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1. Einleitung

Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs sind die sechstgrofite Gruppe aller Malignome des
Menschen. Weltweit sterben jéhrlich etwa 350.000 Menschen an den Folgen von Kopf-Hals-
Malignomen (Parkin et al., 2005). Risikofaktoren fiir die Tumorentwicklung im Kopf-Hals-
Bereich sind hauptsichlich Nikotin- und Alkoholabusus (Vokes et al., 1993). Die Infektion
der Schleimhdute mit humanen Papillomviren (HPV) gilt zusitzlich als Risikofaktor fiir die
Karzinomentstehung (Hoffmann et al., 1998). Patienten mit HPV-assoziierten Tonsillen-
karzinomen weisen nicht das typische Risikoprofil fiir Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs auf
(Klussmann et al., 2003). Es wird mittlerweile unter dtiologischen Gesichtspunkten bei Kopf-
Hals-Karzinomen zwischen zwei unterschiedlichen Tumorentititen unterschieden: Alkohol-

und Nikotin-assoziierte sowie HPV-assoziierte Karzinome (Klussmann et al., 2003).

Die paarige Gaumenmandel (Tonsilla palatina) ist nach dem Larynx die zweithdufigste
Lokalisation von Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich (Guay und Lavertu, 1995). Die Tonsilla
palatina liegt anatomisch im Oropharynx in der Fossa tonsillaris. Die Tonsilla palatina nimmt
im Oropharynx im Hinblick auf die HPV-assoziierten Karzinome eine Sonderstellung ein.
Der Anteil HPV-positiver Karzinome der Tonsilla palatina ist mit ca. 50% bis 60% im
Vergleich zum Oropharynx mit ca. 25% (Hoffmann et al., 2005, 2010, 2012) und zum
restlichen Kopf-Hals Bereich mit ca. 25% bis 30% (Hoffmann et al., 1998, 2005; Gillison et
al., 2000; Gillison und Shah, 2001) signifikant hoher. Es ist daher von Bedeutung beziiglich
der Tumorlokalisation zwischen der Region der Tonsilla palatina und den anderen Regionen
des Oropharynx bzw. des Kopf-Hals-Bereichs zu unterscheiden. Diese Differenzierung
zwischen Oropharynx- und Tonsillenkarzinomen wird in der Literatur oftmals unzureichend
vorgenommen. Tonsillenkarzinome werden dabei ihrer anatomischen Lage entsprechend
unter der Gruppe der Oropharynxkarzinome subsummiert (z.B. in Gillison und Shah, 2001;
Kreimer et al., 2005). Karzinome der Tonsilla palatina sind in der vorliegenden Promotions-
arbeit als einzige Tumorentitdt analysiert worden. Das hier vorliegende Patientenkollektiv

entspricht somit einem der groften auf diese Parameter untersuchten Kollektive.

Der sekretorische Leukozytenproteaseinhibitor (Secretory leukocyte protease inhibitor, SLPI)
ist eine Antileukoprotease mit der Funktion eines Serinproteaseninhibitors. SLPI hat anti-
inflammatorische (Doumas et al., 2005), antibakterielle (Fahey und Wira, 2002), antifungale
(Chattopadhyay et al., 2004) und antivirale (Shugars, 1999) Eigenschaften. Im Zusammen-
hang mit der antiviralen Wirkung von SLPI auch gegeniiber HPV-Infektionen kommt dem

Strukturprotein Annexin A2 eine besondere Bedeutung zu. Woodham und Mitarbeiter



identifizieren Annexin A2 als spezifischen HPV16-Rezeptor auf Epithelzellen (Woodham et
al., 2012). SLPI ist ein natiirlicher, endogener Ligand von Annexin A2. Die Blockade von
Annexin A2 mit SLPI oder einem Annexin-A2t-Antikorper fiihrt in vitro zu einer
signifikanten Abnahme der HPV16-Infektionen (Woodham et al., 2012). Aktuelle Ergebnisse
von Hoffmann und Mitarbeitern unterstreichen dies: In Gewebeproben von HPV-positiven
Patienten wird keine oder nur eine geringe SLPI-Expression beobachtet, wahrend in HPV-
negativen Gewebeproben eine hohe SLPI-Expression nachweisbar ist (Hoffmann et al., 2013).
Es wird weiterhin bei Rauchern eine erhdhte SLPI-Expression beobachtet (Hoffmann et al.,
2013). Quabius und Mitarbeiter zeigen in einer kiirzlich publizierten Arbeit eine signifikante
Korrelation zwischen dem Rauchverhalten und der SLPI-Expression in Kopf-Hals-
Karzinomen und gesunder Schleimhaut: Zigarettenrauchen sowie eine ex-vivo-Nikotin-
inkubation von Zellen der Nasenschleimhaut der unteren Nasenmuschel (Concha nasalis
inferior) fiihren zu einer gesteigerten SLPI-Expression (Quabius et al., 2014). Alle HPV-
positiven Patienten im dort untersuchten Kollektiv zeigen bei negativer Rauchanamnese eine
geringe oder keine SLPI-Expression (Quabius et al., 2014). Einer gesteigerten SLPI-
Expression, unter anderem womdoglich durch Zigarettenrauchen induziert, wird deshalb eine

protektive Wirkung gegeniiber HPV-Infektionen zugeschrieben (Quabius et al., 2014).

Aus den Ergebnissen der vorangegangen Arbeiten ldsst sich folgende Hypothese ableiten:
Eine durch Zigarettenrauchen gesteigerte SLPI-Expression erschwert iiber die Blockade von
Annexin A2 durch das SLPI-Protein die Infektion der Epithelzellen mit HPV.
Tonsillenkarzinome von Rauchern sollten demnach aufgrund der hohen SLPI-Expression eine
geringere HPV-Infektionsrate aufweisen als Tonsillenkarzinome von Nichtrauchern. Nicht-
raucher sollten dahingegen bei geringer oder fehlender SLPI-Expression ein erhohtes Risiko

fiir eine HPV-Infektion haben und dementsprechend eine hohere HPV-Privalenz zeigen.



2. Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, vor dem Hintergrund der vorangegangen Arbeiten
einen Beitrag zu einem besseren Verstindnis der Zusammenhdnge zwischen SLPI-
Expression, dem Rauchverhalten der Patienten und dem HPV-Status der Karzinome der
Tonsilla palatina zu leisten. Es wird zudem der Einfluss des SLPI-Expressionslevels und der

Infektion mit HPV auf die Uberlebenszeiten der Patienten untersucht.
Es ergeben sich folgende Fragen:

1. Wie hoch ist die HPV-Privalenz in den Tonsillenkarzinomen des hier vorliegenden

Kollektivs und wie hoch ist der Anteil aktiver HPV-Infektionen? Welche HPV-Typen
liegen vor?
Die Privalenz der HPV-Infektionen in den hier untersuchten Tonsillenkarzinomen und die
vorliegenden HPV-Typen werden durch den Nachweis und die Sequenzierung der HPV-
DNA bestimmt. Der Anteil aktiver HPV-Infektionen wird durch den Nachweis der E6*1-
mRNA in den HPV-DNA-positiven Gewebeproben bestimmt.

2. Wie hoch ist die pl6™***-Proteinexpression im vorliegenden Kollektiv? Inwiefern

INK4A

korreliert der HPV-Status mit dem p16 -Proteinxpressionsmuster?

Die pl16™*_Proteinexpression wird mittels immunhistochemischer Firbung bestimmt.

Das Protein pl 6K

Infektion.

ist ein Surrogatmarker fiir das Vorliegen einer aktiven HPV-

3. Wie hoch ist die SLPI-Proteinexpression im vorliegenden Kollektiv? Existiert eine
Korrelation zwischen der SLPI-Proteinexpression, dem HPV-Status und dem
Rauchverhalten?

Die SLPI-Proteinexpression wird mittels immunhistochemischer Fdrbung bestimmt. Es
werden im Hinblick auf die formulierte Hypothese Korrelationen zwischen SLPI-
Proteinexpression, HPV-Status und Rauchverhalten iiberpriift. Es wird zudem das

Rauchverhalten auf eine Korrelation mit dem HPV-Status hin tiberpriift.



4. Kann der vermutete Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression von SLPI und dem
Rauchverhalten der Patienten bestétigt werden? Ist eine Korrelation zwischen der mRNA-
Expression von Annexin A2 und der von SLPI sowie dem Rauchverhalten nachweisbar?
Die Genexpressionslevel von SLPI und Annexin A2 werden mittels RT-gPCR bestimmit.
Das SLPI-Genexpressionslevel von Nichtrauchern und Rauchern wird verglichen und auf
eine Korrelation mit dem HPV-Status hin iiberpriift. Die Genexpression von Annexin A2

wird in Bezug zur SLPI-Genexpression gesetzt und verglichen.

5. Welchen Einfluss haben HPV-Status, pl6™“**- und SLPI-Proteinexpression sowie das
Rauchverhalten auf das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben der
Patienten?

Das Gesamtiiberleben sowie das progressionsfireie Uberleben der Patienten werden mittels

Kaplan-Meier-Schditzern beurteilt.



3. Material und Methoden

3.1 Material

Gewebeproben von 126 Patienten wurden zwischen 2002 und 2010 in der Klinik fiir Hals-,
Nasen- und Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universitit zu
Kiel entnommen. Das Einverstindnis fiir die Entnahme der Gewebeproben und deren
wissenschaftliche Nutzung liegt von allen Patienten schriftlich vor. Ein Votum der
Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel priift und befiirwortet dies
(Ethikvotum D 409/13). Die in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben werden im Archiv des Instituts fiir Pathologie der Christian-Albrechts-
Universitdt zu Kiel (Leitung: Prof. Dr. C. Rocken) gelagert und von diesem zur Verfligung
gestellt. Bei allen Gewebeproben liegt ein histopathologisch gesichertes Plattenepithel-

karzinom der Tonsilla palatina vor.

3.2 Methoden
3.2.1 Extraktion der Nukleinsiuren

3.2.1.1 DNA-Extraktion
Die DNA-Extraktion erfolgt mit dem QIAamp® DNA Mini KIT (Qiagen®, Hilden) nach

Herstellerangaben.

Ausgangsmaterial fiir die DNA-Isolierung sind 10um dicke, paraffinierte Gewebeschnitte auf
Objekttragern. Die Objekttrager werden fiir die Entparaffinierung schrittweise zundchst Smin
in Xylol inkubiert, dann 5min in Ethanol (100%) inkubiert und anschlieBend bei
Raumtemperatur getrocknet. Der tumorhaltige Gewebebereich wird von den nicht-
tumorhaltigen Gewebeteilen mit einem sterilen Skalpell getrennt und in ein 2ml-
Reagenzgefal tiberflihrt. Das Gewebe wird mit 180ul ATL-Puffer und 20ul der mitgelieferten
Proteinase K versetzt. Das Reaktionsgemisch wird fiir 2 bis 4h bei 56°C und 550rpm im
Thermomixer (comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Es folgt eine kurze Zentrifugation
(Heraeus PICO 17, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) fiir 30s bei 15000g, damit
Fliissigkeit aus dem Deckel entfernt und eine Kontamination beim Offnen der GefiBe
vermieden wird. Alle Zentrifugationsschritte erfolgen bei Raumtemperatur. Es werden 200ul
AL-Puffer zu jeder Gewebeprobe hinzugefiigt und 15s auf dem Vortex-Genie™2 (Scientific
Industries, Bohemia, NY, USA) gemischt. Das Reaktionsgemisch wird fiir 10min bei 70°C im



Thermomixer inkubiert. Das Gemisch wird mit 200ul Ethanol (100%, nicht denaturiert)
versetzt und erneut 15s auf dem Vortex-Genie®2 gemischt. Das Reaktionsgemisch wird
inklusive des Prézipitats in ein QIAamp-Mini-spin-R6éhrchen gegeben. Dieses wird in ein
frisches 2ml-Reagenzgefdl} tiberfiihrt und 1min bei 6000g zentrifugiert. Das QIAamp-Mini-
spin-Rohrchen wird in ein frisches 2ml-Reagenzgefdl3 iiberfiihrt. Das Rohrchen mit dem
Durchfluss wird verworfen. Es folgt die Zugabe von 500ul AW1-Puffer und eine erneute
Zentrifugation fiir Imin bei 6000g. Dieser Schritt wird mit AW2-Puffer wiederholt. Das
Rohrchen wird nach beiden Schritten jeweils in ein frisches 2ml-Reagenzgefal tiberfiihrt und
der Durchfluss wird verworfen. Das Rohrchen wird anschliefend fiir Smin bei 17000g
zentrifugiert und danach in ein frisches 1,5ml-Reagenzgefdl} tiberfiihrt. Es werden 50ul des
AE-Puffers direkt auf die Membran des QIAamp-Mini-spin-Réhrchens gegeben. Es folgt eine
Inkubation fiir Imin bei Raumtemperatur und danach eine Zentrifugation fiir 1min bei 6000g.
Das Eluat im 1,5ml-Reagenzgefdll enthdlt die aufgereinigte DNA. Diese DNA wird bis zur

weiteren Bearbeitung bei 4°C aufbewahrt.

3.2.1.2 RNA-Extraktion
Die RNA-Extraktion erfolgt mit dem ExpressArt FFPE RNAready Kit der Firma AmpTec
(AmpTec GmbH, Hamburg) nach Herstellerprotokoll.

Ausgangsmaterial sind fiinf konsekutive 10um dicke Gewebeschnitte. Die Schnitte werden
als Geweberéllchen in einem 2ml-Reagenzgefdl iiber Nacht bei -80°C gelagert. Die
Entparaffinierung erfolgt im Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg) bei 1000rpm. Es wird
den Gewebeproben 1,5ml Xylol hinzugefiigt. Nach 20min Inkubation bei 37°C erfolgt eine
Zentrifugation fiir 3min bei 16000g (Centrifuge 5418, Eppendorf, Hamburg). Anschlie3end
wird das Xylol durch Abpipettieren entfernt. Dieser Vorgang wird einmal wiederholt. Durch
Zugabe von 1ml Ethanol wird das Pellet ausgefillt. Nach erneuter Zentrifugation und
Entfernen des Ethanols wird das Pellet bei 37°C getrocknet. Fiir die Gewebelyse wird das
Pellet in 500ul Lysepuffer aufgelost und mit 30ul Proteinase K (50U/ml) und Spl
NucleoGuard® versetzt. Es folgt eine Inkubation im Thermomixer fir 3h bei 55°C bei
100rpm. Danach werden 130ul der mitgelieferten Demodification Solution (DeS)
hinzugefiigt. Nach dem Mischen auf dem Vortex-Genie™2 erfolgt eine Inkubation von 20min
bei 80°C. Das Reaktionsgemisch wird anschlieBend sofort fiir 3min auf Eis gekiihlt. Es folgt
die RNA-Aufreinigung. Das Lysat wird 3min bei 13000g zentrifugiert. Vom Uberstand
werden 600ul in ein frisches 2ml-Reagenzgefdl3 {iberfithrt. AnschlieBend werden 750ul



Ethanol hinzugegeben und durch Pipettieren gemischt. Von diesem Reaktionsgemisch werden
zundchst 700ul auf die mitgelieferte Sdule gegeben, 30s bei 8600g zentrifugiert und dann die
verbleibenden 650ul aufgetragen und erneut zentrifugiert. Es folgen zwei Waschschritte mit
den Waschpuffern WB1 und WB2. Vor dem ersten, zwischen dem ersten und dem zweiten
und nach dem zweiten Waschvorgang wird das Reaktionsgemisch jeweils 30s bei 8600g
zentrifugiert und der Durchfluss wird verworfen. Zuletzt erfolgt eine Zentrifugation fiir 1min
bei maximaler Geschwindigkeit. Fiir den DNA-Verdau werden 45ul der mitgelieferten
»DNase Working solution® auf die Sdule gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15min bei
Raumtemperatur folgen drei Waschschritte mit den Waschpuffern WB1, WB2 und WB3 nach
demselben, zuvor beschriebenen Prinzip. Die Sédule wird in ein frisches 1,5ml-Reagenzgefal3
iiberfiihrt. Es werden 30ul RNase-freies Wasser mit einer Temperatur von 95°C hinzugefiigt
und flir Imin inkubiert. Nach zwei Zentrifugationsschritten bei maximaler Geschwindigkeit

ist die RNA aufgereinigt. Bis zur weiteren Verwendung wird die RNA bei -80°C gelagert.

