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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Mundh&hlenkarzinome

2012 erkranken in Deutschland 12.940 Patienten (9.290 Manner vs. 3.650 Frauen) an
bdsartigen Tumoren im Mundhéhlen und Rachenbereich. Die Anzahl der
Neuerkrankungen steigt in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich an (Robert Koch-
Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.).
Weltweit wird die Anzahl der Neuerkrankungen in der Mundhéhle auf mehr als 300.000
Falle geschatzt. Man geht davon aus, dass diese Krebsart jahrlich fur ca. 145.000
Todesfalle verantwortlich ist (Torre et al. 2015). Ungefahr 90% dieser bdsartigen
Neubildungen sind Plattenepithelkarzinome (PEC). Risikofaktoren fiir diese Form von
Neubildung sind insbesondere Tabak- und Alkoholkonsum (Robert Koch-Institut und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.), sowie in Indien
und benachbarten Landern das Kauen von Betel Nissen (Torre et al. 2015). Ein Teil
der Karzinome wird auch mit der Infektion durch das Humane Papillomavirus (HPV) in
Verbindung gebracht (Herrero et al. 2003), (Smith et al. 2004), (Upile et al. 2014),
(Kruger et al. 2014). Rezidivraten werden in der Literatur mit 25-45% angegeben
(Miicke et al. 2009). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt im Mittel bei 48% fiir Manner
und 61% fur Frauen (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V.).

In den letzten Jahren wurden diverse Marker fir die Prognoseabschatzung bei Tumoren
der Kopf- und Halsregion vorgeschlagen (D’Silva, Ward 2007), (Miyazawa et al. 2004).
Trotzdem wird in der Klinik die Prognose immer noch hauptséachlich anhand der
T(Tumor) N(Nodus) M(Metastase)-Klassifizierung abgeschétzt.

Diese Arbeit konzentriert sich darauf, die prognostische Aussagekraft der molekularen
Marker HPV, Protein p16 und Polypeptid A2 der high mobility group (HMGAZ2) mit der
der TNM-Klassifizierung zu vergleichen.



1.2 Humanes Papillomavirus (HPV)

Das humane Papilloma Virus ist ein unbehiilltes, doppelstrangiges DNA-Virus, das die
Basalzellen des Epithels infiziert. Inzwischen sind mehr als 100 HPV-Typen identifiziert.
Haufig bleibt die Infektion symptomlos oder sie induziert primar benigne Tumoren
(Warzen, Papillome, Kondylome). Einige Virus-Typen kdnnen in den Zellen jahrelang
persistieren und zu einer malignen Transformation dieser Tumore flhren. Hierzu
gehdren insbesondere die HPV-Typen 16 und 18, die als high-risk Typen bezeichnet
werden (Doerr 2010). Wenn Mundhohlenkarzinome mit HPV infiziert sind, handelt es
sich meistens um diese high-risk Typen (Termine et al. 2008).

HPV hat onkogenes Potential aufgrund seiner Fahigkeit bestimmte Gene (E6 und E7) in
das Genom der Wirtszelle einzubauen (Duensing, Munger 2002). Bei Schaden der DNA
wird in einer gesunden Zelle das Tumorsuppressorprotein p53 aktiv und stimuliert die
Expression von bestimmten Genen (p21CIP1, GADDA45), die einen Zellzyklusstopp
induzieren und damit die Reparatur von der schadhaften DNA ermdglichen. Ist dieses
nicht mehr maglich, leitet das ebenfalls von p53 stimulierte Gen Bak die Apoptose ein.
Das Onkoprotein E6 ist in der Lage an p53 zu binden und es zu deaktivieren, sodass
Reparatur- und Apoptosemechanismen nicht mehr funktionieren (Abbildung 1).

Als andere wichtige Schaltstelle im Zellzyklus wird pRb durch das Onkoprotein E7
beeinflusst. Durch Bindung des viralen Proteins E7 an pRb wird der Transkriptionsfaktor
E2F vermehrt freigesetzt, der wiederum viele Gene fir die DNA-Replikation in der S-
Phase des Zellzyklus aktiviert. Neben der direkten Beeinflussung von pRb sorgt das E7-
Protein auch dafir, dass pRb haufiger in seinen phosphorylierten Zustand, in dem es
E2F nicht mehr binden kann, gebracht wird. Dieses geschieht durch die Inaktivierung
der Proteine p21 und p27, die dann die Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDK) 2,4 und 6
nicht mehr hemmen, welche fur die Phosphorylierung von pRb zustandig sind
(Abbildung 1). Durch diese Mechanismen wird die S-Phase des Zellzyklus auch
aulRerplanméafig eingeleitet (Doerr 2010). So kann es zu einer Anhaufung von

genomischen Veranderungen kommen.
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Abbildung 1: Interaktion der Proteine E6 und E7 des humanen Papillomavirus mit den
Tumorsuppressorproteinen p53, p27, p21 und pRb, sowie Rolle von p16 im Zellzyklus
(=entspricht Aktivierung, --| entspricht Hemmung). Umgezeichnet nach Medizinische
Virologie, Doerr H.W., 2010, Thieme Verlag)

HPV ist des Weiteren auch in der Lage, die Telomerase zu aktivieren, die zu einer
Verlangerung der nicht-codierenden Enden des DNA-Doppelstrangs fuhrt und so die
Zelllinie immortalisiert (Feller et al. 2010).

Da HPV vorwiegend die anogenitale Region infiziert, stehen HPV-positive
Plattenepithelkarzinome des Mund- und Rachenraumes in Zusammenhang mit der
Anzahl von Oralsex-Partnern und werden haufiger bei Patienten gefunden, die angeben
wenig Zigaretten und Alkohol zu konsumieren (Smith et al. 2004).

Der in der Literatur angegebene Anteil von HPV-infizierten Mundhéhlenkarzinomen ist in
den meisten Studien niedrig bei ca. 4-6% (Castellsague et al. 2016), (Kruger et al.
2014).

Es wird angenommen, dass diese Untergruppe von Plattenepithelkarzinom besser auf

Radio- und Chemotherapie anspricht (Pannone et al. 2011).
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Die prognostische Aussagekraft scheint allerdings von der Lokalisation des Tumors
abhangig zu sein. HPV-positive Rachenkarzinome zeigen eine statistisch signifikant
bessere Uberlebensrate und eine geringere Rezidivrate als HPV-negative Karzinome
(Ragin, Taioli 2007). Hingegen besteht bei Mundhdhlenkarzinomen kein signifikanter
Unterschied beziiglich der Uberlebensrate (Ragin, Taioli 2007), (Grobe et al. 2013),
(Reuschenbach et al. 2013). Ob HPV in Mundh6hlenkarzinomen die Rezidivfreiheit
beeinflusst ist noch nicht abschliel3end geklart (Reimers et al. 2007), (Reuschenbach et
al. 2013), (Zafereo et al. 2016).

1.3 Protein p16

Das Protein pl16 ist ein Tumorsuppressor. Es kontrolliert den Zellzyklus indem es an die
Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK) 4 und 6 bindet und diese inaktiviert. Normalerweise
phosphoryliert der CDK-Komplex das Protein pRb. Das fuhrt dazu, dass pRb sich aus
seinem Komplex mit dem Transkriptionsfaktor E2F I0st und dieser wiederum jetzt dazu
fahig ist, Proteine zu transkribieren, die fir ein Fortschreiten im Zellzyklus von der G1-
zur S-Phase notig sind (Schafer 1998). E2F aktiviert auch die Transkription von p16 und
bildet so eine negative Rickkopplung (Li et al. 1994) (Abbildung 1).

Verlust oder Mutation des p16INK4A-Gens, welches auf Chromosom 9p21 liegt, wird in
vielen Tumorzelllinien beschrieben (Rocco, Sidransky 2001). Vergleicht man molekulare
Nachweismethoden mit immunhistochemischen Farbemethoden, so zeigt sich, dass alle
Proben mit Verlust des pl16INK4A-Gens negativ in der Immunhistochemie fur p16
ausfallen, wahrend Proben mit intaktem Gen sowohl positiv als auch negativ bei
immunhistochemischer Farbung sein konnen (Licitra et al. 2008). Wahrend nicht
erkrankte Mundschleimhaut gar keine oder nur sehr leichte Anfarbbarkeit von pl6
aufweist (Pande et al. 1998), (Montebugnoli et al. 2010), kann man p16 in 13-100% der
Falle von Mundhohlenkrebs anfarben (Pérez-Sayans et al. 2011). Es wird
angenommen, dass die gute Anfarbbarkeit in PEC Ausdruck einer Uberexpression von
pl6 ist, die auch durch HPV-Infektion hervorgerufen sein kénnte, da HPV zu einer
vermehrten Freisetzung von E2F fuhrt, welches auch die Transkription von p16 aktiviert
(Bradley et al. 2006). Dennoch kann kein direkter Zusammenhang zwischen pl6-
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Anfarbbarkeit und HPV-Infektion gefunden werden (Pérez-Sayans et al. 2011),
(Reuschenbach et al. 2013).

