die LCD-Chips sind schlieRlich fir 15s in den CHIP*"2400N uberfiihrt und so

getrocknet worden.
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Der zweite Schritt des Arrays -das Markieren, Labeling,- ist nachfolgend durchgefihrt
worden. Die Labeling-Mischung ist zunachst aus DILUTION Buffer und MODULATOR in einem
Verhaltnis von 9:1 hergestellt worden, um nachfolgend 150ul dieser Mischung mit 1ul LABEL
zu versetzen. Der Objekttrager ist mit 30ul der Losung pro Feld 5min bei Raumtemperatur
inkubiert worden. Die drei Waschvorgdange sind anschlieend wie in dem Schritt der
Hybridisierung durchgefiihrt worden; ebenso wie die Trocknung in dem CHIP**"2400N fir

15s.

Der Array ist schlieRlich mit der Farbung, Staining, der LCD-Chips beendet worden. Es sind
zunachst 30ul der STAIN Solution auf jedes Feld der Objekttrager gegeben worden.
AnschlieBend ist eine Inkubation von 1 bis 3min bei Raumtemperatur erfolgt, der sich ein
Splilen der Objekttrager in dem letzten der drei Waschpufferbehalter von dem Schritt des
Markierens fiir 11 bis 15s anschloss. Die LCD-Chips sind nun erneut in dem CHIP**™2400N fir

15s getrocknet worden.

Die LCD-Chips sind abschlieend mittels des Scanners PF 3650u analysiert worden.

3.2.5 Statistik

Alle statistischen Berechnungen sind mit dem Programm SPSS/PC+ Version 10 (SPSS Inc.
/IBM, Ehningen, Deutschland) vorgenommen worden. Es sind der exakte Test nach Fisher
und der Chi-Quadrat-Test angewandt worden. Die gesamten p-Werte waren zweiseitig und

Irrtumswahrscheinlichkeiten von p<0,05 (5%) sind als signifikant bezeichnet worden.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

Die Untersuchung umfasst 35 Patienten; die Patientencharakteristika werden in Tabelle 2

aufgezeigt.

Die Histologie der Lymphknotenmetastasen zeigt Uberwiegend ein Plattenepithelkarzinom
(34/35, 97,1%) mit einer Ausnahme eines spindelzelligen Tumors. Die Mehrzahl der
Patienten hat einen Nodalstatus von N2a oder hoher (33/35, 94,3%); lediglich bei zwei
Patienten ist ein Nodalstatus von N1 festgestellt worden (2/35, 5,7%). Das
histopathologische Grading zeigt bei elf Patienten eine niedrige Differenzierung (G3, 11/35,
31,4%), bei zwei Patienten eine niedrige bis moderate Differenzierung (G2-3, 2/35, 5,7%), bei
19 Patienten eine moderate Differenzierung (G2, 19/35, 54,2%) und bei einem Patienten
eine moderate bis hohe Differenzierung (G1-2, 1/35, 2,9%). Bei zwei Patienten ist das
histopathologische Grading nicht bestimmt worden. Der Grofdteil der Patienten sind
ehemalige oder aktive Raucher (30/35, 85,7%); auch regelméaRiger Alkoholabusus kann bei

15 Patienten in der Anamnese festgestellt werden (16/35, 45,7%).

Tabelle 2. Patientencharakteristika

Patientencharakteristik Anzahl
(n=35)

Geschlecht, n (%)

Mdnnlich 27 (77,1)
Weiblich 8(22,9)
Mittleres Alter, Jahre (Rang) 57,54 (43-73)
PN, n (%)
1 2 (5,7)
2 21 (60)
(2a) 7 (20)
(2b) 13 (37,1)
(2c) 1(2,9)
3 12 (34,3)

PG, n (%)
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1 0
1 bis 2 1(2,9)
2 19 (54,3)
2 bis 3 2(5,7)
3 11(31,4)
Unbekannt 2(5,7)

Nikotinabusus in Anamnese, n
(%)
Ja 5(14,3)
Nein 30 (85,7)

Alkoholabusus in Anamnese,
n(%)
Ja 16 (45,7)
Nein 19 (54,3)

HPV16 Status, n (%)
Positiv 14 (40)
Negativ 21 (60)

P16™*Astatus, n (%)
Positiv 11 (31,4)
Negativ 24 68,6)

4.2 Nachweis der HPV-DNA

Die extrahierte DNA aus den 35 Karzinomgewebeproben wird unter Anwendung des LCD-

Array-Kits auf das Vorhandensein von DNA der humanen Papillomviren untersucht.

Die generierten Produkte der PCR geben nach Auswertung durch die
Agarosegelelektrophorese Auskunft liber das Vorhandensein bestimmter Sequenzen von
HPV. Dreiundzwanzig der 35 Karzinomgewebeproben werden aufgrund der
Amplifikationsstarke mittels LCD-Array zur ldentifizierung auf Subtypenebene untersucht.
Die DNA des humanen Papillomvirus Typ 16 wird bei 14 dieser Proben identifiziert (14/35;
40% [siehe Tabelle 2]). Ein anderer Genotyp der humanen Papillomviren kann trotz der
Moglichk