3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration der extrahierten DNA wird mittels Absorptionsspektroskopie bestimmt
und basiert auf dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260nm. Gemessen wird mit
dem Spektralphotometer NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Das
Photometer wird vor der ersten Messung mit dem AE-Puffer kalibriert. Eine DNA-Ldsung

mit einer Konzentration von 50ng/ul besitzt einen Absorptionswert von 1.

Der RNA-Gehalt wird mit dem Spektralphotometer (ND-1000, PeqLab, Erlangen) gemessen.
Das Prinzip entspricht dem der DNA-Konzentrationsbestimmung. Eine RNA-Losung mit

einer Konzentration von 40ng/ul besitzt einen Absorptionswert von 1.

3.2.3 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese wird mit dem ExpressArt“TR c¢cDNA synthesis kit der Firma Amptec
(Amptec, Hamburg) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Ausgangsmaterial ist die isolierte RNA. Zundchst wird der erste DNA-Strang synthetisiert. Es
werden in einem Gesamtvolumen von 12pul 200ng RNA mit 1ul des mitgelieferten TR-
Primers (10pmol/pl) fiir 4min bei 65°C in einem Thermocycler (T-1, Biometra, Gottingen)
inkubiert. Der auf 105°C geheizte Deckel des Thermocyclers verhindert ein Verdampfen des



Reaktionsgemisches. Das Gemisch wird anschlieBend sofort fiir Smin auf Eis inkubiert. Es
werden 8ul eines Mixes aus jeweils 1ul ANTP (20pMol je Nukleotid), 4ul des mitgelieferten
Reaktionspuffers, 0,25ul Reverse Transkriptase (200U/ul) und 2,75u1 DEPC-Wasser zum
Reaktionsgemisch hinzugegeben. Es folgt eine erneute Inkubation in einem Thermocycler
nach folgenden Schritten: 45min bei 37°C, 15min bei 45°C, Smin bei 50°C, 10min bei 70°C
und anschlieBend wird das Reaktionsgemisch auf Eis abgekiihlt. Es folgt die cDNA-
Aufreinigung. Das Reaktionsgemisch wird mit dem mitgelieferten Aufreinigungspuffer
versetzt und auf eine Aufreinigungssdule in einem frischen Reagenzgefal3 pipettiert. Es folgt
eine Zentrifugation fiir Imin bei 8600g. Der Durchfluss wird verworfen und es folgen zwei
Waschschritte mit jeweils 200ul der mitgelieferten Wash Solution WS. AnschlieBend werden
die Aufreinigungssdulen in ein frisches 1,5ml-Reagenzgefd3 iiberfiihrt und es folgen zwei
Elutionsschritte mit jeweils 25ul des mitgelieferten Elutions Buffer. Das Ergebnis ist die
synthetisierte ¢cDNA. Durch die Saulenaufreinigung werden mogliche Storfaktoren wie
Enzymreste, Primerreste und Pufferreste entfernt. Die cDNA wird bis zur anschlieBenden RT-

qPCR (vgl. Kapitel 3.2.4.4) bei -20°C gelagert.

3.24 PCR

3.2.4.1 PCR-Methode
Die von Kary B. Mullis 1983 beschriebene Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain

reaction; PCR) ist ein Verfahren zur in-vitro-Amplifikation beliebiger, auch sehr kurzer

Nukleinsdureabschnitte (Mullis et al., 1986).

Die PCR besteht aus einer Abfolge von meist 30 bis 35 Zyklen. Ein PCR-Zyklus besteht aus
den drei Einzelschritten Denaturierung, Primer-Annealing und Primer-Extension. Bei der
Denaturierung werden die  Wasserstoftbriickenbindungen der DNA  durch eine
Temperaturerh6hung auf 95°C aufgebrochen. Der DNA-Doppelstrang wird in zwei
komplementire Einzelstringe aufgetrennt. Beim Primer-Annealing kommt es durch eine
Temperatursenkung auf ca. 50°C bis 60°C zur Anlagerung der Primer an die DNA-Einzel-
stringe. Primer sind Oligonukleotide und dienen nach Anlagerung an ihre komplementére
DNA-Sequenz als Ausgangspunkt fiir die DNA-Polymerase. Die Auswahl und Anlagerung
der Primer ist entscheidend fiir die Spezifitdit der PCR. Bei der Elongation wird die DNA
durch die Tag-Polymerase bei deren Temperaturoptimum von 72°C verlangert. Die Tag-

Polymerase ist ein hitzebestindiges Enzym aus dem in heiflen Quellen lebenden Bakterium



Thermus aquaticus. Die DNA-Synthese erfolgt dabei in 5°-3°-Richtung. Die Taqg-Polymerase
erkennt ausschlieBlich DNA und cDNA als Matrize. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die
Zahl der eingesetzten DNA-Abschnitte. Es liegt eine exponentielle Vervielfachung vor. Am

Ende der PCR ist eine weitere Analyse der vervielfiltigten Sequenz moglich.

Im molekularpathologischen Labor des Pathologischen Instituts der Christian-Albrechts-
Universitdt zu Kiel wird eine strikte rdumliche Trennung zwischen den Arbeitsschritten vor
und denen nach der PCR gewihrleistet. Diese Trennung dient der Minimierung der
bestehenden Kontaminationsgefahr. Zur Uberpriifung und Qualititssicherung werden bei
jeder PCR Positiv- und Negativkontrollen durchgefiihrt. Die Positivkontrolle der Size-Range-
PCR (vgl. Kapitel 3.2.4.2) wird mit DNA aus der humanen Zelllinie Raji und die der PCR
zum HPV-Nachweis (vgl. Kapitel 3.2.4.3) mit kommerziell erhéltlicher HPV-positiver DNA
(Typ 16) durchgefiihrt. Die Negativkontrollen werden mit Nuklease-freiem Wasser (Ambion,
Nuclease-Free Water, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) durchgefiihrt.

3.2.4.2 Size-Range-PCR

Die im Rahmen dieser Arbeit behandelten Gewebeproben sind in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet. Dies hat Einfluss auf die Qualitdt der DNA im Gewebe. Mit der Size-
Range-PCR nach dem BIOMED-2-Protokoll (van Dongen et al., 2003) wird die Qualitdt bzw.
die Amplifizierbarkeit der isolierten DNA bestimmt. Es werden Zielstrukturen mit einer
Lénge von 100 (TBXASI, Exon 9), 200 (RAGI, Exon 2), 300 (PLZF, Exon 1) und 400 (AF4,
Exon 3) Basenpaaren nachgewiesen. Die Primer werden von der Firma biomers.net
(Biomers, Ulm) im Auftrag des Pathologischen Instituts der Christian-Albrechts-Universitit
zu Kiel synthetisiert. Die PCR-Produkte werden auf einem 2% Agarosegel ausgewertet (vgl.
Kapitel 3.2.5.1). Bei einer erfolgreichen Size-Range-PCR sind entsprechend der
Amplifizierbarkeit der untersuchten DNA null bis vier Banden auf dem Agarosegel sichtbar.
Sind weniger als zwei Banden in der Gelelektrophorese detektierbar, entspricht dies einer
maximal amplifizierbaren DNA-Fragmentgrole von weniger als 200 Basenpaaren. Die
betroffenen DNA-Proben werden in diesem Fall von weiteren Analysen ausgeschlossen (vgl.

Seite 16, Abbildung 3.1).

Der PCR-Reaktionsansatz besteht aus 20ul eines vorgefertigten Pramix (vgl. Tabelle 3.1) und
S5ul DNA (50ng/ul). Die Taqg-Polymerase (0,25ul HotStarTaq, SUnits/ul) wird dabei erst

unmittelbar vor dem Start der PCR-Reaktion zum Reaktionsansatz hinzugegeben.
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Tabelle 3.1 Primix der Size-Range-PCR

Reagenzien Menge in pl
10x PCR-Puffer (mit 15mM MgCl,) 2,5
MgCl, (25mM) 0,5
dNTP (je 2mM) 0,625
Primer TBXAS1/X9U (10 uM) 0,25
Primer TBXAS1/X9L (10 uM) 0,25
Primer RAG1/X2U (10 uM) 0,25
Primer RAG1/X2L (10 uM) 0,25
Primer PLZF/X1U (10 uM) 0,25
Primer PLZF/X1L(10 uM) 0,25
Primer AF4/X11U (10 uM) 0,25
Primer AF4/X11L(10 uM) 0,25
Wasser, Nuklease-frei 14,125
HotStarTaq (5Units/ul) 0,25
Gesamtvolumen 20

Die PCR erfolgt im C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Im Thermocycler erfolgt die DNA-Amplifikation nach dem in Tabelle 3.2
dargestellten Protokoll:

Tabelle 3.2 Protokoll der Size-Range-PCR

Schritt  Zeit in min Temperatur in °C

1 15:00 95
2 0:45 95
3 0:40 55
4 0:45 72
5 36 x Wiederholung ab Schritt 2
6 7:00 72
7 © 10

Der mit 105°C beheizte Deckel des Thermocyclers verhindert ein Verdampfen des
Reaktionsgemisches wihrend der PCR. Die PCR-Produkte werden anschlieend bei 4°C
aufbewabhrt.
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3.2.4.3 PCR zum Nachweis humaner Papillomviren

In der PCR fiir den HPV-Nachweis werden zwei unabhéingige Gensegmente mittels zweier
unterschiedlicher Primersets amplifiziert. Es werden die Primer MY09/11/HMBO0O1 und
GP5'/6" verwandt. Zielstruktur dieser Primer ist die konservierte L1-Region. Diese HPV-
spezifische DNA-Region erlaubt die Detektion einer groen Bandbreite von HPV-Typen
(Fuessel Haws et al., 2004). Der HMBO1-Primer wird zusétzlich zu den Standardprimern
eingesetzt und dient der spezifischen Detektion des HPV-Typs 51. Die Primer werden von der
Firma biomers.net (Biomers, Ulm) hergestellt. Die Primersequenzen sind in Tabelle 3.3

dargestellt.

Tabelle 3.3 Primersequenzen zum HPV-Nachweis

HPV-Primer Sequenz

GP5" S.-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3¢
GP6" 5‘-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3¢
MY 09 5¢-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3¢

MYI11 5‘-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3¢
HMBO1 5¢-GCGACCCAATGCAAATTGGT-3¢

Das Ansetzen der PCR-Reaktion wird zur Minimierung der Kontaminationsgefahr auf sterilen
Arbeitsplatten und rdumlich getrennt von den Post-PCR-Arbeitsschritten durchgefiihrt. Der
Reaktionsansatz der MY09/MY 11-PCR ist in Tabelle 3.4 dargestellt.

Tabelle 3.4 Reaktionsansatz der MY09/MY 11-PCR

Reagenzien Menge in pl
10x-Puffer (mit MgCl,) 2,5

MgCl, (25mM) 2,5

dNTP (2mM) 2,5

Primer MY 09 (10uM) 1,25

Primer MY11 (10uM) 1,25

Primer HMBO1 (10uM) 0,2

Wasser, Nuklease-frei 9,55

HotStarTaq (5Units/pl) 0,25
DNA-Template (40ng/ul) 5

Gesamtvolumen 25
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Der Reaktionsansatz der GP5'/GP6 -PCR ist in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5 Reaktionsansatz der GP5/GP6 -PCR

Reagenzien Menge in pl
10x-Puffer (mit MgCl,) 2,5

MgCl, (25mM) 2

dNTP (2mM) 2,5

Primer GP5" (10uM) 1,25

Primer GP6" (10uM) 1,25
Wasser, Nuklease-frei 10,25

HotStarTaq (5Units/ul) 0,25
DNA-Template (40ng/ul)

9]

Gesamtvolumen 25

Die PCR erfolgt im Thermocycler C1000 Touch™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) fiir die beiden Reaktionsansidtze jeweils nach einem anderen Programm. Die
Programme unterscheiden sich ausschlieflich in der unterschiedlichen Annealingtemperatur
der Primer. Die GP5'/6 -Primer benédtigen 40°C fiir die Hybridisierung und die MY09/11-
Primer bendtigen eine hohere Temperatur von 55°C. Der Ablauf der PCR zum HPV-
Nachweis ist in Tabelle 3.6 dargestellt.

Tabelle 3.6 Ablauf der PCR zum HPV-Nachweis

Schritt  Zeit in min Temperatur in °C

1 15:00 95

2 1:00 95

3 1:00 HPV-GP: 40
HPV-MY: 55

4 1:00 72

5 39 x Wiederholung ab Schritt 2

6 5:00 72

7 00 12

Die PCR-Produkte werden anschlief3end bei 4°C aufbewahrt.
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3.2.4.4 Real-time quantitative PCR

Die Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) ist ein Verfahren zur Quantifizierung eines
spezifischen Gens. Das Verfahren basiert auf dem Prinzip der PCR (vgl. Kapitel 3.2.4.1).
RNA wird durch die Tag-Polymerase nicht als Matrize erkannt. Die RNA wird deshalb in
cDNA umgeschrieben (vgl. Kapitel 3.2.3). Die cDNA fungiert als Matrize fiir die Tag-
Polymerase. Bei der RT-qPCR kommt der fluoreszierende Farbstoff SybrGreen zum Einsatz.
SybrGreen fluoresziert beim Binden an Doppelstrang-DNA und wird zu deren Nachweis
eingesetzt. Wihrend der RT-qPCR wird das von SybrGreen emittierte Fluoreszenzsignal

kontinuierlich in Echtzeit (engl. real-time) aufgezeichnet.

Die Korrelation zwischen Fluoreszenz und Menge des vermehrten Produkts ermdglicht eine
Quantifizierung des Ausgangsmaterials (Nolan et al., 2006). Die Menge der Nukleinsédure ist
proportional zur gemessenen Fluoreszenz. Je frither die exponentielle Phase der PCR beginnt,
desto mehr Ausgangsprodukt liegt vor. Je mehr Ausgangsprodukt vorliegt, desto kleiner sind

die sogenannten Ct-Werte (engl. threshold level).

In Tabelle 3.7 sind die Bestandteile des Reaktionsansatzes der RT-qPCR aufgelistet. Es
werden 2,511 cDNA hinzugegeben. Das entspricht einer Menge von 10ng RNA. Insgesamt
hat der Reaktionsansatz ein Volumen von 20ul. Es werden pro 20ul RT-qPCR-Reaktions-
ansatz 0,2ul einer 100-fach konzentrierten SybrGreen-Losung verwandt (AppliChem,
Darmstadt).

Tabelle 3.7 Reaktionsansatz der RT-qPCR

Reagenzien Menge in pl

ImmoMix, 2x konzentriert (Bioline, Luckenwalde) 10

forward-Primer (10pmol/ul) 0,4
reverse-Primer (10pmol/pl) 0,4
SybrGreen 0,2
cDNA (4ng/ul) 2,5
Wasser, Nuklease-frei 6,5

Gesamtvolumen 20
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SLPI und Annexin A2 werden quantitativ mittels RT-qPCR analysiert. Die Primersequenzen

fiir SLPI und Annexin A2 sind in Tabelle 3.8 aufgelistet.