Verschiedene Studien zeigen, dass Patienten mit p16-positivem Mundhdhlenkarzinom
eine geringere Rezidivrate und eine bessere Gesamtiiberlebensrate haben (Grobe et al.
2013), (Jayasurya et al. 2005), (Shah et al. 2009), (Smith et al. 2008). Bei p16-positiven
Karzinomen erleiden ca. 16% der Patienten einen Ruckfall, wahrend es bei pl6-
negativen Patienten ca. 50% sind. Fur das Gesamtuberleben werden ahnliche Zahlen
angegeben. So sind nach 5 Jahren in der pl6-positiven Gruppe noch ca. 73% der
Patienten am Leben, in der p16-negativen Gruppe hingegen nur noch ca. 50% (Reimers
et al. 2007).

1.4 High mobility group A2 (HMGA?2)

HMGA2 (bis 2001 als HMGI-C bezeichnet Bustin 2001) ist ein chromosomales
Polypeptid bestehend aus 108 Aminosauren, das nicht zur Gruppe der Histone gehort
(Goodwin et al. 1973). Lokalisiert ist das Gen fur HMGA2 auf Chromosom 12g13-15. Es
umfasst 142 Kilobasenpaare (kb) und umspannt finf Exons (Cleynen, Van De Ven
2008). Das 320 Aminosauren lange HMGAZ2-Protein hat drei stark positiv geladene
Bereiche (sogenannte Adenin-Thymin(AT)-Haken) mit denen es AT-reiche DNA in der
kleinen Furche von in B-Form vorliegender DNA binden kann, (Sgarra et al. 2004) und
eine saure Cytosin(C)-reiche terminale Region, mit der eine Interaktion zu anderen
Proteinen maoglich ist (Reeves, Beckerbauer 2001). Das Polypeptid ist per se kein
Transkriptionsfaktor, sondern verandert die Chromatinstruktur und hilft die einzelnen
Transkriptionsfaktoren zZu hoch organisierten Nukleoproteinkomplexen
zusammenzufugen (Wolffe 1994) (Abbildung 2).



Abbildung 2: Bindung von high mobility group Polypeptid A (HMGA) an die kleine
Furche der DNA und anschlie@ende Veranderung der Chromatinstruktur und
Organisation von Transkriptionsfaktoren (TF1-5). Aus Fusco A., Fedele M., Roles of
HMGA proteins in cancer, 2007

Die beeinflussten Transkriptionsfaktoren sind wichtig fur die Proliferation und
Differenzierung von Zellen wahrend der Embryogenese (Zhou et al. 1995), (Zhou et al.
1996), (Fusco, Fedele 2007). Daher ist HMGA2 wéahrend der Embryogenese in grof3en
Mengen nachweisbar, in adultem Gewebe ist es hingegen nur noch in sehr geringen
Mengen nachzuweisen (Zhou et al. 1996), (Rogalla et al. 1996), (Meyer 2010). Studien
an Mausen haben gezeigt, dass HMGA2-Knockout Mause zwar Uberlebensféahig sind,
allerdings eine um 60% geringere KorpergrolRe erreichen. Besonders mesenchymale
Gewebe sind bei Mausen von der Wachstumsreduktion betroffen, wahrend das Gehirn
eine normale Entwicklung durchlauft (Zhou et al. 1995). Dies deckt sich mit
Erkenntnissen aus der Studie von Hirning-Folz et al., die eine hohe Expression von
HMGA2 in der Fetalentwicklung beim Menschen besonders in mesenchymalen
Geweben nachweisen konnten, wahrend HMGA2 bei der Entwicklung parenchymaler
Gewebe wie Gehirn und Leber keine Rolle spielt (Hirning-Folz et al. 1998). Welchen
Einfluss eine vermehrte Expression von HMGA2 auf den menschlichen Organismus hat,
wird in dem Bericht Gber einen 8-jahrigen Jungen mit perizentrischer Inversion auf
Chromosom 12 (Bruchpunkte: pl11.22 und ql14.3), bei der auch das HMGAZ2-Gen
betroffen ist, deutlich. Die Untersucher fanden nur eine leichte Erhohung des HMGA2-
Spiegels in den Gewebeproben des Jungen, dennoch sind die Auswirkungen auf das
Wachstum des Jungen immens. Neben dem Riesenwuchs bewirkt diese chromosomale

Veranderung auch die Bildung multipler subkutaner Lipome (Ligon et al. 2005).



Im Vergleich zu ausdifferenziertem adulten Gewebe ist fir die meisten gutartigen sowie
bosartigen Tumore inzwischen eine Uberexpression von HMGA2 nachgewiesen
worden. Zu diesen zahlen zum Beispiel Schilddriisenadenome und -karzinome (Belge et
al. 2008), Leiomyome des Uterus (Klemke et al. 2009), nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome (Meyer et al. 2007), Mammakarzinome (Rogalla et al. 1997),
Ovarialkarzinome (Califano et al. 2014), Melanome (Raskin et al. 2013),
Magenkarzinome (Motoyama et al. 2008) Pankreaskarzinome (Abe et al. 2003),
Gallengangkarzinome (Lee et al. 2014) kolorektale Karzinome (Wang et al. 2011),
Prostatakarzinome (Mduller et al. 2013), Zungenkarzinome (Zhao et al. 2016) und
Mundhdhlenkarzinome (Sterenczak et al. 2014), (Miyazawa et al. 2004). Bei diesen
Studien wird gezeigt, dass HMGA2 Expression mit hoch malignen Phanotypen der
Tumoren assoziiert ist. Dies zeigt sich unter anderem daran, dass Uberexpression von
HMGA2 meist mit dem Vorhandensein von Metastasen und schlechteren
Uberlebensraten korreliert. Es wird angenommen, dass HMGA2 besonders in der
invasiven Front von Karzinomen gebildet wird und dort einen entscheidenden Einfluss
auf die epithelial-mesenchymale Transition hat, die es dem Karzinom ermdglicht
unabhangig vom epithelialien Zellverband zu wachsen und Metastasen zu bilden (Thiery
2002), (Miyazawa et al. 2004), (Morishita et al. 2013), (Shi et al. 2016).
Vielversprechende Resultate fir die prognostische Einsetzbarkeit von HMGA2 bei
Mundhdhlenkarzinomen zeigen Miyazawa et al. in einer Studie mit 42 Patienten. Bei 23
dieser Patienten wird als Todesursache ein Rezidiv festgestellt und bei allen diesen 23
Patienten kann eine Uberexpression von HMGA?2 festgestellt werden. Andererseits
bleiben auch alle elf Patienten, bei denen kein HMGA2 nachgeweisbar ist, rezidivfrei.
Miyazawa et al. koénnen auflerdem einen Zusammenhang zwischen HMGA2-
Uberexpression und Lymphknotenmetastasen herstellen (p = 0,0097) (Miyazawa et al.
2004).

In einer Studie von Summer et al. wird gezeigt, dass erhohte HMGA2-Expression in
Krebszellen eine  protektive  Wirkung vor gewissen  DNA-schadigenden
chemotherapeutischen Mitteln bietet. Es wird vorgeschlagen vor Therapiebeginn eine
Bestimmung des HMGAZ2-Levels durchzufuhren, um die Chemotherapeutika auf den
Krebs abstimmen zu kénnen (Summer et al. 2009).



1.5 TNM-Klassifikation und Tumordifferenzierung

Tumoren werden nach der anatomischen Ausdehnung in ein von der Union
internationale contre le cancer (UICC) festgelegtes Bewertungssystem eingeordnet
(Staging). Ausschlaggebende Kriterien fiur die Einteilung sind die Ausdehnung des
Primartumors (T), das Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen
Lymphknotenmetastasen (N) und das Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen
(M) (Tabelle 1) (Sobin et al. 2009).