Tabelle 3.8 Primersequenzen fiir SLPI- und Annexin-A2-RNA

SLPI, forward-Primer 5’-AATGCCTGGATCCTGTTGAC-3
SLPI, reverse-Primer 5’-AAAGGACCTGGACCACACAG-3’
Annexin A2, forward-Primer 5’-AACCGACGAGGACTCTCTCA-3’
Annexin A2, reverse-Primer  5’-CGCTGATCCACTTGGGAACAT-3’

Zusétzlich werden von allen 126 Gewebeproben die drei housekeeping-Gene 18-S-RNA, B-
Actin und B-2-Mikroglobulin bestimmt. Die Primer hierfiir werden nach Herstellerangaben
(Promolgene, Berlin) verwandt. Die Primersequenzen sind aufgrund des Firmengeheimnisses
von Promolgene nicht bekannt. Housekeeping-Gene kommen in allen kernhaltigen Zellen vor
und sichern basale Funktionen zum Uberleben der Zelle (Pfaffl, 2001). Die mRNA-
Expression der housekeeping-Gene unterliegt nur geringen Schwankungen zwischen
unterschiedlichen Zelltypen (Thellin et al., 1999). Es wird ein sogenannter housekeeping-
Index als Referenzwert gebildet. Die Auswertung der RT-qPCR und die Quantifizierung der
mRNA erfolgt mittels der AAct-Methode (vgl. Kapitel 3.2.10).

In Tabelle 3.9 ist der Ablauf der RT-qPCR dargestellt. Die RT-qPCR erfolgt in einem
Thermocycler (Rotor-Gene RG-3000, Corbett Research, LFT, Wasserburg). Fiir alle

eingesetzten Primer ist die Annealing-Temperatur mit 60°C identisch.

Tabelle 3.9 Ablauf der RT-qPCR

Schritt Zeit Temperatur in °C
1. initiales Denaturieren 10min 95

2. 40x Wiederhohlung der Schritte 2.1 bis 2.3

2.1 Denaturierung 20s 95
2.2 Annealing 20s 60
2.3 Elongation 20s 72

3. Schmelzkurvenanalyse




15

3.2.5 DNA-Detektion

3.2.5.1 Gelelektrophorese

Ein 5Spl-Aliquot der PCR-Produkte sowohl der Size-Range-PCR als auch der PCR zum
Nachweis der HPV-DNA wird mittels Gelelektrophorese ausgewertet. Die Nukleinsduren
werden unter Anlage eines elektrischen Felds innerhalb eines festen Trigermaterials nach
GroBe und Ladung aufgetrennt. Nukleinsduren sind wegen ihrer Phosphatgruppen negativ
geladen. Im elektrischen Feld werden sie Richtung Anode bewegt. Das hier verwandte
Triagermaterial ist ein 2% Agarosegel (Biozym LE Agarose, Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf). Es werden 4g der Agarose auf 200ml TAE-Puffer gegeben. Der TAE-
Puffer setzt sich in 20-facher Konzentration aus 0,8M Tris, 0,4M Natriumacetat und 25mM
EDTA zusammen. Der pH-Wert betrdgt 8,3. Vor Gebrauch erfolgt eine Verdiinnung mit
destilliertem Wasser auf eine einfache Konzentration. Das Gemisch wird in einer Mikrowelle
(NN-K105W, Panasonic, Osaka, Japan) aufgekocht. Dem fliissigen Gel wird beim Erreichen
einer Temperatur von 60°C 4ul Ethidiumbromid 1% (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
hinzugefiigt. Ethidiumbromid fiihrt durch Interkalation mit Nukleinsduren zu einer
Fluoreszenz der DNA-Banden unter UV-Licht. Den PCR-Produkten wird ein 6x Ladepuffer
(6x DNA Loading, Dye, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) hinzugefiigt. Das mit den
Gewebeproben beladene Gel ist in einer Gelelektrophoreseapparatur (Modell 40-0708,
PegLab, Erlangen) mit dem TAE-Puffer bedeckt. Das elektrische Feld wird fiir ca. 20min
angelegt. Fiir die Auswertung werden die DNA-Banden mit dem Transilluminator (Molecular
Imager® Gel Doc™ XR+, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) bei UV-Licht mit
302nm Wellenldnge visualisiert. Als Grolenmalistab fiir die Beurteilung der DNA-Banden
wird der Gene Ruler 1kb (Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder, 0,5pg/pul, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) verwandt. Eine exemplarische Auswertung einer Size-Range-PCR ist in
Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1 Auswertung der Size-Range-PCR mittels Gelektrophorese (2% Agarosegel). Es
handelt sich um eine représentative Abbildung der Auswertung einer anderen Versuchsreihe. Der
GroBenmaBstab Gene Ruler 1kb ist in der ersten Reihe von links aufgetragen. Die Zuordnung der
Banden zur entsprechenden Grof3e der Basenpaare (bp) ist links neben der Abbildung dargestellt. Die
MY09/MY11-PCR benétigt eine DNA-Linge von mindestens 400 Basenpaaren (vier Banden). Die
GP5'/GP6'-PCR benétigt eine DNA-Linge von mindestens 200 Basenpaaren (zwei Banden). Die
DNA-Qualitdt der Gewebeproben in den Reihen elf bis 13 der hier dargestellten Abbildung wire fiir
eine weitere Untersuchung nicht ausreichend. Die Gewebeproben der hier vorliegenden Arbeit weisen
dahingegen durchgehend eine fiir die weitere Untersuchung ausreichende DNA-Qualitit auf. Die
Negativkontrolle ist in Reihe 18 und die Positivkontrolle in Reihe 19 aufgetragen.

3.2.5.2 Aufreinigung der PCR-Produkte

PCR-Produkte enthalten neben der vervielfdltigten Nukleinsduresequenz Verunreinigungen
wie Salze, Nukleotide und Primer. Diese stellen StorgroBen bei nachfolgenden Analysen wie
zum Beispiel der DNA-Sequenzierung dar. Deshalb wird eine Aufreinigung der PCR-
Produkte mit dem NucleoSpin“Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diiren) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Das PCR-Produkt wird in den mitgelieferten PCR-clean-up-Sdulen mit 200ul NT1-Puffer
versetzt. Es folgt eine Zentrifugation bei 11000g fiir 1min. Der Durchfluss im 2ml-
Reagenzgefal wird verworfen. Es werden 700ul NT3-Puffer auf die Membran der
mitgelieferten PCR-clean-up-Saule gegeben und es folgt eine Zentrifugation bei 11000g fiir
Imin. Dieser Waschschritt wird nach Empfehlung des Herstellers insgesamt zwei Mal
durchgefiihrt. Der Durchfluss wird jeweils verworfen. Die Zentrifugation bei 11000g fiir Imin

wird zur besseren Trocknung nach dem zweiten Waschschritt wiederholt. Es werden 40ul
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NE-Puffer auf die Membran der Sdule gegeben. Die PCR-clean-up-Siule wird in ein frisches
1,5ml-Reagenzgefdl} iiberfiihrt. Die Zentrifugation bei 11000g fiir 1min erfolgt nach einer
Inkubationszeit von 1min. Das 1,5ml-Reagenzgefdl3 enthélt das aufgereinigte PCR-Produkt.
Das aufgereinigte Produkt wird der DNA-Sequenzierung zugefiihrt und kann bei einer

Temperatur von 4°C gelagert werden.

3.2.6 DNA-Sequenzierung

Es wird das Didesoxyverfahren nach Sanger angewandt (Sanger et al., 1977). Bei diesem
enzymatischen Verfahren werden basenspezifisch terminierte DNA-Fragmente synthetisiert.
Bei der Sequenzierreaktion wird von einer bekannten DNA-Sequenz durch Zugabe eines
Primers, Desoxynukleotiden, einer DNA-Polymerase und fluoreszenzmarkierten Didesoxy-
nukleotiden die Synthese des komplementiren DNA-Strangs initiiert. Beim Einbau der
Didesoxynukleotide kommt es zum Kettenabbruch. Eine weitere Verldngerung der DNA-
Matrize ist aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe am C3-Atom der Didesoxynukleotide
nicht moglich. Ergebnis dieser Sequenzierreaktion sind viele unterschiedlich lange DNA-
Fragmente. Das hier angewandte Cycle-Sequencing ist eine Kombination aus klassischer
Didesoxymethode und PCR-Reaktion. Die Fragmente werden ihrer Grof3e nach aufgetrennt.
Durch die Fluoreszenz der Strangenden kann die DNA-Sequenz im Elektropherogramm

abgelesen werden.

Fiir die Sequenzierreaktion wird das BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit von der
Firma Applied Biosystems (Lifetechnologies, Carlsbad, CA, USA) verwandt. In Tabelle 3.10
sind die Bestandteile des Reaktionsansatzes der Sequenzierreaktion fiir eine Gewebeprobe

aufgelistet.

Tabelle 3.10 Reaktionsansatz der Sequenzierreaktion BigDye"

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Reagenzien Menge in pl
5x Puffer 2
BigDye®1.1-Premix 2

Primer GP6" (10uM) 0,5

Wasser, Nuklease-frei 14,5

Aufgereinigtes PCR-Produkt (15ng/pl) 1

Gesamtvolumen 20
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Die Sequenzierreaktion erfolgt im Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules,

CA, USA).

3.2.7 Aufreinigung der Sequenzierreaktion

Die Produkte der Sequenzierreaktion werden mit dem NucleoSEQ®-Kit (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren) aufgereinigt. Die mitgelieferten NucleoSEQ®-Réhrchen enthalten
eine trockene Gelmatrix. Es werden 600ul Wasser hinzugefiigt. Es folgt eine Inkubation des
Gemisches fiir mindestens 30min bei Raumtemperatur. Das Roéhrchen wird in ein 2ml-
Reagenzgefdal tberfithrt und fiir 2min bei 750g zentrifugiert. Das Ergebnis ist eine
hydratisierte Gelsiule im NucleoSEQ®-Réhrchen. Das Produkt der Sequenzierreaktion wird
zentral auf die Gelsdule pipettiert. Ein Pipettieren seitlich der Gelsdule und die Zestorung der
Geloberfldche mit der Pipettenspitze verschlechtern das Aufreinigungsergebnis. Es folgt eine
Zentrifugation fiir Smin bei 750g. Das NucleoSEQ®-Rohrchen wird verworfen und das
Reagenzgefall enthidlt das aufgereinigte Produkt der Sequenzierreaktion. Die Ermittlung der
DNA-Sequenz erfolgt im 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Lifetechnologies,
Carlsbad, CA, USA).

3.2.8 Auswertung der DNA-Sequenz
Die erhaltene DNA-Sequenz wird mit dem Online-Programm BLAST" (Basic Local

Alignement Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ausgewertet. Das Programm

gleicht Nukleotidsequenzen mit bekannten Sequenzen in Datenbanken ab und ermittelt

statistische Ubereinstimmungen zwischen den Sequenzen. So wird der HPV-Typ bestimmt.

3.2.9 Immunhistochemie

Zur Beurteilung des Proteinexpressionsmusters von pl16™<** und SLPI werden 2um dicke
Schnitte der Gewebeproben immunhistochemisch angefarbt. Die Féarbung wird voll-
automatisch im Farbeautomaten BOND-Max der Firma Leica (Leica Microsystems, Wetzlar)

durchgefiihrt. Die vollautomatische Farbung verringert das Auftreten manueller Fehler.

INK4A CINtec® Histology der Firma

Der pl6™***-Nachweis erfolgt mittels des Antikorpers p16
Roche (Roche mtm laboratories AG, Mannheim). Der p16™<**-Antikérper wird in einem

Verhiltnis von 1:5 in BOND Primary Antibody Diluent (Leica Microsystems, Wetzlar)
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verdiinnt. Die Vorbehandlung erfolgt mit der BOND Epitope Retrieval Solution 1 (ERI1,

Leica Microsystems, Wetzlar) tiber 30min.

Der SLPI-Nachweis erfolgt mittels des Antikorpers Anti-SLPI Antibody der Firma LifeSpan
(LifeSpan, BioSciences Inc., Seattle, WA, USA). Der SLPI-Antikérper wird in einem
Verhiltnis von 1:100 in BOND Primary Antibody-Diluent (Leica Microsystems, Wetzlar)
verdiinnt. Die Vorbehandlung erfolgt mit der BOND Epitope Retrieval Solution 1 (ERI1,

Leica Microsystems, Wetzlar) tiber 20min.

Die immunhistochemische Firbung fiir den p16™<**-Nachweis und fiir den SLPI-Nachweis
erfolgt mit dem Bond Polymer Refine Detection Kit (Leica Microsystems, Wetzlar) nach dem
jeweils selben Protokoll. Das dabei verwandte Polymer enthdlt sowohl Anti-Mouse-IgG
(Mausantikorper) als auch Anti-Rabbit-IgG (Kaninchenantikdrper) mit einem HRP-Konjugat
(horseradish peroxidase). Die Reaktion wird mit DAB als HRP-Substrat visualisiert und die
Zellkerne werden mit Himatoxylin gegengeféarbt. Das Protokoll ist in Tabelle 3.11 dargestellt.
Nach jedem Schritt erfolgt ein Waschschritt.

Tabelle 3.11 Bond Polymer Refine IHC protocol (Leica Microsystems, Wetzlar)

Schritt Zeit in min

1. Entparaffinierung des Gewebes (Dewax) 0:30

2. Antigendemaskierung mit Epitope Retrieval (ER1 Solution) ple ™44 30:00
SLPI: 20:00

3. Inkubation des Préparates mit Wasserstoffperoxid 5:00

(Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitit)

4. Inkubation mit Primérantikorper 20:00
5. Post-Primary-IgG-Linker-Reagenz 8:00
6. Poly-HRP-IgG-Reagenz 8:00

7. DAB (3,3‘-Diaminobenzidintetrahydrochloridlosung Hydrat) zur  10:00
Sichtbarmachung der Komplexe (braunes Prizipitat)

8. Kontrastfairbung mit Hamatoxylin zur Sichtbarmachung der 5:00

Zellkerne

Die Auswertung der Farbungen erfolgt durch die mikroskopische Beurteilung des

INK4A

Proteinexpressionsmusters. Die Auswertung der pl16 -Immunhistochemie erfolgt anhand

der Kriterien nach Klaes und Mitarbeitern (Klaes et al., 2001). Es wird der prozentuale Anteil
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angefarbter Tumorzellen beurteilt. Die SLPI-Immunhistochemie wird anhand der
modifizierten Kriterien nach Cordes und Mitarbeitern (Cordes et al., 2011) ausgewertet. Es
werden 300 Zellen in fiinf unterschiedlichen Bereichen bei 400-facher Vergrof3erung beurteilt.
Ein Anteil von <5% angefarbter Tumorzellen wird als negativ (-) bewertet. Von 5-30% liegt
ein schwach positiver (+), von 30-75% ein méaBig positiver (++) und bei >75% angefarbter

Tumorzellen ein stark positiver (+++) Befund vor (Cordes et al., 2011).

3.2.10 Statistische Auswertung

Die immunhistochemischen Daten werden mit dem zweiseitigen Exakten Fisher-Test
analysiert (SPSS 20.0 Software, IBM, Armonk, NY, USA). Die Daten der RT-qPCR werden
nach der AACt-Methode (Pfaffl, 2001) analysiert. Fiir diese relative Quantifizierung der RT-
gPCR werden die mittleren Ct-Werte der bestimmten housekeeping-Gene verwandt (vgl.
Kapitel 3.2.4.4). Die Fold-Change-Werte der Annexin-A2- und SLPI-Expressionslevel
werden nach Pfaffl berechnet (Pfaffl, 2001) und fiir die statistische Analyse verwandt (SPSS
20.0 Software, IBM, Armonk, NY, USA).

Die Uberlebensdaten werden mit dem Kaplan-Meier-Schitzer mittels SPSS 20.0 Software
(IBM, Armonk, NY, USA) analysiert. Primérer statistischer Endpunkt sind dabei das
progressionsfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben der Patienten. Das progressionsfreie
Uberleben ist definiert als die Zeitspanne zwischen dem Zeitpunkt der Erstdiagnose und dem
Zeitpunkt der Krankheitsprogression. Das Gesamtiiberleben der Patienten ist definiert als die
Zeitspanne zwischen dem Zeitpunkt der Erstdiagnose und dem Zeitpunkt der letzten
Nachsorgeuntersuchung oder des Todes. Rauchverhalten, HPV-Status, pl16™<**- und SLPI-
Proteinexpression in den Gewebeproben werden auf eine prognostische Relevanz hin
iiberpriift. Eine Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen wird mittels des Logrank-Tests durchgefiihrt (SPSS 20.0 Software, IBM, Armonk,
NY, USA).

HPV-Positivitit und pl6™***-Proteinexpression sowie SLPI-Proteinexpression und
Rauchverhalten werden mittels des Exakten Fisher-Tests (SPSS 20.0 Software, 1BM,
Armonk, NY, USA) in Bezug zueinander gesetzt. Die SLPI-Proteinexpression wird mit dem
Rauchverhalten auf eine Korrelation hin iiberpriift. Das Signifikanzniveau der p-Werte betragt

p=0,05 fiir alle angewandten Tests.
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4. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse dargelegt. Zunidchst werden die Charakteristika
des Patientenkollektivs erldutert. Die angewandten Methoden liefern Aussagen iiber den
HPV-DNA- und HPV-RNA-Status, iiber die SLPI- und pl16™"**-Proteinexpressionsmuster
sowie iiber die SLPI- und Annexin-A2-Genexpression. Der HPV-Status wird mit dem SLPI-

INK4A

und dem pl6 -Expressionsmuster korreliert. Das Raucherverhalten wird auf eine
Korrelation mit dem SLPI-Expressionsmuster und dem HPV-Status iiberpriift. Die Nachsorge
der Patienten erfolgt iiber einen Zeitraum von bis zu 10 Jahren. Die Patienten werden anhand
des HPV-Status, des pl6™“**- und SLPI-Proteinexpressionsmusters sowie im Hinblick auf
das Rauchverhalten in unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Die im Rahmen der Nachsorge
erhobenen Daten und die Einteilung in unterschiedliche Gruppen ermdoglicht eine Beurteilung
des Gesamtiiberlebens der Patienten. Der Einfluss von Rauchverhalten und HPV-Status auf

die Genexpressionsmuster von SLPI und Annexin A2 wird auf mRNA-Ebene untersucht.
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4.1 Patientenkollektiv

Das untersuchte Kollektiv besteht aus 126 Patienten. Davon sind 91 (72,2%) Patienten
ménnlichen und 35 (27,8%) weiblichen Geschlechts. Aus Griinden der besseren Lesbarkeit
wird hier auf den parallelen Gebrauch ménnlicher und weiblicher Formen verzichtet. Die
Bezeichnungen gelten durchweg fiir beiderlei Geschlecht. Bei allen Patienten liegt ein
histologisch gesichertes Plattenepithelkarzinom der Tonsilla palatina vor. Insgesamt sind 94
(74,6%) Patienten Raucher und 30 (23,8%) Patienten Nichtraucher. In zwei Fillen (1,6%)
liegt keine Rauchanamnese vor. Abbildung 4.1 zeigt die Altersverteilung des Kollektivs zum
Diagnosezeitpunkt. Das Alter der Patienten liegt zwischen 36,28 und 88,88 Jahren. Das
mediane Alter betrdgt 59,90 Jahre.
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Abbildung 4.1 Altersverteilung des Patientenkollektivs zum Diagnosezeitpunkt. Auf der Abszisse
ist das Alter der Patienten in Jahren dargestellt. Auf der Ordinate ist die absolute Haufigkeitsverteilung
des Alters aufgetragen. Das Alter der Patienten liegt zwischen 36,28 und 88,88 Jahren. Das mediane
Alter betragt 59,90 Jahre.
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Abbildung 4.2 zeigt die Altersverteilung zum Diagnosezeitpunkt in Abhéngigkeit vom HPV-
Status der Patienten. Die HPV-negativen Patienten sind signifikant jlinger als die HPV-
positiven Patienten (p=0,0002). Das Alter der HPV-negativen Patienten liegt zwischen 36,28
und 78,38 Jahren. Das mediane Alter betragt 56,87 Jahre. Das Alter der HPV-positiven
Patienten liegt zwischen 47,75 und 88,88 Jahren. Das mediane Alter betragt 63,08 Jahre.
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Abbildung 4.2 Box-Whisker-Plot zur Altersverteilung der HPV-negativen Patienten und der
HPV-positiven Patienten. Auf der Abszisse ist der HPV-Status dargestellt. Auf der Ordinate ist das
Alter in Jahren dargestellt. Die HPV-negativen Patienten sind jiinger als die HPV-positiven Patienten
(p=0,0002).
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4.2 HPV-DNA-Nachweis und mRNA-Nachweis

Zum HPV-DNA-Nachweis wird an den 126 Gewebeproben eine HPV-PCR durchgefiihrt. In
der GP5"/GP6 -PCR sind 53 der 126 Gewebeproben positiv. Das entspricht einem Anteil von
42,1%. Mittels der DNA-Sequenzierung nach Sanger wird der HPV-Genotyp identifiziert.
Der Genotyp 16 liegt bei 48 (90,6%) der 53 HPV-positiven Gewebeproben vor. Die Geno-
typen 6, 18, 26, 33 und 35 liegen bei jeweils einer Gewebeprobe vor. HPV6 ist ein ,,low-risk*-
Typ. Die anderen vorliegenden HPV-Typen zdhlen zur ,high-risk*“-Gruppe. Fiir alle HPV-
DNA-positiven Gewebeproben wird eine Bestimmung der E6*I-mRNA durchgefiihrt. Ein
positiver E6*I-mRNA-Nachweis gilt als Beweis fiir eine aktive HPV-Infektion. Bei 48
(90,6%) der 53 HPV-DNA-positiven Gewebeproben ist der E6*[-mRNA-Nachweis positiv.
Insgesamt 46 der 48 E6*[-mRNA-positiven Gewebeproben weisen HPV16 und jeweils eine
HPV6 sowie HPV33 auf. Es sind damit zwei der Gewebeproben mit dem HPV-DNA-Typ 16
E6*I-mRNA-negativ. Es sind weiterhin die Gewebeproben mit den HPV-DNA-Typen 18, 26
und 35 E6*[-mRNA-negativ. Es kann bei diesen insgesamt fiinf E6*[-mRNA-negativen

Gewebeproben von einer inaktiven HPV-Infektion ausgegangen werden.
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4.3 Immunhistochemischer p16™***-Nachweis

Die immunhistochemische pl6™“**-Firbung wird fiir alle der 126 Gewebeproben
durchgefiihrt. Die Bewertung der Farbungen wird anhand der in Kapitel 3.2.9 beschriebenen
Kriterien durchgefiihrt. Von den 126 Gewebeschnitten sind 24 (19,0%) p16™***-negativ, 19
(15,1%) schwach p16™***-positiv, 25 (19,8%) miBig p16™***-positiv und 58 (46,0%) stark

pl6™** positiv. In Abbildung 4.3 sind reprisentative, lichtmikroskopische Bilder des

immunhistochemischen p16™***-Nachweises dargestellt.

Abbildung 4.3 Ergebnisse des immunhistochemischen p16™***-Nachweises. Es sind
reprisentative, lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen pl6™ **-Firbung dargestellt
(400-fache Vergroflerung). Ein GroBenmalstab von 500um ist in den Bildern A bis D jeweils unten
rechts angegeben. (A) p16™“**-negativ. (B) schwach p16™***-positiv. (C) miBig p16™~**-positiv. (D)

stark p16™**-positiv.
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4.4 Korrelation zwischen HPV-Status und p16™***-Proteinexpression
In Tabelle 4.1 wird das pl16™“**-Expressionmuster in Abhingigkeit zum HPV-DNA-Status
dargestellt. Es ergibt sich auf immunhistochemischer Ebene ein signifikanter Zusammenhang

zwischen dem HPV-DNA-Status und der p16™***-Proteinexpression (p < 0,001).

Tabelle 4.1 p16"™ ~**-Expressionsmuster in Abhingigkeit vom HPV-DNA-Status

Pl FA . p16™ A+ o™ A+ pl6™A +++ Total
HPV-DNA-positiv 2 1 3 47 53
HPV-DNA-negativ 22 18 22 11 73
Total 24 19 25 58 126

In Tabelle 4.2 wird das p16™"“**-Expressionmuster in Abhingigkeit zum HPV-mRNA-Status
dargestellt. Der HPV-mRNA-Status weist ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang mit

der p16™ **_Proteinexpression auf (p < 0,001).

Tabelle 4.2 p16" “**-Expressionsmuster in Abhiingigkeit vom HPV-mRNA-Status

Pl A T 1™ A 1 ple™ A ++  pl6™ A +++ Total
HPV-mRNA-positiv 2 1 3 42 48
HPV-mRNA-negativ 0 3 1 1 5

Total 2 4 4 43 53
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4.5 Immunhistochemischer SLPI-Nachweis

Die immunhistochemische SLPI-Farbung wird fiir alle 126 Gewebeproben durchgefiihrt. Die
Bewertung der Fiarbungen wird anhand der in Kapitel 3.2.9 beschriebenen Kriterien
durchgefiihrt. Von den 126 Gewebeschnitten sind 9 (7,1%) SLPI-negativ, 32 (25,4%)
schwach SLPI-positiv, 55 (43,7%) méBig SLPI-positiv und 30 (23,8%) stark SLPI-positiv. In

Abbildung 4.4 sind reprisentative, lichtmikroskopische Bilder des immunhistochemischen

SLPI-Nachweises dargestellt.

Abbildung 4.4 Ergebnisse des immunhistochemischen SLPI-Nachweises. Es sind représentative,
lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen SLPI-Farbung dargestellt (400-fache
VergroBerung). Ein GroBenmaBstab von 500um ist in den Bildern A bis D jeweils unten rechts
angegeben. (A) SLPI-negativ. (B) schwach SLPI-positiv. (C) maflig SLPI-positiv. (D) stark SLPI-
positiv.
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4.6 Korrelation zwischen HPV-Status und SLPI-Proteinexpression

Die Korrelation der Ergebnisse der SLPI-Immunhistochemie mit dem HPV-Status wird in
Tabelle 4.3 dargestellt. Es ergibt sich auf immunhistochemischer Ebene keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen dem HPV-Status und der SLPI-Proteinexpression

(p=0,375).

Tabelle 4.3 SLPI-Expressionsmuster in Abhingigkeit vom HPV-Status

SLPI - SLPI + SLPI ++ SLPI +++ Total
HPV-positiv 6 12 21 14 53
HPV-negativ 3 20 34 16 73
Total 9 32 55 30 126

4.7 Korrelation zwischen dem Rauchverhalten und der SLPI-Proteinexpression

Die Ergebnisse der SLPI-Immunhistochemie werden mit dem Rauchverhalten der Patienten
korreliert. In Tabelle 4.4 ist das SLPI-Expressionsmuster in Abhéngigkeit vom Rauch-
verhalten dargestellt. Der p-Wert betrdagt p=0,301. Damit besteht auf immunhistochemischer
Ebene kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Rauchverhalten und der SLPI-
Expression. Die Zusammenfassung der SLPI-negativen und schwach positiven
Tonsillenkarzinome und die der méaBig- und stark-positiven zu jeweils einer Gruppe zur

Erhohung der Fallzahlen ergibt ebenfalls kein signifikantes Ergebnis (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 4.4 SLPI-Expressionsmuster in Abhéngigkeit vom Rauchverhalten

SLPI - SLPI + SLPI ++ SLPI +++ Total
Raucher 6 24 38 26 94
Nichtraucher 3 7 16 4 30
Total 9 31 54 30 124

Zusétzlich zur Immunhistochemie wird die SLPI-Expression auch auf mRNA-Ebene

untersucht (vgl. Kapitel 4.9 und 4.10).
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4.8 Korrelation zwischen Rauchverhalten und HPV-Status
In Tabelle 4.5 ist der HPV-Status in Abhédngigkeit zum Rauchverhalten dargestellt. Der p-
Wert betrdgt p=0,001. Damit ist der Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und dem

Rauchverhalten als signifikant zu bewerten.

Tabelle 4.5 HPV-Status in Abhéngigkeit vom Rauchverhalten

HPV-positiv HPV-negativ Total
Raucher 28 66 94
Nichtraucher 24 6 30
Total 52 72 124

4.9 Einfluss des HPV-Status und des Rauchverhaltens auf die mRNA-Expression von
SLPI und Annexin A2

In der Gruppe der Raucher betrdgt der Mittelwert der ACt-Werte fiir die SLPI-mRNA
5,16£1,99 und bei den Nichtrauchern 7,87+1,49. Der Mittelwert der ACt-Werte fiir die
Annexin-A2-mRNA in der Rauchergruppe betriagt 5,08+2,05 und in der Nichtrauchergruppe
5,56+£2,25. Die Raucher haben somit im Vergleich zu den Nichtrauchern ohne
Beriicksichtigung des HPV-Status eine 6,54+2,13-fach hohere SLPI- und eine 1,39+0,86-fach

hohere Annexin-A2-Genexpression.

In Abbildung 4.5 wird die SLPI- und Annexin-A2-Genexpression in Abhdngigkeit vom
Rauchverhalten dargestellt. Das Raucher- und Nichtraucherkollektiv wird nach HPV-Status
getrennt betrachtet. Die HPV-negativen Raucher haben eine 7,7343,21-fach héhere SLPI- und
eine  10,93+4,78-fach hohere Annexin-A2-Genexpression als die HPV-negativen
Nichtraucher. Die HPV-positiven Raucher haben eine 7,21+4,09-fach hohere SLPI- und eine
2,87+0,6-fach hohere Annexin-A2-Genexpression. Die Gruppe der Raucher hat unabhéngig
vom HPV-Status eine hohere SLPI-Genexpression als die der Nichtraucher. Die Gruppe der
Raucher hat eine héhere Annexin-A2-Genexpression als die der Nichtraucher. Dies ist im
HPV-negativen Kollektiv deutlich stiarker ausgepriagt. Das Signifikanzniveau liegt bei einem
Fold-Change-Wert von 2 (Pfaffl, 2001). Die dargestellten Zusammenhinge sind damit als

signifikant zu bewerten.
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Abbildung 4.5 SLPI- und Annexin-A2-Genexpression in Abhingigkeit vom Rauchverhalten.
Links wird die SLPI-Genexpression und rechts wird die Annexin-A2-Genexpression dargestellt. Auf
der Abszisse sind die Gruppen der Nichtraucher (NR) und der Raucher (R) nach HPV-Status aufgeteilt
dargestellt. Auf der Ordinate ist der Fold-Change-Wert aufgetragen. Ein Fold-Change-Wert von 2 oder
mehr wird als signifikant angesehen (Pfaffl, 2001). Die waagrechte Linie stellt das Signifikanzniveau
dar. Die Sternchen kennzeichnen signifikante Zusammenhinge zwischen den verglichenen Gruppen:
*entspricht mindestens 2-fach groBler, **entspricht mindestens 5-fach grofler und ***entspricht
mindestens 10-fach gréBer. Die SLPI- und Annexin-A2-Genexpression werden durch das Rauchen

hochreguliert.