Tabelle 1. TNM-Klassifikation fir Mundhdhlenkarzinome der UICC (7. Auflage, 2009)

Ausdehnung des Primartumors (T)

TO Keine Evidenz fur einen Primé&rtumor
Tis Carcinoma in situ

T1 Tumorausdehnung < 2 cm

T2 Tumorausdehnung 2-4 cm

T3 Tumorausdehnung > 4 cm

T4 Infiltration von Nachbarstrukturen

Regionale Lymphknotenmetastasen (N)

NO Keine Evidenz fir Lymphknotenmetastasen
N1 Lymphknotenmetastase(n) in einem Lymphknoten < 3 cm
N2 Metastase(n) in einem ipsilateralen Lymphknoten oder multiple ipsi-

oder bilaterale Lymphknoten 3-6 cm

N3 Lymphknotenmetastase(n) > 6 cm

Fernmetastasen (M)

MO Keine Evidenz fir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
Mx Fernmetastasen nicht beurteilbar

Diese Kriterien finden sowohl bei der praoperativen klinischen Diagnostik Anwendung
als auch bei der postoperativen pathologischen Bewertung des Tumorresektates. Die

postoperative Bewertung ist hierbei naturgemal genauer als die praoperative.
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Die Uberlebensraten sind insbesondere bei Lymphknotenmetastasierung und
infiltrativem Wachstum in angrenzende Strukturen wie Knochen und Nervenbahnen
stark herabgesetzt (Institut fir Krebsepidemiologie e.V. 2014), (Kademani et al. 2005),
(Kovacs et al. 2007), (Pulte, Brenner 2010), (Vazquez-Mahia et al. 2012). Wenn der
Krebs in einem fruhen Stadium, in dem er noch nicht metastasiert hat und eine
Ausdehnung von 4 cm nicht Uberschritten hat (Stadium | und Il UICC), diagnostiziert
wird, liegen die 5-Jahresiberlebensraten bei 68-84%. Sie sinken aber ab, sobald ein
einzelner Lymphknoten (UICC Stadium IIl) involviert ist (61% Uberlebensrate).
Besonders schlecht sind die Uberlebensraten, wenn mehrere Lymphknotenmetastasen,
Infiltration von Nachbarorganen oder sogar Fernmetastasen (UICC Stadium 1V) entdeckt
werden (31-40% Uberlebensrate). Leider wird mehr als die Halfte der Falle erst in
diesem spaten, prognostisch ungunstigen Stadium diagnostiziert (Institut far

Krebsepidemiologie e.V. 2014).

1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Resultate der Studie von Miyazawa et al. an Hand
einer grol3eren Studie mittels anderer Nachweismethoden zu tberpriifen. Des Weiteren
soll die Vorhersagekraft von HMGA2, p16, HPV und TNM fur Gesamtuberleben und

krankheitsfreies Uberleben verglichen werden.

2 Material und Methoden

2.1 Material

In die Studie sind 91 Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Mundhohle
eingeschlossen, die nach der internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten
und verwandter Gesundheitsprobleme (ICD-10) in die Kategorien C02 - CO06
eingeordnet werden (Tabelle 2).



Tabelle 2: Lokalisation der Mundhohlenkarzinome nach ICD-10

Haufigkeit  Prozent

C02: Zunge (auler 14 15,4
Zungengrund)

C03: Zahnfleisch 6 6,6
C04: Mundboden 47 51,6
CO05: Gaumen 7 7,7
C06: sonstige 17 18,7

Bei allen Patienten ist zwischen 2000 und 2004 die komplette Resektion (RO) der
malignen Neubildung in der Klinik far Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel erfolgt. Die Gewebeproben sind
in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE). Wenn préoperative Radio- und
Chemotherapie durchgefihrt worden sind, wird vorhandenes Biopsiematerial fur die
Untersuchungen herangezogen, ansonsten werden die Gewebeblécke mit dem gréf3ten
Inhalt an Karzinom aus den Operationspraparaten ausgewahlt. Histologische Daten zum
Staging der Karzinome werden vom Institut fur Pathologie der Universitatsklinik
Schleswig-Holstein, Campus Kiel tbernommen. Die Ethikkommission der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel stimmt dem vorgelegten Studienprotokoll zu (D 418/08).
Alle Patienten werden nach der Operation in regelméafRigen Abstanden in der
Tumorsprechstunde der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie weiterbetreut.
Der Nachbeobachtungszeitraum geht bis einschlieBlich November 2011. Im
Durchschnitt betragt die Nachbeobachtungszeit 59 Monate mit einer Varianz zwischen 1
und 131 Monaten.

Das Durchschnittsalter der Patienten betragt 59 Jahre. Der jungste Patient ist zum
Diagnosezeitpunkt 36 und der &lteste 81 Jahre alt. Es sind 59 mannliche und 32

weibliche Patienten in die Studie eingeschlossen.
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2.2 Methoden

2.2.1 HPV-Detektion

Fir den HPV-Nachweis wird aus allen Paraffin-eingebetteten Proben die DNA isoliert.
Dieses erfolgt unter Verwendung des Roche MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il nach
den Herstellerangaben.

Je Gewebeprobe werden drei 5 um starke Schnitte (bei Biopsiematerial zehn x 5 pm)
mit Xylol entparaffiniert und mit Ethanol gewaschen. Das Gewebe wird anschlie3end bei
55°C fir 10 Minuten getrocknet, bevor 80 pul Gewebe Lyse Puffer und 20 pl Proteinase K
aus dem Isolations Kit hinzugefuigt werden, um das Gewebe aufzulésen und die
Proteine in den Proben abzubauen. Es folgt eine Inkubation Gber Nacht bei 55°C.

100 pl der Lésung werden in den Roche MagNA Pure LC uberfuhrt, in dem die DNA-
Isolierung vollautomatisch ablauft.

Das Prinzip der Isolierung beruht auf der Bindung der DNA an die Oberflache von
magnetischen Glasperlen. Alle nicht gebundenen Substanzen werden durch eine Reihe
von Wasch-Puffern entfernt. Die Glasperlen mit der gebundenen DNA werden
magnetisch aus der Wasch-Puffer-Losung enthnommen. Am Ende wird die DNA wieder
von den magnetischen Glasperlen geldst und diese werden aus der Endldsung entfernt.
Nach dieser Prozedur stehen 200 pl Losung mit reiner DNA zur Verfligung.

Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen erfolgt mit dem NanoDrop
Spectrophotometer (Thermo Scientific) beim Extinktionsmaximum fur Nukleinsauren auf
260 nm Wellenlange. Bei diesem Schritt werden die Proben auch auf Verunreinigung
durch Proteine, Phenole etc. durch Verhaltnisbildung der Absorptionen bei 260 nm und
280 nm Wellenlange gepruft. Fur reine DNA wird ein Verhaltnis von ungefahr 1,8
akzeptiert.

Zur Bestatigung der Integritdt der DNA wird das ,Housekeeping” Gen [(-Aktin durch
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt. Pro Reaktion werden 200 ng der
Proben-DNA eingesetzt. Das Gesamtvolumen in den Reagenzrohrchen betragt 50 pl.

Hiervon entfallen 13,4 ul auf den Mastermix (Tabelle 3), die tbrigen 36,6 pl auf das
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jeweils 200 ng entsprechende Volumen der DNA-LOsung und die erganzte Menge

destilliertes Wasser.

Tabelle 3: Zusammensetzung des PCR-Mastermixes fur B-Aktin und HPV-Nachweis mit

einem Gesamtvolumen von 13,4 ul

Komponenten Hersteller Menge in ul
Forward Primer (fur B-Aktin bzw. HPV) DNA Technology A/S 2 ul
Backward Primer (fur B-Aktin bzw. HPV) DNA Technology A/S 2 ul
PCR-reaction buffer without MgCl2 Roche 5ul
MgCl2 Roche 2 pl
PCR Nucleotide Mix Plus (dATP, dCTP, dGTP, | Roche 1l
dUTP)

Uracil-DNA glycosylase, heat labile Roche 1 pl
FastStart Taqg DNA polymerase Roche 0,4 ul

Mastermix, DNA-L6sung und destilliertes Wasser werden auf Eis zusammenpipettiert,

dann erfolgt die Amplifikation in einem Veriti®-Thermocycler von Applied Biosystems

(Tabelle 4). Die vervielfaltigte DNA kann mehrere Stunden auf 4°C aufbewahrt werden

oder fir langere Aufbewahrung bei -20°C eingefroren werden.
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Tabelle 4: PCR-Protokoll fur -Aktin-Amplifikation

Anzahl der | Dauer | Temperatur | Ziel
Zyklen
1 2 min 20°C | Verunreinigungen durch vorherige PCR-Produkte
werden durch Uracil-DNA Glycosylase beseitigt
1 4 min 95°C | Deaktivierung der Uracil-DNA Glycosylase;
Denaturierung der Doppelstrang-DNA,;
Aktivierung der Taq DNA Polymerase
30 45 s 95°C | Denaturierung der Doppelstrang-DNA
1 min 57°C | Anlagerung der Primer
2 min 72°C | DNA-Synthese mit Hilfe der Tag DNA Polymerase
1 5 min 72°C | Finale DNA-Synthese
1 0 4°C | Kuhlen/Aufbewahrung

Um das Syntheseprodukt sichtbar zu machen, werden alle Proben nach der Farbung mit

Ethidium-Bromid durch Elektrophorese durch ein 1,5%iges Agarose-Gel bewegt und

unter UV-Licht ausgewertet. Eine positive und eine negative Kontrolle werden pro

Durchgang mitgeflihrt. Das erwartete amplifizierte p-Aktin-Fragment ist 309 Basenpaare
(bp) groR und wird mit Hilfe des DNA Molekulargewicht-Markers ®X174 DNA/Hinf1 der
Firma Fermentas (seit 2010 Teil von Thermo Fisher Scientific) in 85 Proben identifiziert.