In der Gruppe der HPV-positiven Patienten betrdgt der Mittelwert der ACt-Werte fiir die
SLPI-mRNA 5,97+2,47 und bei den HPV-negativen Patienten 5,30+1,94. Der Mittelwert der
ACt-Werte fiir die Annexin-A2-mRNA betrdgt bei den HPV-positiven Patienten 3,78+1,17
und bei den HPV-negativen Patienten 5,99+2,02. Die HPV-positiven Patienten haben somit
im Vergleich zu den HPV-negativen Patienten ohne Beriicksichtigung des Rauchverhaltens
eine 1,59+0,2-fach niedrigere SLPI- und eine 2,214+0,29-fach hohere Annexin-A2-Gen-
expression. Der Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der SLPI-Genexpression ist
nicht signifikant. Der beobachtete Riickgang der SLPI-Genexpression bei den HPV-positiven
Patienten im Vergleich zu den HPV-negativen Patienten geht beim Aufteilen der HPV-

positiven Gruppe in Raucher und Nichtraucher verloren. Dies wird in Abbildung 4.6
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dargestellt. In Abbildung 4.6 wird die SLPI- und Annexin-A2-Genexpression in Abhéngigkeit
vom HPV-Status dargestellt. Die Raucher werden getrennt von den Nichtrauchern betrachtet.
Bei der Annexin-A2-Genexpression ist ein signifikanter Zusammenhang mit dem HPV-Status
zu beobachten. HPV-positive Patienten haben eine hohere Annexin-A2-Genexpression als
HPV-negative Patienten. Bei den Nichtrauchern ist dieser Unterschied deutlicher als bei den
Rauchern. HPV-positive Nichtraucher haben eine 27,47+6,29-fach hohere und HPV-positive

Raucher eine 7,2142,36-fach hohere Annexin-A2-Genexpression.
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Abbildung 4.6 SLPI- und Annexin-A2-Expression in Abhiingigkeit vom HPV-Status. Links wird
die SLPI-Genexpression und rechts wird die Annexin-A2-Genexpression dargestellt. Auf der Abszisse
sind die Gruppen der Raucher (R) und Nichtraucher (NR) nach HPV-Status aufgeteilt dargestellt. Auf
der Ordinate ist der Fold-Change-Wert aufgetragen. Ein Fold-Change-Wert von 2 oder mehr wird als
signifikant angesehen (Pfaffl, 2001). Die waagrechte Linie stellt das Signifikanzniveau dar. Die
Sternchen kennzeichnen signifikante Zusammenhénge zwischen den verglichenen Gruppen:
*entspricht mindestens 2-fach groBler, **entspricht mindestens 5-fach groffer und ***entspricht
mindestens 10-fach groBer. Die Annexin-A2-Genexpression ist bei HPV-positiven Patienten
signifikant gesteigert. Die SLPI-Genexpression zeigt bei HPV-positiven Patienten ein geringfiigig
niedrigeres Niveau.
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4.10 Vergleich der Annexin-A2- und der SLPI-Genexpression

Die Annexin-A2-Genexpression wird mit der SLPI-Genexpression verglichen. Die Werte der
SLPI-Genexpression werden als ,,1¢ gesetzt. Die Fold-Change-Werte werden nach Pfaffl
berechnet. Ein Fold-Change-Wert von mindestens +2 wird als signifikant angesehen (Pfaffl,
2001). Die Annexin-A2-Genexpression wird zwischen den Rauchern und Nichtrauchern,
zwischen den HPV-positiven und HPV-negativen Tonsillenkarzinomen und zwischen den

INK4A

Tonsillenkarzinomen mit negativer und positiver p16 -Immunhistochemie verglichen.

Die Tonsillenkarzinome der Nichtraucher weisen im Vergleich zur SLPI-Genexpression eine
4,42+0,9-fach hohere Annexin-A2-Genexpression auf. Die Untersuchung in der Gruppe der
Raucher ergibt keinen signifikanten Unterschied zwischen der Annexin-A2- und der SLPI-
Genexpression (Fold-Change 1,07+0,09). Die HPV-positiven Tonsillenkarzinome weisen im
Vergleich zur SLPI-Genexpression mit einem Fold-Change-Wert von 5,444+0,61 eine
signifikant hohere Annexin-A2-Genexpression auf. Die HPV-negativen Tonsillenkarzinome
zeigen mit einer 1,66+0,25-fach geringeren Annexin-A2-Genexpression keinen signifikanten

INK4A

Unterschied. Die Untersuchung der p16 -Immunhistochemie ergibt damit vergleichbare

INK4A

Ergebnisse. Die Tonsillenkarzinome mit positivem pl6 -Nachweis haben im Vergleich

zur SLPI-Genexpression eine 3,75+0,7-fach hohere Annexin-A2-Genexpression. Die

Tonsillenkarzinome mit negativer p16INK4A

-Immunhistochemie weisen mit 1,49+0,3-fach
geringerer Annexin-A2-Genexpression keine signifikanten Unterschiede auf. In Abbildung

4.7 1st der Vergleich zwischen Annexin-A2- und SLPI-Genexpression dargestellt.
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Abbildung 4.7 Vergleich zwischen Annexin-A2-Genexpression und SLPI-Genexpression. Die
Fold-Change-Werte werden nach Pfaffl berechnet. Das Signifikanzniveau ist als gestrichelte Linie
dargestellt und liegt bei einem Fold-Change-Wert von +2 (Pfaffl, 2001). Die Annexin-A2-
Genexpression wird mit der SLPI-Genexpression verglichen. Die Werte der SLPI-Expression werden
als ,,1 gesetzt. Die Gruppe der Nichtraucher weist eine 4,42-fach héhere Annexin-A2-Genexpression
auf. Die Gruppe der Raucher hat eine vergleichbare Annexin-A2- und SLPI-Genexpression (Fold
Change 1,07). Die HPV-positiven Tonsillenkarzinome weisen eine 5,44-fach hohere Annexin-A2-
Genexpression auf. Die HPV-negativen Tonsillenkarzinome weisen keine signifikanten Unterschiede
zwischen Annexin-A2- und SLPI-Genexpression auf (Fold Change -1,66). Die Tonsillenkarzinome
mit positivem p16™~*-Nachweis weisen eine 3,75-fach héhere Annexin-A2-Genexpression auf. Die
p16™***_negativen Tonsillenkarzinome zeigen keine signifikanten Unterschiede (Fold Change -1,49).

4.11 Uberlebensdaten

Im folgenden Abschnitt wird das Patientenkollektiv anhand unterschiedlicher Merkmale in
Gruppen eingeteilt und hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamt-
iiberlebens beurteilt. Am Ende des Beobachtungszeitraums (10 Jahre) sind von den 126
Patienten 83 (65,9%) am Leben und 43 (34,1%) verstorben. Von den verstorbenen Patienten

sind 24 Patienten (55,8%) tumorbedingt verstorben.
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Uberlebensdaten fiir Patienten mit HPV-positiven und HPV-negativen Tonsillenkarzinomen.

Abbildung 4.8 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben (A) und fiir das
progressionsfreie Uberleben (B) der Patienten mit HPV-DNA-positiven und mit HPV-DNA-
negativen Karzinomen. Die Patienten mit einem HPV-DNA-positiven Tonsillenkarzinom
zeigen einen Uberlebensvorteil gegeniiber den Patienten mit einem HPV-DNA-negativen
Karzinom. Der Uberlebensvorteil ist signifikant (p=0,025). Die Patienten mit HPV-DNA-
positiven Tonsillenkarzinomen weisen auch ein lingeres progressionsfreies Uberleben auf.
Der Vorteil gegeniiber HPV-DNA-negativen Karzinomen ist signifikant (p=0,015). Die
Analyse der Uberlebenszeiten hinsichtlich des HPV-mRNA-Status wird aufgrund der
geringen Anzahl HPV-mRNA-negativer Patienten (n=5) nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 4.8 Gesamtiiberlebensrate (A) und progressionsfreies Uberleben (B) fiir Patienten
mit HPV-positiven und HPV-negativen Tonsillenkarzinomen (Kaplan-Meier-Kurve). (A) Auf
der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das Gesamtiiberleben dargestellt. Der
Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,025. HPV-DNA-positive Patienten haben eine bessere
Uberlebensrate als Patienten mit HPV-DNA-negativen Tonsillenkarzinomen. Der Uberlebensvorteil
ist signifikant. (B) Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das progressionsfreie
Uberleben dargestellt. Der Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,015. HPV-DNA-positive
Patienten haben ein ldngeres progressionsfreies Uberleben als Patienten mit HPV-DNA-negativen
Tonsillenkarzinomen. Die Beobachtung ist signifikant.
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Uberlebensdaten fiir Patienten mit pl6™**-positiven und pl -negativen Tonsillen-

karzinomen.

INK4A

Abbildung 4.9 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir die Patienten mit einem p16 -positiven

INK4A

und mit einem pl6 -negativen Tonsillenkarzinom. Die in der Immunhistochemie stark

INK4A

pl6™*** positiven Tonsillenkarzinome zihlen hier als pl6 -positiv. Die Tonsillen-

karzinome mit einem schwach- bzw. méBig positiven Ergebnis werden zu den pl6™<**
negativen Tonsillenkarzinomen gezdhlt. Diese Einteilung wird wegen des in der Literatur
beschriebenen Zusammenhangs zwischen einem stark positiven pl16™<**-Befund und dem
Vorliegen eines HPV-high-risk-Typs vorgenommen (Klaes et al., 2001). Patienten mit
pl16™***_positiven Tonsillenkarzinomen weisen eine bessere Prognose auf als diejenigen mit

INK4A

einem pl6 -negativen Tonsillenkarzinom. Der p-Wert des Logrank-Tests betrdgt 0,182.

Die beobachtete Tendenz ist damit nicht signifikant.
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Abbildung 4.9 Gesamtiiberlebensrate (A) und progressionsfreies Uberleben (B) fiir Patienten

INK4A INK4A

mit p16 -positiven und p16 -negativen Tonsillenkarzinomen (Kaplan-Meier-Kurve). (A)

Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das Gesamtiiberleben dargestellt. Der

Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,182. Damit haben p16™<*

INK4A

-positive Patienten eine bessere
Uberlebensrate als Patienten mit p16 -negativen Tonsillenkarzinomen. Die beobachtete Tendenz
ist nicht signifikant. (B) Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das
progressionsfreie Uberleben dargestellt. Der Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,29. Damit
haben pl6™ **-positive Patienten ein lingeres progressionsfreies Uberleben als Patienten mit

p16™***_negativen Tonsillenkarzinomen. Die beobachtete Tendenz ist nicht signifikant.
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Uberlebensdaten fiir Patienten mit pl -positiven und pl -negativen Tonsillenkarzinomen in

Kombination mit dem HPV-Status.

Abbildung 4.10 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir Patienten mit HPV-positiven und HPV-

IKN4A

negativen Tonsillenkarzinomen in Kombination mit dem pl6 -Status. Es sind drei

unterschiedliche Gruppen dargestellt: Patienten mit HPV- und p16™***-negativen, Patienten

mit HPV- und p16™**-positiven und Patienten mit HPV-negativen und p16™**

INK4A

-positiven

Tonsillenkarzinomen. HPV-positive und p16 -negative Tonsillenkarzinome sind aufgrund

einer zu geringen Anzahl an Patienten mit dieser Kombination nicht dargestellt. Die Patienten

INK4A

mit HPV-positiven und p16 -positiven Karzinomen weisen iiber den gesamten Zeitraum

betrachtet die beste Prognose auf. Eine genaue Aussage iiber die Prognose von Patienten mit

INK4A

HPV-negativen und pl6 -positiven Karzinomen kann nicht getroffen werden. Der

Beobachtungszeitraum fiir diese Gruppe endet bereits nach vier Jahren. Zu diesem Zeitpunkt

INK4A

entspricht die Uberlebensrate derjenigen der HPV- und p16 -positiven Patienten.

B
1,00 5.
.,;::” - -‘ov—o-'
T,_. 4 -0—:
0,8" ‘;‘_“__" [
“!-«-o--o—&d-bb— e ———— -+
0,67
INK4A INK4A
0.4 HPV /p16 0.4 HPV /p16!
HPV-negativ / p16™<*A_positiv HPV-negativ / p16™<*A_positiv
0.24 ---mm- HPV-negativ / p16'N<4A_negativ e HPV-negativ / p16'N<*A_negativ
........ HPV-positiv / p16'NK4A_positiv —————-—— HPV-positiv / p16™K4A_positiv
0,0 p=0,075 0,0 p=0,086
T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Gesamtuberleben [Jahre] Progressionsfreies Uberleben [Jahre]

Abbildung 4.10 Gesamtiiberlebensrate (A) und progressionsfreies Uberleben (B) fiir Patienten
mit p16"™"**-positiven und p16"™***-negativen Tonsillenkarzinomen in Kombination mit dem
HPV-Status (Kaplan-Meier-Kurve). (A) Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate
das Gesamtiiberleben dargestellt. Der Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,075. Die Patienten
mit HPV- und p16™***-positiven Patienten weisen die beste Prognose auf. Die Beobachtung ist nicht
signifikant. (B) Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das progressionsfreie
Uberleben dargestellt. Der Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,086. Patienten mit HPV- und
p16™**_positiven Tumoren haben das lingste progressionsfreie Uberleben. Die Beobachtung ist nicht
signifikant.
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Uberlebensdaten fiir Raucher und Nichtraucher in Abhéingigkeit zum HPV-Status.

Abbildung 4.11 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir Raucher und Nichtraucher in
Abhingigkeit zum HPV-Status. Dabei werden in Anlehnung an Ang und Sturgis drei
Risikogruppen gebildet: Gruppe 1 umfasst die HPV-positiven Nichtraucher, Gruppe 2 die
HPV-negativen Nichtraucher und HPV-positiven Raucher und Gruppe 3 die HPV-negativen
Raucher (Ang und Sturgis, 2012). HPV-positive Nichtraucher haben im vorliegenden
Kollektiv die beste Prognose und das geringste Sterberisiko. HPV-negative Nichtraucher und
HPV-positive Raucher zeigen ein mittleres Sterberisiko. Die schlechteste Prognose und damit

das hochste Sterberisiko weisen die HPV-negativen Raucher auf.
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Abbildung 4.11 Gesamtiiberlebensrate (A) und progressionsfreies Uberleben (B) fiir Raucher
und Nichtraucher in Abhingigkeit zum HPV-Status (Kaplan-Meier-Kurve). (A) Auf der
Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das Gesamtiiberleben dargestellt. Der Logrank-
Test ergibt einen p-Wert von p=0,1. Die beste Prognose weisen HPV-positive Nichtraucher auf. Der
Uberlebensvorteil ist nicht signifikant. (B) Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate
das progressionsfreie Uberleben dargestellt. Der Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,149. Das
langste progressionsfreie Gesamtiiberleben weisen HPV-positive Nichtraucher auf. Der Vorteil ist
nicht signifikant.
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Uberlebensdaten fiir Patienten mit SLPI-positiven und SLPI-negativen Tonsillenkarzinomen.