Diese Proben eignen sich damit fr die weitere Untersuchung auf HPV DNA.
HPV-DNA wird in den Proben durch PCR mit Short PCR Fragment (SPF)-Primern
vervielfaltigt (Tabelle 3, Tabelle 5).
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Tabelle 5: PCR-Protokoll fur HPV-Amplifikation

Anzahl der | Dauer | Temperatur | Ziel
Zyklen
1 2 min 20°C | Verunreinigungen durch vorherige PCR-Produkte
werden durch Uracil-DNA Glycosylase beseitigt
1 4 min 95°C | Deaktivierung der Uracil-DNA Glycosylase;
Denaturierung der Doppelstrang-DNA,;
Aktivierung der Taq DNA Polymerase
30 45 s 95°C | Denaturierung der Doppelstrang-DNA
1 min 47°C | Anlagerung der Primer
2 min 72°C | DNA-Synthese mit Hilfe der Tag DNA Polymerase
1 5 min 72°C | Finale DNA-Synthese
1 0 4°C | Kuhlen/Aufbewahrung

Mit SPF-Primern kann ein 65 bp langes Fragment amplifiziert werden. Das System
bietet eine sehr hohe Sensitivitat und ermoglicht es mindestens 43 verschiedene HPV-
Genotypen nachzuweisen (Kleter et al. 1998). Positive Proben werden auf einem
2%igen Agarose Gel mit Ethidium Bromid Farbung mit Hilfe des DNA Molekulargewicht-
Markers ®X174 DNA/Hinf1 im UV-Licht identifiziert. Bei jedem Elektrophoresevorgang

werden eine positive und eine negative Kontrolle mitgefuhrt.

2.2.2 pl6-Farbung

P16 wird durch immunhistochemische Farbung an 4 pm dicken Schnitten
nachgewiesen. Hierzu wird das CINtec® Histology Kit (Ventana) zusammen mit dem
ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana) in einem Ventana Benchmark XT
Farbeautomaten verwendet und nach Herstellerangaben vorgegangen. Nach der
Entparaffinierung im Instrument, findet eine Antigendemaskierung mit der Cell
Conditioning 1-Losung (Ventana) statt. Hierauf folgt eine Inkubation der Schnitte mit
dem monoklonalen Maus Antikorper aus dem CINtec® Kit, der gegen das humane
pl6INK4A-Protein gerichtet ist. Die erfolgten Reaktionen mit dem pl6INK4A-Protein
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werden mit Hilfe des enzymgekoppelten Antikérper-Chromogen-Systems, ultraView
Universal DAB Detection Kit, dargestellt. Hierbei bindet der enzymgekoppelte
Sekundarantikdrper an den Anti-pl6-Mausantikérper. Ein Wasserstoffperoxidsubstrat
kann durch dieses Enzym mit 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) bei
Anwesenheit von Kupfer zu einem braunen Prézipitat reagieren. An Stellen, an denen
das p16INK4A-Protein vorkommt, entsteht so ein braunes Reaktionsprodukt (Abbildung

3). Im Anschluss erfolgt eine Haematoxylin-Gegenfarbung der Zellkerne.

braunes DAB
Prazipitat

H20,

DAB

/ ."é'ﬂzymgekomaerter

Sekundarantikorper
Primarer Antikorper...

‘ | Antigen
Gewebe

Abbildung 3: schematische Darstellung der Nachweisreaktion von pl6é mit dem
ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana). Aus der Gebrauchsanleitung fir
ultraView universal DAB Detection Kit, 2011, Ventana Medical Systems, Inc.

Die Ergebnisse werden unter einem Lichtmikroskop ausgewertet. Farbung des Zellkerns

und/oder des Zytoplasmas wird als positive Reaktion gewertet.

2.2.3 HMGA2-Analyse

Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbte Schnitte werden auf ihren Anteil von normalem zu

neoplastischem Gewebe bewertet. Wenn die Proben zusatzlich zum Tumorgewebe
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noch gesundes Schleimhautgewebe enthalten, werden die Karzinomzellen mittels
Lasermikrodissektion mit einer Olympus LMS Workstation aus HE gefarbten Schnitten
isoliert. Pro Probe werden drei 5 um dicke Schnitte der FFPE-Blocke fir die Analyse
angefertigt.

Die Isolation der RNA erfolgt nach Protokoll des Roche MagNA Pure LC RNA Isolation
Kit Ill. Das nicht mikrodissektierte Tumorgewebe wird durch Entparaffinierung mit Xylol
und Auswaschung mit Ethanol fir die RNA-Isolation vorbereitet. Nach Trocknung des
Gewebes fur 10 min bei 55°C werden 100 ul Paraffin Homogenisierungs-Puffer, 16 pl
Natriumdodecylsulfat und 40 pl Paraffin Homogenisierungs-Enzym aus dem RNA
Isolations Kit hinzugeftigt.

Die Lésung wird fur sechs Stunden bei 55°C inkubiert. Nachdem Gewebereste durch
zentrifugieren am ReaktionsgefalRboden gesammelt wurden, werden 130 pl des Lysates
in den Roche MagNa Pure LC Uberfihrt und mit 220 pl Gewebelyse-Puffer versetzt. Die
weiteren Schritte der RNA-Isolation laufen vollautomatisch im Roche MagNA Pure LC
ab.

Im Isolationsautomaten werden magnetische Glasperlen hinzugefiigt, an die die RNA
binden kann. DNA wird durch Zugabe von DNase zersetzt. Die Glasperlen mit der
gebundenen RNA werden mit einer Reihe verschiedener Puffer von Verunreinigungen
wie z.B. Proteinen, Zellmembranen etc. rein gewaschen. SchlieBlich wird die RNA
wieder von den magnetischen Glasperlen gelést. Nach dieser Isolation stehen 100 pl
RNA-LOsung fur die weiteren Schritte bereit.

Mit dem NanoDrop (Thermo Scientific) wird die Konzentration der isolierten RNA durch
Spektralphotometrie bestimmt. Bei reiner RNA soll das Verhaltnis der Absorptionen bei
260 nm und 280 nm Wellenlange bei ungefahr 2,0 liegen.

Bei der Integritatskontrolle der RNA des ,Housekeeping“ Gens 18S mit dem Agilant
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) wird eine starke Schadigung der RNA in den
Proben im Vergleich zu Kontroll-FFPE-Material festgestellt.