Abbildung 4.12 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir das Gesamtiiberleben (A) und das
progressionsfreie Uberleben (B) der Patienten mit positivem SLPI-Nachweis und fiir
Patienten mit negativem SLPI-Nachweis. Die Karzinome mit negativem und schwach
positivem SLPI-Nachweis sowie die Karzinome mit méBig und stark positivem SLPI-
Nachweis werden jeweils zu einer Gruppe zusammengefasst. Diese Gruppierung wird zur
Erhohung der Fallzahl pro Gruppe vorgenommen. Patienten mit einem negativen und
schwach positiven SLPI-Nachweis haben einen Uberlebensvorteil gegeniiber den Patienten
mit malig und stark positivem SLPI-Nachweis. Der p-Wert betragt p=0,029. Der
Uberlebensvorteil ist signifikant. Patienten mit einem negativen SLPI-Nachweis weisen ein
lingeres progressionsfreies Uberleben gegeniiber der Vergleichsgruppe auf. Diese

Beobachtung ist signifikant (p=0,049).
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Abbildung 4.12 Gesamtiiberlebensrate (A) und progressionsfreies Uberleben (B) fiir Patienten
mit SLPI-positiven und SLPI-negativen Tonsillenkarzinomen (Kaplan-Meier-Kurve). (A) Auf
der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der Ordinate das Gesamtiiberleben dargestellt. Der
Logrank-Test ergibt einen p-Wert von p=0,029. Die Patienten mit SLPI-negativen und schwach
positiven Tonsillenkarzinomen weisen eine signifikant bessere Prognose auf als die Patienten mit
mifBig und stark SLPI-positiven Tumoren. (B) Auf der Abszisse ist die Zeit in Jahren und auf der
Ordinate das progressionsfreie Uberleben dargestellt. Der Logrank-Test ergibt einen p-Wert von
p=0,049. Die Patienten mit SLPI-negativen und schwach positiven Tonsillenkarzinomen weisen ein
signifikant besseres progressionsfreies Uberleben auf als die SLPI-positive Vergleichsgruppe.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt an einem Kollektiv von ausschlieBlich Tonsillenkarzinomen die
Bedeutung der Rolle von SLPI und Annexin A2 in Bezug auf HPV-assoziierte
Tonsillenkarzinome. Die eingangs aufgestellte Hypothese kann durch die Ergebnisse der hier
vorliegenden Arbeit bestétigt werden. Die Korrelation zwischen Rauchverhalten und SLPI-
Proteinexpression zeigt zwar keinen signifikanten Zusammenhang, dahingegen kann auf
Genexpressionsebene eine signifikant gesteigerte SLPI-Genexpression bei Rauchern im
Vergleich zu Nichtrauchern nachgewiesen werden. Die durch das Zigarettenrauchen
gesteigerte SLPI-Expression scheint demnach einen Schutz vor einer HPV-Infektion zu
bilden. Die vorliegende Arbeit zeichnet sich im Vergleich zu vorangegangen Arbeiten mit
Bezug zur bearbeiteten Thematik vor allem durch das Vorliegen eines homogenen
Patientenkollektivs aus. Alle Patienten wurden in derselben Klinik behandelt und bei allen
Patienten liegt ausnahmslos ein histologisch gesichertes Tonsillenkarzinom vor. Sédmtliche
Laborarbeiten wurden in der Universitétsklinik der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel
durchgefiihrt. Die HPV-Diagnostik wurde im molekularpathologischen Labor des
Pathologischen Instituts der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel durchgefiihrt. Die
immunhistochemischen Analysen und die Untersuchung der Genexpression wurden im Labor
der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie Christian-Albrechts-
Universitdt zu Kiel durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden im Folgenden

detailliert betrachtet.

5.1 HPV-Privalenz in Kopf-Hals-Karzinomen

Die Haufigkeitsangaben zur Prdvalenz von HPV-Infektionen in Kopf-Hals-Karzinomen
unterliegen in der Literatur grolen Schwankungen. Eine Rolle spielt dabei vor allem die
anatomische Lokalisation der Kopf-Hals-Karzinome (Hoffmann et al., 2005, 2010, 2012). Es
ist daher von Bedeutung im Hinblick auf die HPV-Privalenz die genaue anatomische
Lokalisation der Tumore zu differenzieren. Vorangegangene Arbeiten zeigen im Vergleich
zum restlichen Kopf-Hals-Bereich insbesondere in Karzinomen der Tonsilla palatina eine
erhohte HPV-Privalenz von iiber 50% bis zu 85% (Gillison und Shah, 2001; Klussmann et
al., 2001, 2003; Hoffmann et al., 2005; Ndsman et al., 2009; Hoffmann et al., 2010, 2012).
Eine vorangegangene Arbeit von Quabius und Mitarbeitern (2015) untersucht Tonsillen-
karzinome zeitgleich mit Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs anderer Lokalisationen aus

verschiedenen deutschen Regionen. Es zeigt sich bei den Tonsillenkarzinomen eine HPV-
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Pravalenz von 43,7% und bei den Karzinomen anderer Lokalisationen lediglich eine HPV-
Pravalenz von 7,6% (Quabius et al., 2015). Hoffmann und Mitarbeiter (2013) kommen
ebenfalls zu dem Ergebnis einer signifikant erhdhten HPV-DNA-Priavalenz von 60% in
Tonsillenkarzinomen verglichen mit lediglich 16,7% bis 18% in Karzinomen anderer
Lokalisationen des Kopf-Hals-Bereichs (Hoffmann et al., 2013). Die Untersuchung der
Tonsillenkarzinome der hier vorliegenden Promotionsarbeit ergibt einen positiven HPV-
DNA-Nachweis bei 53 der 126 Gewebeproben. Dies entspricht einem Anteil von 42,1%. Das
Ergebnis steht damit in Einklang mit den Ergebnissen von Quabius und Mitarbeitern (Quabius
et al., 2015). Kreimer und Mitarbeiter (2005) zeigen dahingegen in einer Metaanalyse an liber
5000 Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs eine HPV-Privalenz von insgesamt lediglich
25,9% fiir alle Tumorlokalisationen (Kreimer et al., 2005). Die hochste HPV-Prédvalenz wird
dabei im Oropharynx mit 35,6% beschrieben. Die HPV-Priavalenz in Tumoren der Tonsilla
palatina wird bei Kreimer und Mitarbeitern (2005) nicht gesondert betrachtet. Der prazisen
Differenzierung von Karzinomen der Tonsillen, die Teil der anatomischen Region
Oropharynx sind, kommt besondere Bedeutung zu. Letzteres beruht auf der Tatsache, dass die
besondere Empfanglichkeit fiir eine HPV-Infektion fiir das lymphoepitheliale Gewebe der
Tonsillen gilt und nur in verminderter Ausprigung fiir die Schleimhdute des Oropharynx
auBerhalb der Tonsillenregion (Hoffmann et al.,, 2005, 2010, 2012, 2013). Die
Empfanglichkeit in diesen Regionen des Oropharynx gleicht der der Mundhéhle, des
Hypopharynx und des Larynx (Hoffmann et al., 1998, 2005). Quabius und Mitarbeiter (2015)
untersuchen dementsprechend die HPV-Privalenz von Tumoren des Oropharynx unter
Ausschluss der Tonsillenkarzinome sowie die HPV-Priavalenz von ausschlielich Tonsillen-
karzinomen. Tumoren des Oropharynx weisen unter Ausschluss von Tonsillenkarzinomen
eine HPV-Privalenz von 15% auf, wohingegen in Tonsillenkarzinomen eine HPV-Priavalenz
von 43,7% vorliegt (Quabius et al., 2015). Die Ergebnisse der vorangegangenen Arbeiten und
die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit unterstreichen in Bezug auf die HPV-Préivalenz
die Bedeutung der Differenzierung der genauen anatomischen Lokalisation von Kopf-Hals-

Karzinomen und die besondere HPV-Assoziation mit Karzinomen der Tonsillen.

Der HPV high-risk-Typ 16 kann in 48 der 53 HPV-DNA-positiven Gewebeproben
nachgewiesen werden (90,6%). Die HPV high-risk-Typen 18, 26, 33 und 35 kénnen in jeweils
einer Gewebeprobe nachgewiesen werden. Fin Karzinom weist den HPV low-risk-Typ 6 auf.
HPV16 ist der am weitesten verbreitete high-risk-Typ in Kopf-Hals-Karzinomen (Smith et al.,
2004; Kreimer et al., 2005). Das Ergebnis der hier vorliegenden DNA-Sequenzierung wird

durch die vorangegangenen Arbeiten bestéatigt.
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Die viralen Onkogene E6 und E7 leisten einen entscheidenden Beitrag zur HPV-abhédngigen
Karzinogenese (zur Hausen und De Villiers, 1994). Das Onkogen E6 fiihrt zur Inaktivierung
des Tumorsuppressorgens p53 (Scheffner et al., 1993). Das Onkogen E7 fiihrt zur
Inaktivierung des Tumorsuppressorgens pRb (Dyson et al., 1989). Diese Inaktivierungen
fiihren synergistisch zu einem Verlust der Zellzykluskontrolle (Hawley-Nelson et al., 1989).
Die E6*I-mRNA kodiert fiir das Onkogen E7 (Tang et al., 2006). Ein positiver E6*I-mRNA-
Nachweis ist Ausdruck einer transkriptional aktiven HPV-Infektion. Es wird bei insgesamt 48
der 53 HPV-DNA-positiven Gewebeproben (90,6%) ein positiver E6*[-mRNA-Nachweis
erbracht. Diese Karzinome weisen damit eine transkriptional aktive HPV-Infektion auf. Der
HPV high-risk-Typ 16 liegt bei 46 der E6*[-mRNA-positiven Gewebeproben vor (95,8%).
Die Gewebeproben mit dem HPV high-risk-Typ 33 und dem HPV low-risk-Typ 6 weisen mit

einem positiven E6*[-mRNA-Nachweis ebenfalls eine aktive HPV-Infektion auf.

5.2 Altersverteilung der Patienten in Bezug auf den HPV-Status

Es liegen hinsichtlich einer mdglichen Altersabhingigkeit des HPV-Status in der Literatur
widerspriichliche Angaben vor. US-amerikanische Studien kommen regelmidBig zu dem
Ergebnis, dass HPV-positive Patienten signifikant jiinger sind als HPV-negative Patienten
(Gillison, 2004; Smith et al., 2004; Cole et al., 2012). Europdische Studien erkennen oftmals
keine signifikanten Altersunterschiede zwischen HPV-positiven und HPV-negativen Patienten
(Ndsman et al., 2009; Quabius et al., 2015; Tinhofer et al., 2015). Es zeigt sich in dieser
Arbeit dahingegen ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen dem Alter der
Patienten und dem HPV-Status. HPV-negative Patienten sind hier signifikant jlinger als HPV-
positive Patienten (p=0,0002). Das mediane Alter der HPV-negativen Patienten liegt bei 56,9
Jahren und das mediane Alter der HPV-positiven Patienten bei 63 Jahren. Das Ergebnis steht
damit in direktem Gegensatz zu US-amerikanischen Studien jedoch in Einklang mit einer
vorangegangenen Arbeit von Hoffmann und Mitarbeitern (2013). Hoffmann und Mitarbeiter
(2013) zeigen an einem ebenfalls norddeutschen Kollektiv von 54 Patienten mit Kopf-Hals-
Karzinomen unterschiedlicher Lokalisationen eine nahezu deckungsgleiche Altersverteilung

(Hoffmann et al., 2013).

Eine mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich der Altersverteilung
der Patienten in Bezug auf den HPV-Status konnte das in europédischen Landern vergleichbar
junge FEinstiegsalter von Rauchern sowie die im Allgemeinen groBle Verbreitung des

Tabakkonsums sein. Die Privalenz des Zigarettenrauchens liegt in der Altersgruppe der 15-
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bis 16-jdhrigen in Europa bei 29% und in Deutschland im Speziellen bei 33% (Hibell et al.,
2009). Die Priavalenz des Zigarettenrauchens in US-amerikanischen High-Schools liegt bei
15,7% (Kann et al., 2014). Die Daten der jeweiligen Studie zeigen eine mehr als doppelt so
hohe Privalenz des Zigarettenrauchens unter Jugendlichen in Deutschland verglichen mit
Jugendlichen in den USA. Die US-amerikanische Studie untersucht das Konsumverhalten der
Schiiler neben dem Zigarettenrauchen auch beziiglich weiterer Tabakarten wie Kautabak und
Zigarren. Die europdische Studie liefert diesbeziiglich keine Daten. Die kumulative Priavalenz
des Tabakkonsums von Zigaretten, Kautabak und Zigarren in US-amerikanischen High-
Schools liegt bei 22,4% und damit immer noch unter dem Niveau der Prdvalenz des
Zigarettenrauchens in Europa. Die Prdvalenz des Zigarettenrauchens im Erwachsenenalter
liegt in Deutschland bei 29,7% (Lampert et al., 2013). Die Privalenz des Zigarettenrauchens
im Erwachsenenalter in den Vereinigten Staaten von Amerika liegt bei 17,8% (Jamal et al.,
2014). Das Zigarettenrauchen ist demzufolge im europdischen und deutschen Raum deutlich
verbreiteter als im US-amerikanischen Raum. Raucher aus dem europidischen bzw. deutschen
Raum konnten demnach hédufiger und auch frither an den Folgen des Tabakkonsums wie zum
Beispiel HPV-negativen Tonsillenkarzinomen erkranken. HPV-negative Tonsillenkarzinome
toxischer Genese sind Folge von chronischem Nikotin- und Alkoholabusus (Hoffmann et al.,

2013).

5.3 p16"™***_Proteinexpression

INK4A

Das Protein p16 wird als Surrogatmarker fiir den Nachweis einer aktiven HPV-Infektion

eingesetzt (Smeets et al., 2007; Hoffmann et al., 2010). Es wird ein negativer

Riickkopplungsmechanismus zwischen dem Tumorsuppressorgen pRb und ple™ *

beobachtet (Klaes et al., 2001). Eine Inaktivierung des pRb durch das HPV-Onkogen E7 fiihrt

INK4A

bei aktiven HPV-Infektionen zu einem Anstieg der p16 -Expression (Klaes et al., 2001).

INK4A

Die Korrelation zwischen HPV-Status und pl6 -Proteinexpression auf immun-

histochemischer Ebene ergibt im vorliegenden Kollektiv einen signifikanten Zusammenhang
(p<0,001) zwischen diesen beiden Parametern. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den
vorangegangenen Arbeiten von Smeets und Mitarbeitern (2007) und Hoffmann und
Mitarbeitern (2010). Die Verlisslichkeit von p16™<** als Surrogatmarker fiir aktive HPV-

Infektionen wird mittlerweile allerdings kontrovers diskutiert. Patienten mit der Kombination

INK4A

aus aktiver HPV-Infektion und negativer p16 -Expression erhalten bei alleinigem Einsatz

INK4A

von pl6 als Surrogatmarker eine falsch-negative HPV-Diagnose. Im vorliegenden
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Kollektiv zeigen insgesamt drei der 53 HPV-DNA-positiven Patienten die Kombination aus
positivem HPV-DNA-Status, positivem E6*[-mRNA-Nachweis sowie negativer pl6™ *A-
Expression. Dies entspricht einem falsch-negativen Anteil von 5,7%. Andererseits zeigen 22
der 73 HPV-DNA-negativen Patienten (30,1%) in der hier vorliegenden Arbeit eine méBig

INK4A

positive pl6 -Expression und elf HPV-DNA-negative Patienten (15,1%) eine stark

INK4A

positive pl6 -Expression. Dies entspricht einem Anteil von insgesamt 45,2% aller HPV-

negativen Patienten. Der alleinige Einsatz von pl16™<*A

als Surrogatmarker flir aktive HPV-
Infektionen fiihrt in diesen Fillen zu einer falsch-positiven HPV-Diagnose. Hoffmann und
Mitarbeiter (2012) zeigen an einem Kollektiv von 78 Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen
unterschiedlicher Lokalisationen ein mit dieser Arbeit vergleichbares Ergebnis. Ein Anteil
von 21,4% der Patienten mit positivem HPV-DNA- und positivem E6*[-mRNA-Nachweis

. . : INK4A
weist eine negative pl16™

-Expression auf (Hoffmann et al., 2012). Der Einsatz von
p16™%** als Surrogatmarker bei ausschlieBlich Tonsillenkarzinomen ergibt demgegeniiber in
der Arbeit von Hoffmann und Mitarbeitern (2012) in Zusammenschau mit HPV-DNA- und
HPV-mRNA-Status verldssliche Werte. In Bezug auf andere Lokalisationen des Kopf-Hals-
Bereichs mit geringer HPV-Privalenz wie Mundhohle, Larynx (Hoffmann et al., 2012) und
Hypopharyx (Dalianis et al., 2015) scheint pl16™<** dahingegen als Surrogatmarker
ungeeignet. Der HPV-Status ist entscheidend fiir die Therapie sowie fiir die Prognose der

Patienten (Hoffmann et al., 2005). Das Protein pl16™<*

sollte demnach nicht als alleiniger
Surrogatmarker fiir die Diagnose einer aktiven HPV-Infektion herangezogen werden. Ein
positiver HPV-DNA-Status in Kombination mit einem positiven E6*I-mRNA-Nachweis gilt
als verlésslichste Methode zum Nachweis aktiver HPV-Infektionen (Hoffmann et al., 2012).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit unterstreichen dies.