Die RNA wird mit dem Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit in cDNA
umgeschrieben. Hierzu werden auf Eis jeweils 11 ul der RNA-Losung mit 2 pl des
Random Hexamer Primers des Kits vermischt. Um die Sekundarstruktur der RNA zu
denaturieren, wird das RNA-Primer-Gemisch bei 65°C fur 10 Minuten erwarmt und dann

16



sofort auf Eis heruntergekuhlt. Danach wird der Mastermix (Tabelle 6) fur die reverse
Transkription hinzugefigt und die Reaktionsrohrchen mit 20 pl Inhalt im Thermocycler
10 Minuten bei 25°C gefolgt von 30 Minuten bei 55°C inkubiert. Nach dieser Zeit wird
die Reverse Transkriptase fur 5 Minuten bei 85°C deaktiviert. Die umgeschriebene
cDNA kann dann mehrere Stunden bei 4°C aufbewahrt werden oder fur langere Zeit bei
-20°C tiefgefroren werden.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Mastermixes fir die Reverse Transkription der RNA;
alle Komponenten sind Bestandteil des Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kits
(Roche)

Komponenten Menge in pl

Reaktions-Puffer 4,0 ul
RNase Inhibitor 0,5 ul
Desoxynucleotid Mix 2,0 ul
Reverse Transkriptase 0,5 pl

Die Real-Time quantitative PCR (RT-PCR) wird mit dem Applied Biosystems 7900HT
FAST Real-Time PCR System durchgefuhrt. Der Gehalt an HMGA2 wird in Relation zur
18S-RNA als endogene Kontrolle bestimmt. Die richtlinienkonforme Verwendbarkeit
(Applied Biosystems 2008) von 18S-RNA als endogene Kontrolle fir den Gehalt an
HMGAZ2-RNA wurde bereits an anderer Stelle bestatigt (Meyer 2010). Pro Probe werden
jeweils 3 Reaktionsansatze fir HMGA2 und 18S im RT-PCR-Cycler analysiert. Der
RNA-Gehalt der Proben betragt 25 ng bei HMGA2 und 2,5 ng bei 18S. Spezielle
TagMan®-Primer fur HMGA2 und 18S werden von Applied Biosystems bestellt
(HMGAZ2: Nr. Hs00171569 m1; 18S: Nr. Hs03003631_gl). Das Reaktionsgemisch
besteht pro Ansatz aus 10 pl FastStart TagMan® Probe Master (Roche), 1 pl des
TagMan® Primers fur HMGA2 bzw. 18 S und 9 pl cDNA-LOsung mit entsprechendem
DNA-Gehalt. Die Bedingungen fur die RT-PCR werden auf folgende Parameter
festgelegt: 50°C fiur 2 Minuten, 95°C fir 10 Minuten, gefolgt von 50 Zyklen a 95°C fur 15
Sekunden und 60°C fiir 1 Minute.
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Die relative Mengenbestimmung von HMGA2 (RQ-HMGA?2) in Bezug auf 18S wird mit
dem Applied Biosystems RQ-Manager 1.2 mit der komparativen 2*“-Methode
berechnet: Der Zyklus, ab dem im Real-Time-Cycler eine sich verstarkende Fluoreszenz
aufgezeichnet wird (Ct), wird sowohl fir das untersuchte Gen HMGAZ2 als auch fur das
endogene Kontrolle 18S bestimmt. Je mehr RNA des gesuchten Gens in der Probe
enthalten ist, desto friiher ist eine exponentielle Zunahme der Fluoreszenz nachweisbar.
Zur Vergleichbarkeit der Proben untereinander wird die Menge der nachzuweisenden
HMGAZ2-RNA als normierte Grol3e zu der Menge der 18S-Kontroll-RNA angegeben
(ACt). Diese normierte Mengenangabe wird anschlieRend kalibriert, indem sie mit der
normierten Menge von HMGAZ2 in unveranderter Mundschleimhaut verglichen wird.

2.2.4 Statistische Methoden

Die durch die Untersuchungen erlangten Daten werden auf ihre Auswirkung auf das
rezidivireie und das Gesamtiiberleben untersucht. Das rezidivfreie Intervall wird definiert
als der Zeitraum zwischen RO-Resektion des Tumors und letztem
Nachuntersuchungsdatum, wenn der Patient rezidiv-frei ist, oder dem Datum der
Diagnose des ersten Rezidivs. Dabei wird nicht zwischen Ilokalen Rezidiven,
Lymphknotenmetastasen oder Fernmetastasen unterschieden. Die
Gesamtiuberlebenszeit wird festgelegt als Zeit zwischen Operation und letztem
Nachuntersuchungsdatum bzw. dem Todesdatum.

Die Ausgangsvariablen sind Geschlecht, Alter, Raucher/Nichtraucher, Alkoholkonsum,
T-Status (T1-T4), N-Status (NO-N2) HPV (positiv/inegativ), p16 (positiv/negativ) und RQ-
HMGA2 (auf logarithmischer Skala). Zuerst wird eine univariate Analyse mit Hilfe der
Kaplan-Meier Methode und des Log-Rang-Tests durchgefuhrt. Um ein statistisches
Model zu erhalten, dass auch die fehlenden Daten besser bertcksichtigt, wird danach
bei der Cox Regressionsanalyse das Verfahren der multiplen Imputation (Rubin 1987)
angewendet. Die insignifikanten Variablen werden nacheinander aus der Analyse

entfernt, bis alle verbleibenden signifikant oder grenzwertig signifikant sind. Als
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signifikant wird ein p-Wert kleiner gleich 0,05 gewertet. Alle statistischen Auswertungen

werden mit der Software R Version 3.2.5 durchgefihrt.

3 Ergebnisse

Auch in unserer Studienpopulation zeichnet sich entsprechend dem bundesweiten
Trend ab, dass deutlich mehr Manner (64,8%) als Frauen (35,2%) an Mundhéhlenkrebs
erkrankt sind.

Des Weiteren geben auch in dieser Studiengruppe die meisten Patienten an, den
Hauptrisikogruppen der Raucher (84,3%) und regelmafiigen Alkoholkonsumenten
(52,8%) anzugehoren. Bei dem Grol3teil (74,8%) der Patienten wird der Tumor mit einer
geringen Ausdehnung (T1 und T2) und bei gut der Hélfte ohne Lymphknotenmetastasen
(54,9%) entdeckt. Keiner der Patienten hat zum Diagnosezeitpunkt feststellbare
Fernmetastasen (Tabelle 7). Die haufigste Lokalisation fur orale Karzinome ist der
Mundboden (51,6%) (Tabelle 2).
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Tabelle 7: klinische und pathologische Parameter der Studienpopulation

Haufigkeit %
Pathologisches T-Stadium
1 41 45,1
2 27 29,7
3 7 7,7
4 16 17,6
Pathologischer Nodalstatus
NO 50 54,9
N1 18 19,8
N2 23 25,3
Fernmetastasen
MO 88 96,7
M1 0 0
Mx 3 3,3
Raucher (keine Angabe, n =
2)
nein 14 15,7
ja 75 84,3
Alkohol (keine Angabe, n =
2)
nein 42 47,2
ja 47 52,8

HPV-DNA wird in 7 (8,2%) von 85 Plattenepithelkarzinomen gefunden (Tabelle 8 und im
Anhang Abbildung 5 - Abbildung 13). 6 Proben beinhalten keine adaquate DNA fir den
HPV-Test, da die Integritat der DNA nicht mittels B-Aktin PCR nachgewiesen werden

kann.
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Die immunhistochemische Farbung fur p16 zeigt eine positive Reaktion in 14 (15,4%)
von 91 Proben (Tabelle 8). Mesenchymale und nicht-dysplastische Zellen weisen keine
Immunreaktion auf (Abbildung 4).

Tabelle 8: Vorkommen von HPV und p16 in Mundhéhlenkarzinomen

Haufigkeit %
HPV @
positiv 7 8,2
negativ 78 91,8
pl6
positiv 14 154
negativ 77 84,6

a

Die Daten fir 6 Proben sind nicht verfigbar, da keine
ausreichende Integritat der DNA gegeben war.

Abbildung 4: Immunhistochemische Féarbung von p16 bei einem Mundhdhlenkarzinom.

21



Der zweiseitige exakte Fisher Test wird durchgefuhrt um eine Abhangigkeit von HPV
und pl16 zu untersuchen. Es ergibt sich ein p-Wert von 1,0 (Signifikanzniveau 0,05) und

damit kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den beiden Markern.

Die Messung fur HMGA2 kann nur bei 40 Gewebeproben durchgefuhrt werden. In den
anderen 51 Proben ist die RNA zu stark geschadigt, sodass selbst 18S RNA nur in sehr
geringen Mengen nachgewiesen werden kann.

In unverénderter Mundschleimhaut ist nur eine geringe Menge HMGA2 nachweisbar. In
den Tumorproben wird eine erhdhte Expression von HMGA2 im Vergleich zur normalen
Mundschleimhaut festgestellt. Die Mengen variieren zwischen dem 32-fachen und

31.700-fachen Gehalt an HMGA2 relativ zu gesunder Mundschleimhaut (Diagramm 1).
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Diagramm 1: Expression des high mobility group Gens A2 (HMGAZ2) in Karzinomen
der Mundhdhle. Karzinomfreie Mundschleimhaut (neg) wurde als Kalibrator festgelegt.
Mittelwert aus 3 Proben (Raute) und Spanne von minimal bis maximal Vorkommen von
HMGAZ2 (Linie).

Da die Expression von HMGAZ2 in unseren Proben sehr weit aufgefachert ist, wird fur die

weitere Analyse der Daten mit einer logarithmischen Skala gearbeitet.
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3.1 Rezidivfreies Uberleben

Drei Patienten werden von den Berechnungen fur das rezidivfreie Uberleben
ausgeschlossen, weil ein Nachbeobachtungszeitraum von weniger als einem halben

Jahr (n = 2) oder frihzeitiger Tod (n = 1) vorliegen.

Bei 32 der 88 Patienten (36,4%) wird in der Nachbeobachtungszeit ein Rezidiv in Form
eines lokal wiederkehrenden Karzinoms oder einer Lymphknoten- bzw. Fernmetastase
festgestellt.

Alter, Geschlecht, Rauchen/Alkoholkonsum, HPV und T-Status zeigen Ubereinstimmend
mit den Kaplan-Meier Kurven (Diagramm 2) keine statistisch signifikanten Unterschiede

bei den Risikoraten in der univariaten Analyse (Tabelle 9).
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Diagramm 2: Einfluss der verschiedenen Parameter auf das rezidivfreie Uberleben.
Kurven basieren auf der Kaplan-Meier Methode.
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Tabelle 9: Risikoraten der potentiellen prognostischen Faktoren fir das rezidivireie
Uberleben. Berechnet mit Log-Rang-Test.

Parameter Risikorate 95% p-Wert
Konfidenzintervall

Alter

55.7<Alter<62.4 0,59 0,27 - 1,31 0,194

Alter>62.4 0,85 0,42 -1,75 0,661
Geschlecht

mannlich 1,16 0,60 —-2,24 0,65
Rauchen/Alkoholkonsum

Raucher/kein Alkohol 0.96 0,40 — 2,29 0,924

Raucher/Alkohol 1,04 0,41 - 2,60 0,937
T-Status

T2 1,45 0,68 — 3,09 0,332

T3 1,55 0,45-5,34 0,492

T4 1,53 0,67 — 3,47 0,314
N-Status

N1 1,68 0,73 -3,87 0,225

N2 2,23 1,11-4,50 0,025
HPV

positiv 0,58 0,14 -2,42 0,457
p16

positiv 0,42 0,13-1,38 0,154
log(RQHMGA?2)

6.5 < log(RQHMGA2) < 1,82 0,51 -6,49 0,357

log(RQHMGA2)> 8.6 2,7 0,80 -9,13 0,110

Nachdem in der Cox Regressions Analyse alle insignifikanten Variablen entfernt
wurden, bleiben als signifikante oder grenzwertig signifikante Parameter noch der N-
Status, RQ-HMGA2 und p16 ubrig. Der Chi-Quadrat-Test wird durchgefuhrt, um eine
Abhéngigkeit der Faktoren untereinander auszuschlieBen. Es zeigt sich, dass der N-
Status mit dem pl16-Status korreliert (p < 0,0001). Daher wird der pl6-Status, der nur
grenzwertige Signifikanz beim Gesamtiiberleben (p = 0,081) und keine Signifikanz beim
rezidivfreien Uberleben (p = 0,112) zeigt, auch aus der endgiiltigen Analyse entfernt.

Patienten mit nur einer kleinen bis zu 3 cm grofRen Lymphknotenmetastase (N1) haben

ein 1,8-faches Risiko an einem Rezidiv zu erkranken verglichen mit Patienten ohne
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feststellbare Lymphknotenmetastasen (NO). Ein statistisch signifikanter Unterschied fur
die Rezidivrate zwischen NO und N1 eingestuften Patienten lasst sich nicht zeigen (p =
0,198).

Bei Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen zwischen 3 und 6 cm Durchmesser
(N2) erhoht sich das Risiko an einem Rezidiv zu erkranken deutlich (Risikoquotient
2,469 verglichen mit NO). Der Effekt auf die rezidivfreie Uberlebenszeit ist signifikant (p
= 0,020) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Beeinflussung des rezidivfreien Uberlebens nach Mundhohlenkarzinom
durch Lymphknotenstatus und Expression von HMGA2 (RQHMGA?2)

Risikoquotient p-Wert 95% Konfidenzintervall
N-Status
N1 1,814 0,198 -0,310 - 1,501
N2 2,469 0,020 0,139 — 1,668
logRQHMGA2 1,302 0,057 -0,008 - 0,536

Der Effekt von HMGA2 auf das rezidivfreie Uberleben zeigt sich als grenzwertig
signifikant (p = 0,057) (Tabelle 10). Mit zunehmender Expression von HMGAZ2 ist eine
Abnahme im Anteil der rezidivfreien Patienten feststellbar. Bei Tumoren mit sehr
geringer HMGAZ2-Expression liegt der Anteil an rezidivfreien Patienten nach 5 Jahren
bei 74%. Schaut man sich hingegen die Patientengruppe mit der hochsten HMGA2-
Expression in den Karzinomen an, liegt der Anteil rezidivfreier Patienten nach 5 Jahren
nur bei 48% (Diagramm 2).

Niedrige HMGAZ2-Expression bietet in jedem N-Stadium eine relativ gute
Wabhrscheinlichkeit fur Rezidivfreiheit (NO: 82%, N1: 74%, N2: 65%), bei hohen HMGA2-
Expressionen ist mit geringen Wahrscheinlichkeiten fir Rezidivfreiheit zu rechnen (NO:
52%, N1: 38%, N2: 25%) (Diagramm 3).
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Diagramm 3: Einfluss der Expression von high mobility group Gen A2 (HMGAZ2)
kombiniert mit dem Einfluss des Nodalstatus (NO — N2) auf das rezidivfreie Uberleben.

3.2 Gesamtuberleben

Die 5-Jahres-Uberlebensrate der Studienpopulation liegt bei 75%.

Die univariate  Datenanalyse zeigt auch hier bei Alter, Geschlecht,
Rauchen/Alkoholkonsum, HPV und T-Status Ubereinstimmend mit den Kaplan-Meier
Kurven (Diagramm 4) keine statistisch signifikanten Unterschiede bei den Risikoraten
(Tabelle 11).
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Wahrscheinlichkeit Gesamtiberleben

Diagramm 4: Einfluss der verschiedenen Parameter auf das Gesamtuberleben.

basieren auf der Kaplan-Meier Methode.
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Tabelle 11: Risikoraten der potentiellen prognostischen Faktoren fir das
Gesamtuberleben. Berechnet mit Log-Rang-Test.

Parameter Risikorate 95% p-Wert
Konfidenzintervall

Alter

55.7<Alter<62.4 0,64 0,21-1,94 0,427

Alter>62.4 1,17 0,45 - 3,03 0,753
Geschlecht

mannlich 0,85 0,36 — 2,01 0,717
Raucher/Alkoholkonsum

Raucher/kein Alkohol 0,77 0,27 — 2,22 0,626

Raucher/Alkohol 0,57 0,16 — 1,97 0,373
T-Status

T2 1,18 0,42 — 3,33 0,753

T3 1,52 0,33-7,08 0,591

T4 1,53 0,51 -4,57 0,446
N-Status

N1 3,72 1,30 - 10,65 0,014

N2 3,3 1,20-9,12 0,021
HPV

positiv 1,22 0,28 — 5,28 0,789
pl6

positiv 0,23 0,03-1,73 0,154
log(RQHMGA?2)

6.5 < log(RQHMGA?2) < 1,13 0,23 -5,64 0,878

log(RQHMGAZ2)> 8.6 2,72 0,65 -11,36 0,17

Die Cox Regressionsanalyse ergibt einen signifikanten  Einfluss  von
Lymphknotenmetastasen auf das Gesamtiberleben der Patienten (p = 0,019 bei N1 und
p = 0,020 bei N2). Patienten bei denen das Mundhéhlenkarzinom bereits in die
Lymphknoten metastasiert hat, haben im Beobachtungszeitraum eine 3,5 — 4-fach
erhohte Sterbewahrscheinlichkeit gegentiber Patienten, bei denen keine Metastasen
nachgewiesen sind (Tabelle 12).

Auch HMGA2 zeigt signifikante Auswirkungen auf die Uberlebensrate des
Studienkollektivs (p = 0,049) (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Beeinflussung des Gesamtiuberlebens nach Mundhdhlenkarzinom durch
Lymphknotenstatus und Expression von HMGA2 (RQHMGA2)

Risikoquotient p-Wert 95% Konfidenzintervall
N-Status
N1 3,923 0,019 0,230 — 2,504
N2 3,536 0,020 0,195 - 2,331
logRQHMGA?2 1,401 0,049 0,001 -0,673

Patienten mit einer geringen Expression von HMGAZ2 im Karzinom haben eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 81%, wahrend die Patienten mit der hochsten Expression von
HMGAZ2 im Tumor nur eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 51% haben (Diagramm 4).