5.4 SLPI-Genexpression und SLPI-Proteinexpression in HPV-assoziierten Kopf-Hals-
Karzinomen sowie deren Beziehung zu HPV-Status und Rauchverhalten

Die Rolle von SLPI in Kopf-Hals-Karzinomen und insbesondere auch bei HPV-Infektionen
ist von zentralem Interesse in der hier vorliegenden Arbeit. SLPI, ein Serinproteaseninhibitor,
wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen produziert und kommt unter anderem in
Brust, Lunge, weiblichem Genitaltrakt, Samenfliissigkeit, Speicheldriisen und auf Schleim-
hiuten vor (Franken et al., 1989; Abe et al., 1991). SLPI kommt auch in lymphatischem
Gewebe vor und wird von Immunzellen wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
synthetisiert und gilt als Bestandteil des angeborenen Immunsystems (Jin et al., 1997,

Doumas et al., 2005). In der Literatur wird bereits vielfach gezeigt, dass hohe SLPI-
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Konzentrationen einer Infektion mit dem human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
entgegenwirken (z.B. in McNeely et al., 1997; Ma et al., 2004; Moutsopoulos et al., 2007).
Die antivirale Wirkung von SLPI wird auch in Zusammenhang mit Herpes-simplex-
Infektionen (Fakioglu et al., 2008) und Epstein-Barr-Virus-Infektionen (Tse et al., 2012)
beschrieben. Es wird ebenfalls eine protektive Wirkung von SLPI gegeniiber HPV-

Infektionen angenommen (Hoffmann et al., 2013; Quabius et al., 2014).

Aktuelle Arbeiten zeigen eine bedeutende Rolle von SLPI im Hinblick auf HPV-assoziierte
Karzinome. Hoffmann und Mitarbeiter (2013) zeigen erstmals eine signifikant inverse
Korrelation zwischen der SLPI-Expression und dem HPV-Status in Kopf-Hals-Karzinomen.
HPV-positive Patienten weisen eine geringere SLPI-Expression auf und ein hohes SLPI-
Genexpressionslevel geht mit einer geringeren HPV-Privalenz einher (Hoffmann et al.,
2013). Rauchen fiihrt sowohl bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen als auch bei Patienten
mit gesunder Schleimhaut zu einem Anstieg der SLPI-Genexpression. Auch die
Nikotininkubation von Zellen ex vivo flihrt zu einem Anstieg der SLPI-Genexpression
(Quabius et al., 2014). Quabius und Mitarbeiter beobachten im Rahmen ihrer Arbeit des
Weiteren bei HPV-positiven Tumoren eine geringere SLPI-Expression im Vergleich zu HPV-
negativen Tumoren. Diese FErgebnisse stlitzen die Annahme, dass erhohte SLPI-

Konzentrationen einer HPV-Infektion entgegenwirken (Quabius et al., 2014).

Die hier vorliegende Untersuchung ergibt unabhédngig vom HPV-Status eine signifikant
erhohte SLPI-Genexpression bei Rauchern (Fold Change 6,54+2,13). Dieses Ergebnis steht
somit in Einklang mit den vorangegangenen Untersuchungen von Hoffmann und Mitarbeitern
(2013) und Quabius und Mitarbeitern (2014, 2015) und bestétigt einen Zusammenhang
zwischen der SLPI-Genexpression und dem Rauchverhalten. Das Ergebnis der signifikant
erhohten SLPI-Genexpression bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern ist als ein
zentrales Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit zu werten. Diese Beobachtung wird auf
Proteinebene wider Erwarten nicht bestdtigt. Die Korrelation der SLPI-Proteinexpression mit
dem Rauchverhalten ergibt in der hier vorliegenden Arbeit keinen signifikanten
Zusammenhang (p=0,301). Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Arbeiten von
Quabius und Mitarbeitern (2014, 2015). Quabius und Mitarbeiter (2014) zeigen eine
signifikante Korrelation zwischen SLPI-Proteinexpression und Rauchverhalten sowohl in
Tumorgewebe (p=0,046) als auch in klinisch gesunder Schleimhaut (p=0,014). Die Anfang
dieses Jahres veroffentlichte aktuelle Arbeit von Quabius und Mitarbeitern (2015) untersucht

an einem Kollektiv von Kopf-Hals-Karzinomen unterschiedlicher Lokalisation die Rolle von
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SLPI in Bezug auf die Pridvention von HPV-Infektionen in Kopf-Hals-Karzinomen. Die
Untersuchung ergibt dabei sowohl auf Ebene der SLPI-Genexpression als auch auf Ebene der
SLPI-Proteinexpression signifikante Zusammenhdnge zwischen HPV-Status und Rauch-
verhalten (Quabius et al., 2015). Die Griinde fiir die Diskrepanz zwischen Genexpression und
Proteinexpression in der hier vorliegenden Arbeit sind unklar. Die Genexpression im
Allgemeinen muss jedoch nicht mit dem Niveau der Proteinexpression libereinstimmen und
kann nicht als Surrogatmarker fiir die Proteinexpression eingesetzt werden (Noorlag et al.,

2014).

Der Zusammenhang zwischen SLPI-Genexpression und HPV-Status ist in dieser Arbeit nicht
signifikant. HPV-positive Patienten haben im Vergleich zu HPV-negativen Patienten eine
lediglich 1,59+0,2-fach geringere SLPI-Expression. Die Betrachtung der Korrelation
zwischen SLPI-Proteinexpression und HPV-Status ergibt ebenfalls keinen signifikanten
Zusammenhang (p=0,397). Es wird dahingegen eine statistisch signifikant inverse Korrelation
zwischen HPV-Status und SLPI-Genexpression bzw. SLPI-Proteinexpression in voran-

gegangenen Arbeiten gezeigt (Hoffmann et al., 2013; Quabius et al., 2015).

Die nicht signifikanten Zusammenhédnge zwischen dem Rauchverhalten und der SLPI-
Proteinexpression sowie zwischen dem HPV-Status und der SLPI-Genexpression und SLPI-
Proteinexpression stehen somit im Widerspruch zu vorangegangenen Untersuchungen
(Hoffmann et al., 2013; Quabius et al., 2014, 2015). Eine mdgliche Erklarung dieser nicht
signifikanten Ergebnisse sowohl auf Ebene der Genexpression als auch auf Ebene der
Proteinexpression konnte der in dieser Arbeit sehr hohe Anteil an Rauchern von 74,6% sein.
Der hohe Anteil an Rauchern fiihrt zu einer annidhernd gleichen Verteilung von Rauchern und
Nichtrauchern innerhalb der HPV-positiven Gruppe. Das Verhidltnis von Rauchern zu
Nichtrauchern in der Arbeit von Quabius und Mitarbeitern (2014) ist dahingegen nahezu

ausgeglichen.

Die Korrelation zwischen HPV-Status und Rauchverhalten in der hier vorliegenden Arbeit ist
signifikant (p=0,001). Es gibt in diesem Kollektiv eine inverse Korrelation zwischen HPV-
Status und Rauchverhalten. Dieses signifikante Ergebnis bestétigt damit das Ergebnis von
Quabius und Mitarbeitern (2014) und stiitzt indirekt auch in dieser Arbeit die Hypothese, dass
die Steigerung der SLPI-Expression durch Nikotin einen protektiven Effekt gegeniiber einer

HPV-Infektion haben kann.
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5.5 Annexin-A2-Genexpression in HPV-assoziierten Tonsillenkarzinomen sowie deren
Beziehung zu HPV-Status und Rauchverhalten

Das Protein Annexin A2 hat beziiglich der Genese von HPV-Infektionen und auch im
Zusammenhang mit SLPI eine besondere Bedeutung. Annexin A2 ist ein Heterotetramer
(A2t) bestehend aus zwei Annexin A2 Monomeren und einem S100A10 Dimer. Woodham
und Mitarbeiter (2012) identifizieren Annexin A2 bzw. dessen S100A10-Untereinheit als
spezifischen HPV16-Rezeptor auf Epithelzellen (Woodham et al., 2012). SLPI ist ein
natiirlicher, endogener Ligand von Annexin A2. Die Blockade von Annexin A2 mit SLPI oder
einem Annexin-A2t-Antikorper fiihrt in vitro zu einer signifikanten Abnahme der HPV16-
Infektionen (Woodham et al., 2012). Die Infektion von Epithelzellen mit HPV16 wird
demnach iliber Annexin A2 vermittelt. Die antivirale Wirkung von SLPI wird {iber die
Blockade von Annexin A2 vermittelt (Ma et al., 2004; Woodham et al., 2012). Es ist daher
von Bedeutung im Zusammenhang mit der antiviralen Wirkung von SLPI auch die

Genexpression von Annexin A2 zu untersuchen.

Die hier vorliegende Arbeit ergibt unabhidngig vom HPV-Status einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Rauchverhalten und Annexin-A2-Genexpression. Raucher haben
eine signifikant gesteigerte Annexin-A2-Genexpression gegeniiber Nichtrauchern. Dieses
Ergebnis lésst sich sowohl bei HPV-positiven Patienten als auch bei HPV-negativen Patienten
beobachten. Der Zusammenhang zwischen dem Rauchverhalten und der Annexin-A2-
Genexpression ist dabei im HPV-negativen Kollektiv stirker ausgeprdgt. Quabius und
Mitarbeiter (2014) erzielen in einer vorangegangenen Arbeit ein mit dieser Arbeit
iibereinstimmendes Ergebnis (Quabius et al., 2014). Die bei Rauchern gesteigerte Annexin-
A2-Genexpression konnte Folge der vermehrten Besetzung von Annexin A2 durch den

endogenen Liganden SLPI sein.

Die Annexin-A2-Genexpression zeigt in der hier vorliegenden Arbeit neben der Korrelation
mit dem Rauchverhalten auch eine signifikante Abhéngigkeit vom HPV-Status. HPV-positive
Patienten haben ohne Beriicksichtigung des Rauchverhaltens eine 2,2140,29-fach hoéhere
Annexin-A2-Genexpression als HPV-negative Patienten. Dies ist in der Gruppe der
Nichtraucher deutlich stirker ausgepridgt als in der Gruppe der Raucher. HPV-positive
Nichtraucher haben eine 27,47+6,29-fach hohere Annexin-A2-Genexpression als HPV-
negative Nichtraucher. Die gesteigerte Annexin-A2-Genexpression in der Gruppe der HPV-
positiven Nichtraucher gegeniiber der HPV-negativen Gruppe legt die Vermutung nahe, dass

durch humane Papillomviren Einfluss auf die Annexin-A2-Genexpression genommen werden
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und zu deren Steigerung fiihren konnte. Die gesteigerte Annexin-A2-Genexpression konnte
hypothetisch als Mechanismus interpretiert werden, einer noch grofleren Anzahl an Viren den
Eintritt in die Zelle zu ermdglichen. Humane Papillomviren koénnten theoretisch als

aktivierende Transkriptionsfaktoren fungieren.

Es kann zusammenfassend auf Ebene der Genexpression die bereits vorbeschriebene Trias aus
positiver Rauchanamnese, daraus resultierender hoher SLPI-Genexpression und negativem
HPV-Status bestétigt werden. Die in vorangegangenen Arbeiten bereits gezeigte Steigerung
der Annexin-A2-Genexpression durch ex vivo Nikotininkubation von Zellen sowie bei
Patienten mit positiver Rauchanamnese (Quabius et al., 2014) kann durch das Ergebnis der

hier vorliegenden Arbeit bestdtigt werden.

Nach der isolierten Betrachtung der SLPI-Proteinexpression, SLPI-Genexpression und
Annexin-A2-Genexpression sowie deren Relation zu HPV-Status und Rauchverhalten in den
Kapiteln 5.4 und 5.5 behandelt das folgende Kapitel 5.6 die Beziehung der beiden Proteine

zueinander.

5.6 Vergleich der Annexin-A2-Genexpression mit der SLPI-Genexpression

Die beiden vorangestellten Kapitel 5.4 und 5.5 betrachten die jeweils isolierte Untersuchung
der Gen- und Proteinexpression von SLPI sowie der Genexpression von Annexin A2. Dieses
Kapitel diskutiert die Beziehung der Genexpressionslevel von Annexin A2 und SLPI
zueinander. Der Zusammenhang zwischen Annexin A2 und SLPI ist bereits vielfach
Gegenstand vorangegangener Arbeiten (z.B. in Ma et al., 2004; Woodham et al., 2012;
Quabius et al., 2015). Die Proteine stehen beziiglich der Genese von HPV-Infektionen und
anderer viraler Infektionen in enger Verbindung zueinander. Es gibt Hinweise darauf, dass
SLPI seine antivirale Wirkung {iber die Blockade von Annexin A2 als dessen endogener
Ligand vermittelt (Ma et al., 2004; Woodham et al., 2012). Die Bindung von SLPI an
Annexin A2 auf Membranen von Makrophagen wird unter anderem fiir die antivirale
Wirkung gegeniiber HIV-1 verantwortlich gemacht (McNeely et al., 1997; Ma et al., 2004).
Quabius und Mitarbeiter (2015) zeigen in einer aktuellen Arbeit bei Nichtrauchern eine
gegeniiber der SLPI-Genexpression signifikant gesteigerte Annexin-A2-Genexpression. Es
wird weiterhin eine signifikant gesteigerte Annexin-A2-Genexpression in HPV-positiven
Tumoren gezeigt (Quabius et al., 2015). Woodham und Mitarbeiter (2012) zeigen in ihrer
Arbeit eine signifikante Abnahme der HPV16-Infektionen durch die Blockade von Annexin
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A2 (Woodham et al., 2012). Diese Arbeitsgruppe untersucht dabei HPV 16 stellvertretend fiir
die L2-vermittelte HPV-Infektion von Epithelzellen. Die von Woodham und Mitarbeitern
(2012) bereits in vitro gezeigte Blockade von Annexin A2 durch SLPI wird von Quabius und
Mitarbeitern (2015) in vivo bestitigt (Woodham et al., 2012; Quabius et al., 2015). Die

Ergebnisse beider Arbeiten stehen in Einklang miteinander.

Die hier vorliegende Arbeit nimmt ebenfalls einen Vergleich der Annexin-A2- mit der SLPI-
Genexpression vor. Es wird dabei jeweils der Einfluss des Rauchverhaltens, des HPV-DNA-
Status sowie des pl16™**A-Status untersucht (vgl. Seite 33, Abbildung 4.7). Die Gruppe der
Nichtraucher weist im Vergleich zur SLPI-Genexpression eine 4,42+0,9-fach hdhere
Annexin-A2-Genexpression auf. Die Annexin-A2-Genexpression steht mit der SLPI-
Genexpression dahingegen innerhalb der Gruppe der Raucher in einem Verhéltnis von nahezu
1:1 (Fold Change 1,07+0,09). Dieses Ergebnis ist deckungsgleich mit dem Ergebnis von
Quabius und Mitarbeitern (Quabius et al., 2015). Der Vergleich zwischen der Annexin-A2-
Genexpression und der SLPI-Genexpression in der Gruppe der HPV-positiven Tonsillen-
karzinome ergibt eine 5,44+0,61-fach hohere Annexin-A2-Genexpression. Die Untersuchung
innerhalb der HPV-negativen Gruppe ergibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den

INK4A

beiden Genexpressionsleveln. Das Protein p16 gilt als Surrogatmarker fiir aktive HPV-

INK4A

Infektionen. Die Gruppe mit einem positiven pl6 -Nachweis hat eine im Vergleich zur

SLPI-Genexpression 3,75+0,7-fach erhohte Annexin-A2-Genexpression. Der Vergleich der

INK4A

Genexpressionslevel innerhalb der Gruppe mit einem negativen pl6 -Nachweis ergibt

keine signifikanten Unterschiede (Fold Change -1,49+0,3).