Kombiniert man den Einfluss von HMGA2 und dem Nodalstadium auf die
Gesamtuberlebensrate, fallt auf, dass bei niedriger Expression von HMGA2 und NO-
Status die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 87% liegt. Auch bei N2-Status
und niedriger HMGA2-Expression liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit im 5-Jahres-
Zeitraum immerhin noch bei 77%. Bei stark erhdhter Expression von HMGA2 im
Karzinom und NO-Status liegt die Uberlebensrate nur noch bei 63% im
Nachbeobachtungszeitraum von 5 Jahren. Eine deutlich geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit (42%) zeigen Mundhohlenkarzinome, wenn zusatzlich zur

starken HMGA2-Expression auch der Lymphknotenstatus N2 erfillt ist (Diagramm 5).
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Diagramm 5: Einfluss der Expression von high mobility group Gen A2 (HMGAZ2)
kombiniert mit dem Einfluss des Nodalstatus (NO — N2) auf das Gesamtuberleben.

4 Diskussion

Patienten bei denen Mundhdhlenkrebs diagnostiziert wird, haben immer noch eine
niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 50% (Robert Koch-Institut und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013) und eine
relativ hohe Wahrscheinlichkeit einen Ruckfall zu erleiden (Micke et al. 2009). Bisher
wird in der Routinediagnostik hauptsachlich die TNM-Klassifikation eingesetzt. Leider ist
mit dieser Klassifikation erst nach der Operation ein exaktes Staging des Karzinoms
moglich. Wenn es gelingt geeignete molekulare Marker zu finden, die es ermgglichen
schon bei Biopsieentnahme das Karzinom genauer zu klassifizieren, wirde es zu einer
Verbesserung in der Krebstherapie kommen. Bei PEC niedriger Aggressivitat, kbnnten
die Resektionsgebiete bei der Neck-Dissection zu Gunsten einer besseren
Lebensqualitdit nach Moglichkeit kleiner gehalten werden. Bei sehr aggressiv
wachsenden PEC koénnten zusatzliche adjuvante Therapien und engmaschigere
Nachsorgen durchgefihrt werden.

Diese Arbeit analysiert das Vorhersagepotential von HPV, p16, HMGA2 und der TNM-
Klassifikation fur Rezidivraten und Gesamtiiberlebensraten bei Patienten denen ein

Mundhdhlenkarzinom operativ vollstdndig entfernt werden konnte.
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Die 5-Jahres-Uberlebensrate der Studienpopulation ist mit 75% hoher als die in der
Literatur angegebene mit ca. 50% (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013). Da von vorneherein nur
Patienten mit vollstdndig resektierten Karzinomen in die Studie aufgenommen wurden,
ist es wahrscheinlich, dass der bessere Wert durch die Selektion des Patientenpools
zustande kommt. Fast 75% in dieser Studie haben einen Tumor kleiner Ausdehnung (T1
oder T2) und nur etwa die Halfte (54%) haben Lymphknotenmetastasen. Patienten mit
schlechter 5-Jahres-Prognose (UICC Stadium 1l und IV) sind daher nur zu einem
geringen Anteil vertreten. Aufl3erdem ist anzunehmen, dass die engmaschige
Nachsorge, an der die Patienten dieser Studie teilnehmen, dazu fihrt, dass Rezidive
frihzeitig erkannt und operativ entfernt werden. Eine erneute fortschreitende
Tumorausbreitung, die zu einem krankheitsbedingten Tod fuhrt, wird so wahrscheinlich
haufig vermieden.

Die Rezidivrate liegt mit 36,4% innerhalb der zu erwartenden Werte von 25-45% (Mucke
et al. 2009).

HPV-Positivitat wird bei Pharynxkarzinomen mit einer verbesserten Uberlebensrate und
einer geringeren Rezidivrate in Verbindung gebracht, bei PEC der Mundhdhle hingegen
zeigt sich kein Einfluss auf die Uberlebensraten. Ob HPV-Positivitat zu einer geringeren
Rezidivrate flhrt, ist noch nicht abschlieBend geklart (Ragin, Taioli 2007), (Reimers et
al. 2007), (Reuschenbach et al. 2013), (Zafereo et al. 2016).

HPV-DNA wird in dieser Studie in 7 der 85 Karzinomproben nachgewiesen. Die
durchgefiihrte Kaplan-Meier-Analyse zeigt, dass HPV die Rezidiv- und Uberlebensrate

nicht beeinflusst.

Verlust von pl16 bei Mundhdhlenkrebs wird mit einer schlechteren Prognose fir die
rezidivfreie Zeit und die Zeit des Gesamtiiberlebens in Verbindung gebracht (Jayasurya
et al. 2005), (Shah et al. 2009), (Smith et al. 2008).

In dieser Studie lasst sich p16 in 14 von 91 Fallen immunhistochemisch darstellen.
Patienten mit p16-postiven Karzinomen bleiben haufiger frei von Rezidiven (79%) als
Patienten mit p16-negativen Karzinomen (58%). In der Datenanalyse zeigt sich keine
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Signifikanz bei der Rezidivrate (p = 0,112) und ein grenzwertig signifikanter Einfluss auf
die Gesamtiuberlebensrate (p = 0,081). Der Chi-Quadrat-Test indiziert jedoch eine

Abhangigkeit zwischen p16 und dem Nodalstatus.

Eine Abh&angigkeit zwischen pl6-Anfarbbarkeit und einer Infektion der Zellen mit HPV

kann wie erwartet (Pérez-Sayans et al. 2011) nicht nachgewiesen werden (p = 1,0).

HMGA?2 ist bei diversen Krebsarten ein vielversprechender Marker, um aggressive
Ausbreitungstendenzen der Tumorzellen abschéatzen zu kénnen (Fusco, Fedele 2007).
Miyazawa et. al gelingt es in einer Studie mit 42 Patienten einen Zusammenhang
zwischen HMGAZ2 und Karzinomrezidiven herzustellen (Miyazawa et al. 2004).

Bei dem quantitativen Nachweis von HMGA2 tauchen Probleme mit der
Nukleinsaurequalitat der vom Institut fur Pathologie der Christian-Albrechts-Universitéat
zu Kiel gestellten Tumorproben auf. Es ist durchaus auch bei FFPE-Proben mdglich
gute Resultate bei der quantitativen RT-PCR zu erhalten (Belge et al. 2008), allerdings
wurde in den Jahren, aus denen die Studienproben stammen, ungepuffertes Formalin
verwendet, welches die RNA geschadigt hat. Nach Uberprufung der RNA-Integritat mit
dem Agilant 2100 Bioanalyzer, zeigt sich ein starker Zerfall der RNA der Proben im
Gegensatz zum FFPE-Kontrollgewebe, welches in gepuffertem Formalin fixiert wurde.
Deshalb ist es uns nur bei 40 der 91 Proben gelungen, ausreichend RNA fir die
HMGAZ2-Analyse zu isolieren. Die Resultate zeigen eine grof3e Streuung des HMGA2-
Gehaltes der Karzinomzellen.

Der in dieser Studie benutzte Nachweis von HMGA2 mittels RT-PCR ist sehr viel
sensitiver als der immunhistochemische Nachweis den Miyazawa et al. in ihren Tests
benutzen. Daher ist es nicht wie in Miyazawa’s Studie (Miyazawa et al. 2004) mdglich,
eine HMGA2-positive und eine HMGA2-negative Gruppe zu bilden. Stattdessen wird die
guantitative Menge HMGAZ2 auf einer logarithmischen Skala bewertet.

Bei den Karzinomen, die in dieser Studie zu der Gruppe mit geringer HMGA2-
Expression zahlen, rezidivieren in funf Jahren Nachbeobachtungszeit nur 26%. In der
Gruppe mit sehr hoher HMGAZ2-Expression rezidivieren hingegen 52%. Bei der Analyse

mittels Cox Regression findet sich eine grenzwertig signifikante Beeinflussung der
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Rezidivrate durch die quantitative Menge von HMGA2 (p = 0,057). Damit kann der
Einfluss von HMGAZ2 auf die Rezidivneigung, den Miyazawa et al. in ihrer Studie finden

(Miyazawa et al. 2004), durch diese Studie unterstitzt werden.

Einen signifikanten Effekt hat die HMGA2-Expression auf die Gesamtiiberlebensrate (p
= 0,049). Die 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit nur geringer HMGA2
Expression (log(RQHMGA?2) < 6,5) liegt bei 81%, wahrend die Rate bei denen mit hoher
HMGAZ2-Expression (log(RQHMGA2 > 8,6) nur bei 51% liegt.