Es zeigt sich damit zusammenfassend eine im Vergleich zur SLPI-Genexpression jeweils
statistisch signifikant hohere Annexin-A2-Genexpression in der Gruppe der Nichtraucher, der
HPV-positiven Patienten sowie in der Gruppe mit einem positiven Nachweis fiir p16™ ",
Nikotinabusus fiihrt zu einer gesteigerten SLPI-Genexpression (Quabius et al., 2014). Die
Blockade von Annexin A2 durch dessen natiirlichen endogenen Liganden SLPI fiihrt in der
Folge zu einer signifikanten Abnahme der HPV16-Infektionen in den in-vitro-Versuchen
(Woodham et al., 2012). Der eingangs formulierten Hypothese folgend, sind Raucher durch
diesen Mechanismus vor einer HPV-Infektion geschiitzter als Nichtraucher (Quabius et al.,
2014). Die Ergebnisse des Vergleichs zwischen Annexin-A2- und SLPI-Genexpression sind
demnach mit der Trias aus positiver Rauchanamnese, daraus resultierender hoher SLPI-

Genexpression und negativem HPV-Status vereinbar. Die Ergebnisse reihen sich in die der
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vorangegangenen Arbeiten von Woodham und Mitarbeitern (2012) sowie von Quabius und

Mitarbeitern (2015) ein.

5.7 Untersuchung des Einflusses des HPV-DNA-Status, der p16"“**- und der SLPI-
Proteinexpression sowie des Rauchverhaltens auf das Uberleben der Patienten

INK4A
- und

Es ist ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit, den Einfluss des HPV-Status, der p16
SLPI-Proteinexpression sowie des Rauchverhaltens auf die Uberlebensdaten der Patienten zu
untersuchen. Die Ergebnisse sollen vor allem zu einem besseren Verstindnis der Rolle von

SLPI in Bezug auf die Uberlebensdaten der Patienten mit Tonsillenkarzinomen beitragen.

HPV-DNA-positive Patienten haben in der hier vorliegenden Arbeit eine signifikant bessere
Prognose als HPV-DNA-negative Patienten (vgl. Seite 34, Abbildung 4.8). Dieses Ergebnis
steht in Einklang mit der gegenwértigen Literatur (Andl et al., 1998; Hoffmann et al., 2005;
Gillison, 2006). Fiir die bessere Prognose der HPV-positiven Patienten wird vor allem das
bessere Ansprechen der Tumoren auf die Radiochemotherapie verantwortlich gemacht (Andl

et al., 1998; Hoffmann et al., 2005).

Die Analyse des Einflusses der pl16™“**-Proteinexpression auf das Uberleben der Patienten

soll eine Ubereinstimmung mit dem Uberlebensvorteil fiir HPV-positive Patienten

INK4A INK4A

iiberpriifen. Der Vergleich zwischen pl6 -positiven Patienten und pl6 -negativen

INK4A

Patienten ldsst trotz fehlender Signifikanz einen Uberlebensvorteil fiir pl6 -positive

INK4A_Status mit

Patienten erkennen (vgl. Seite 35, Abbildung 4.9). Die Kombination des p16
dem HPV-Status zu jeweils einer Risikogruppe ergibt ebenfalls einen nicht signifikanten
Uberlebensvorteil fiir die pl6™**-positive und HPV-positive Gruppe (vgl. Seite 36,
Abbildung 4.10). Es ergibt sich trotz fehlender Signifikanz ein mit der aktuellen Literatur
vereinbarer Trend zugunsten der HPV-positiven Patienten (Gillison et al., 2000; Hoffmann et

al., 2005).

Die Untersuchung der Uberlebensdaten der Raucher und Nichtraucher in Kombination mit
dem HPV-Status ergibt einen nicht signifikanten Uberlebensvorteil fiir HPV-positive
Nichtraucher (vgl. Seite 37, Abbildung 4.11). Es ldsst sich trotz fehlender Signifikanz ein mit
der aktuellen Literatur vereinbarer Trend beobachten (Ang et al., 2010). Das insgesamt
giinstigere Risikoprofil von Nichtrauchern im Allgemeinen und das in dieser Arbeit geringere
Durchschnittsalter wird hier neben dem positiven HPV-Status ebenfalls verantwortlich fiir die

bessere Prognose sein.
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Die Gruppe mit negativem und schwach positivem SLPI-Nachweis hat gegeniiber der Gruppe
mit miBig und stark positivem SLPI-Nachweis einen signifikanten Uberlebensvorteil (vgl.
Seite 38, Abbildung 4.12). Hohe SLPI-Konzentrationen durch Nikotinabusus konnten einen
Schutz gegeniiber HPV-Infektionen bieten (Quabius et al., 2014). Die Wahrscheinlichkeit
einer erfolgreichen HPV-Infektion einer Epithelzelle scheint demnach bei geringer SLPI-
Konzentration oder fehlender SLPI-Proteinexpression erhoht. Es wird in aktuellen Arbeiten
bereits eine fehlende oder verringerte SLPI-Proteinexpression in Verbindung mit einem
positiven HPV-Status gezeigt (Hoffmann et al., 2013; Quabius et al.,, 2014). Der
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit geringem SLPI-Expressionslevel ldsst sich mit dem
Uberlebensvorteil fiir HPV-positive Patienten in Einklang bringen. Die Ergebnisse von
Quabius und Mitarbeitern (2015) bestitigen das Ergebnis dieser hier vorliegenden Arbeit. Die
bessere Prognose fiir Patienten mit negativem oder schwach positivem SLPI-Nachweis in
diesem Kollektiv und bei Quabius und Mitarbeitern (2015) steht im Gegensatz zu einer
kiirzlich verdffentlichen Arbeit von Noorlag und Mitarbeitern (2014). Noorlag und
Mitarbeiter zeigen bei Patienten mit hoherem SLPI-Genexpressionslevel ein besseres
Gesamtiiberleben (Noorlag et al., 2014). Die mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen
Ergebnisse konnte in der niedrigen HPV-Infektionsrate von unter einem Prozent in der Arbeit

von Noorlag und Mitarbeitern (2014) begriindet sein.

5.8 Schlussfolgerungen

Die Hauptergebnisse der hier vorliegenden Arbeit werden in diesem Kapitel abschlieend
betrachtet. Die HPV-Privalenz im hier vorliegenden Kollektiv liegt bei 42,1%. Das Ergebnis
ist mit der im Allgemeinen und bereits vielfach vorbeschriebenen, erhohten HPV-Privalenz in
Tumoren der Tonsilla palatina vereinbar. HPV16 ist mit einem Anteil von 90,6% der am
hiufigsten fiir die Infektion verantwortliche Typ im hier vorliegenden Kollektiv. HPV-
negative Patienten sind im hier vorliegenden Kollektiv signifikant jiinger als HPV-positive
Patienten. Diese im Vergleich zu US-amerikanischen Studien gegensétzliche Beobachtung ist
vermutlich auf das jlingere Einstiegsalter sowie die weitere Verbreitung des Zigaretten-

INK4A

rauchens im europdischen Raum zuriickzufiihren. Die Analyse der p16 -Proteinexpression

stellt das Protein p16™<44

als alleinigen Surrogatmarker fiir aktive HPV-Infektionen in Frage.
Aktive HPV-Infektionen werden dieser und anderen aktuellen Arbeiten zufolge am
verldsslichsten durch den Nachweis von HPV-DNA in Kombination mit dem Nachweis von

E6*[-mRNA diagnostiziert (Hoffmann et al., 2012). Raucher haben unabhingig vom HPV-
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Status eine signifikant erhohte SLPI-Genexpression. Die inverse Korrelation zwischen HPV-
Status und Rauchverhalten ist ebenfalls signifikant. Die inverse Korrelation zwischen HPV-
Status und Rauchverhalten sowie das Ergebnis der SLPI-Genexpression stiitzen in
Zusammenschau die Annahme der protektiven Wirkung eines hohen SLPI-Expressionslevels
gegeniiber einer erfolgreichen HPV-Infektion. Die Ergebnisse der Genexpression von
Annexin A2 als spezifischem HPV-Rezeptor bzw. zumindest Modulator reihen sich in die
Ergebnisse der SLPI-Genexpression ein. Die Annexin-A2-Genexpression zeigt eine
signifikante Abhédngigkeit sowohl vom HPV-Status als auch vom Rauchverhalten. Im direkten
Vergleich der SLPI- mit der Annexin-A2-Genexpression zeigt sich eine signifikant erhohte
Annexin-A2-Genexpression bei Nichtrauchern, HPV-positiven Patienten sowie bei Patienten

. . o INK4A
mit einem positiven pl6

-Nachweis. Es kann so abschliefend die Trias aus positiver
Rauchanamnese, daraus resultierender hoher SLPI-Genexpression und somit negativem HPV-
Status bestitigt werden. Die Uberlebensdaten zeigen signifikante Uberlebensvorteile fiir
HPV-positive Patienten gegeniiber HPV-negativen Patienten sowie fiir Patienten mit
negativem bzw. schwach positivem SLPI-Nachweis gegeniiber Patienten mit mafigem bzw.
stark positivem SLPI-Nachweis. Diese Ergebnisse sind mit der protektiven Wirkung von

hoher SLPI-Expression gegeniiber HPV-Infektionen vereinbar.
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6. Zusammenfassung

Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs als sechstgrofte Gruppe aller Malignome des Menschen
konnen unter atiologischen Gesichtspunkten in zwei unterschiedliche Tumorentititen
eingeteilt werden: Alkohol- und Nikotin-assoziierte sowie HPV-assoziierte Karzinome. Die
Tumoren der Tonsilla palatina weisen mit einem Anteil von 50% bis 60% HPV-positiver
Karzinome regelmafig signifikant hohere Infektionsraten auf als die Karzinome anderer
anatomischer Lokalisationen des Kopf-Hals-Bereichs, wie die Mundhdhle, der Hypopharynx
und der Larynx. Es wird dem sekretorischen Leukozytenproteaseinhibitor (secretory
leucocyte protease inhibitor, SLPI) eine antivirale Wirkung gegeniiber HPV zugeschrieben.
SLPI ist ein natiirlicher endogener Ligand des Strukturproteins Annexin A2. Woodham und
Mitarbeiter (2012) identifizieren Annexin A2 als spezifischen HPV16-Rezeptor. Eine
Blockade von Annexin A2 fiihrt dabei zu einer signifikanten Abnahme von HPV16-
Infektionen. Vorangegangene Arbeiten zeigen erhohte SLPI-Expressionslevel bei Rauchern
sowie eine Steigerung der SLPI-Expression durch Zigarettenrauchen und eine ex-vivo-
Nikotininkubation von Zellen. Der gesteigerten SLPI-Expression durch das Zigarettenrauchen
wird vor diesem Hintergrund eine protektive Wirkung gegeniiber HPV-Infektionen
zugeschrieben. Diese Arbeit geht der Hypothese nach, dass eine durch das Zigarettenrauchen
gesteigerte SLPI-Expression mit hohem SLPI-Expressionslevel iiber die Blockade von
Annexin A2 die Infektion der Epithelzellen mit HPV erschwert. Das Ziel der hier
vorliegenden Arbeit ist vor diesem Hintergrund zu einem besseren Verstindnis der
Zusammenhdnge zwischen der SLPI-Expression, dem Rauchverhalten und dem HPV-Status

bei Patienten mit Karzinomen insbesondere der Tonsilla palatina beizutragen.

Es werden insgesamt 126 in Paraffin eingebettete Gewebeproben untersucht. Die Analyse der
DNA wird zum Nachweis HPV-spezifischer Sequenzen durchgefiihrt. Es werden hierfiir
DNA-Extraktion, PCR, Elektrophorese und DNA-Sequenzierung angewandt. Die Analyse der
HPV-spezifischen mRNA erfolgt zum Nachweis aktiver HPV-Infektionen sowie zur
quantitativen Analyse der SLPI- und Annexin-A2-Genexpressionslevel. Es werden RNA-
Extraktion, cDNA-Synthese sowie Real-time quantitative PCR durchgefiihrt. Die Protein-
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expression von SLPI und p16 wird mittels immunhistochemischer Verfahren analysiert.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgt mit der SPSS 20.0 Software von IBM.

Der Anteil HPV-DNA-positiver Gewebeproben liegt im vorliegenden Kollektiv bei 42,1%.
Der HPV-Genotyp 16 ist mit einem Anteil 90,6% am weitesten verbreitet. Der Anteil aktiver
HPV-Infektionen mit einem positiven E6*[-mRNA-Nachweis betrigt 90,6%. Die HPV-



53

negativen Patienten sind in diesem hier vorliegenden Kollektiv signifikant jiinger als die
HPV-positiven Patienten (p=0,0002). Die Untersuchung der SLPI- und Annexin-A2-
Genexpression ergibt bei Rauchern ohne Beriicksichtigung des HPV-Status signifikant hohere
Werte fiir die SLPI-Genexpression als bei Nichtrauchern. Die signifikant erhohte SLPI-
Genexpression bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern ist dabei als ein zentrales
Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit zu werten. Es ergeben sich diesbeziiglich wider
Erwarten keine Signifikanzen auf Ebene der Proteinexpression. Die Betrachtung der SLPI-
und Annexin-A2-Genexpression zwischen Rauchern und Nichtrauchern innerhalb der HPV-
positiven und HPV-negativen Gruppe ergibt signifikant gesteigerte Genexpressionslevel
sowohl fiir SLPI als auch fiir Annexin A2. Die Annexin-A2-Genexpression weist zudem ohne
Berticksichtigung des Rauchverhaltens einen signifikanten Zusammenhang mit dem HPV-
Status auf. Der Vergleich zwischen Annexin-A2- und SLPI-Genexpression ergibt signifikant
hohere Annexin-A2-Genexpressionslevel bei Nichtrauchern, HPV-positiven Patienten und
pl6™ * positiven Karzinomen. Die Analyse der Uberlebensdaten ergibt signifikante Vorteile
fiir das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben sowohl fiir HPV-positive
Patienten als auch fiir Patienten mit negativer bzw. schwach-positiver SLPI-Protein-

expression.

Die eingangs beschriebene Trias aus positiver Rauchanamnese, daraus resultierender hoher
SLPI-Genexpression und somit negativem HPV-Status wird durch die Ergebnisse dieser hier
vorliegenden Arbeit bestdtigt. Es wird eine vom HPV-Status unabhéngige, signifikant hohere
SLPI-Genexpression bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern gezeigt. Die hier
vorliegende inverse Korrelation zwischen HPV-Status und Rauchverhalten ist ebenfalls
signifikant. Diese Ergebnisse reithen sich damit in die der vorangegangenen Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe ein. Die Ergebnisse sind ebenfalls mit der Hypothese einer protektiven
Wirkung von SLPI gegeniiber einer HPV-Infektion vereinbar. Der in dieser Arbeit
signifikante Uberlebensvorteil HPV-DNA-positiver Patienten gegeniiber HPV-DNA-
negativen Patienten steht in Einklang mit der aktuellen Literatur. Der ebenfalls signifikante
Uberlebensvorteil von Patienten mit negativem bzw. schwach positivem SLPI-Nachweis ldsst
sich vor dem Hintergrund der vorangegangenen Arbeiten und den Ergebnissen dieser Arbeit
mit dem Uberlebensvorteil HPV-positiver Patienten vereinen. Eine niedrige SLPI-Expression

geht der eingangs aufgestellten Hypothese zufolge mit positivem HPV-Status einher.
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