Die TNM-Klassifizierung der UICC erlaubt nach Vorliegen des Tumorresektates eine
sehr gute Beurteilung der Ausdehnung des Primartumors und des Ausbreitungsgrades
in den ableitenden Lymphbahnen. Bei groRer Ausdehnung und insbesondere
infiltrativem Wachstum in die benachbarten Strukturen, sowie bei Metastasen in den
Lymphbahnen, ist von einer geringeren Uberlebensrate auszugehen (Pulte, Brenner
2010), (Kovacs et al. 2007). Auch die Rezidivrate scheint hierdurch negativ beeinflusst
zu werden (Vazquez-Mahia et al. 2012).

In der vorgegebenen Studienpopulation zeigen sich keine Hinweise auf eine
Beeinflussung von Uberlebens- und Rezidivrate durch die GroRRe des Primartumors. Da
nur Patienten mit komplett reseziertem Karzinom (RO) in die Studienpopulation
aufgenommen wurden, ist der Anteil an grol3 ausgedehnten Karzinomen und solchen,
die bereits Nachbarstrukturen infiltrieren, deutlich geringer, als in den Populationen
anderer Studien. Einen Anhalt fir diese Annahme gibt das Institut fir
Krebsepidemiologie e.V., das flur die Diagnosejahre 2009-2010 einen Anteil von 65% fir
fortgeschrittene  Karzinome mit Metastasen oder infiltrativem Wachstum in
Nachbarstrukturen angibt (Institut fur Krebsepidemiologie e.V. 2014). In dieser Studie
machten diese Karzinome nur 33% aus. Naturgemal3 ist die vollstdndige Resektion
eines schon Knochen oder Nervenbahnen infiltrierenden Karzinoms schwierig, wenn
nicht gar unmdglich, wenn dadurch die Funktionalitat oder Lebensqualitdt zu stark
eingeschrankt wird. Gerade die vollstandige Entfernung des Karzinoms ist allerdings
wichtig, um eine gute Uberlebensprognose zu gewahrleisten. Wiirde man die Patienten

mit nicht vollstandig entfernbaren Karzinomen mit in die Studienpopulation integrieren,
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konnte sich die in der Literatur erwahnte Beeinflussung von Uberlebens- und
Rezidivrate darstellen lassen.

Nachweisbare Lymphknotenmetastasen beeinflussen in dieser Studie sowohl
Uberlebens- als auch Rezidivraten. Eine statistisch signifikante Auswirkung auf das
Gesamtiuberleben zeigt sich bei Lymphknotenstatus N1 (p = 0,019) und N2 (p = 0,02).
Bei Betrachtung des rezidivfreien Uberlebens zeigt sich nur bei Lymphknotenstatus N2
eine statistische Signifikanz (p = 0,02). Wenn nur eine bis zu 3 cm grol3e
Lymphknotenmetastase gefunden wird, war der Vergleich zum NO-Status in der
rezidivfreien Uberlebenszeit nicht signifikant. Je weiter ein Karzinom bereits gestreut
hat, desto schwieriger wird es fir den Operateur es mit samtlichen Metastasen zu
entfernen. Daher steigt die Wahrscheinlichkeit trotz genauester histologischer Kontrollen
erkranktes Gewebe zuriickzulassen, das dementsprechend mit der Zeit zu einem
makroskopisch feststellbaren Rezidiv heranwachst. Es ist daher absehbar gewesen,
dass die Rezidivrate der N2-Gruppe starker von der NO-Gruppe abweicht, als die der
N1-Gruppe. Interessant ist, dass die Auswahlkriterien der Studienpopulation hier im
Gegensatz zum T-Stadium keine Auswirkungen auf die Resultate haben, obwohl auch
hier durch die Auswahl ein Grof3teil der bereits stark metastasierten und damit nicht
mehr vollstandig entfernbaren Karzinome weggefallen sein misste. Der Einfluss des
Nodalstatus scheint demnach weniger durch Populationsauswahlkriterien verfalschbar
zu sein.

Sehr interessant sind die Ergebnisse der Kombination von N-Status und HMGA2-
Expression. Wahrend Patienten ohne Lymphknotenmetastasen und mit sehr geringer
HMGAZ2-Expression im Karzinom zu 87% im 5-Jahres-Zeitraum Uberlebten, Sinkt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit  deutlich ab auf 42% bei nachgewiesenen
Lymphknotenmetastasen und stark erhéhter HMGA2-Expression. Bei dem rezidivfreien
Uberleben zeigt sich, dass bei niedrigem HMGA2-Vorkommen selbst bei Status N2 65%
nach 5 Jahren rezidivirei blieben, wahrend bei hohem HMGA2-Gehalt bei gleichem
Lymphknotenstatus nur 25% rezidivfrei blieben. Da HMGAZ2 in Karzinomen besonders in
der invasiven Randarealen exprimiert wird (Miyazawa et al. 2004), (Morishita et al.
2013) und hier den Karzinomzellen ermdéglicht aul3erhalb des Epithelverbandes in

gesundes Gewebe hineinzuwachsen, kann angenommen werden, dass eine extrem
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erhohte HMGAZ2-Expression schon Ausdruck von Mikrometastasierung oder
Mikroauslaufern des Primartumors ist. Eine alleinige chirurgische Entfernung erreicht bei
dieser Gruppe von Karzinomen vielleicht nicht alle entarteten Zellen und fuhrt im
Endeffekt zu einer erhdhten Sterblichkeit durch das Karzinom. Sollte dies in einer Studie
bestatigt werden konnen, ware bei dieser Patientengruppe zusatzlich zur radikalen
operativen Entfernung auch Uber eine adjuvante Chemo- oder Radiotherapie und

engmaschigeren Nachkontrollen zugunsten besserer Uberlebensraten nachzudenken.

Wahrend HPV-Diagnostik und p16-Status bei Mundhdhlenkarzinomen in dieser Studie
nicht geeignet sind, um Rezidivraten oder Uberlebenswahrscheinlichkeiten des
Patienten abzuschatzen, ist die HMGAZ2-Expression durchaus ein interessanter
molekularer Marker, um die Rezidivneigung von Mundhohlenkarzinomen und die
Uberlebenswahrscheinlichkeit abschatzen zu kénnen.

Der Nodalstatus ermdglicht eine gute Einschatzung zur Prognose der
Uberlebenschancen und Rezidivneigung eines Patienten. Nachteilig ist beim
Nodalstatus zu vermerken, dass er erst endgiltig festgestellt werden kann, wenn das
komplette Tumorresektat dem Pathologen vorliegt.

Die HMGAZ2-Expression hat den entscheidenden Vorteil, dass sie bei einer Neubildung
schon in einer Biopsie Uberpriuft werden kann und so schon im Vorfeld der Operation
wichtige Hinweise auf aggressives Wachstum des Karzinoms und damit auch zum
Beispiel auf das Ausdehnungsgebiet der Neck Dissection geben kdnnte.

Nach der Bestimmung der HMGA2-Expression lasst sich auch eine Patientengruppe
selektieren (log RQHMGA2 > 8,6), die von einer zusatzlichen adjuvanten Therapie
profitieren kdonnte und fur die definitiv ein sehr engmaschigeres Nachsorge-Intervall
festgelegt werden muss.

HMGAZ2 scheint eine gro3e Bedeutung bei der Ausbreitung und Metastasierung von
Krebs zu haben. Wenn sich diese Beobachtungen mit einer grof3eren Studie bestétigen
lieBen, hétte die klinische Medizin einen potenten Marker zur VerflUgung, der

individuellere Therapieansatze von Mundhéhlenkrebs ermdglicht.
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5 Zusammenfassung

In Deutschland werden jedes Jahr ca. 13.000 Menschen mit der Diagnose
Mundhohlenkrebs konfrontiert. Die 5-Jahres-Uberlebensraten liegen zwischen 48-61%
und sind stark abhéngig vom Stadium der Erkrankung. Auch die Rezidivquote ist mit 25-
45% relativ hoch. Die Prognoseabschatzung erfolgt in der Klinik immer noch anhand der
TNM-Klassifikation. Eine exakte Bestimmung des Tumorstadiums ist allerdings erst
nach erfolgter Resektion des Tumors madglich. In dieser Studie wird untersucht, welchen
Einfluss die in der Literatur vorgeschlagenen Tumormarker Humanes Papilloma Virus,
der Tumorsuppressor pl16 und das fir Proliferation und Differenzierung wichtige Protein
HMGA2 sowie die Parameter der TNM-Klassifikation auf die Rezidiv- und
Uberlebensrate haben.

91 Patienten, davon 59 Manner und 32 Frauen, mit vollstdndig resektierten
Mundhdhlenkarzinomen sind in die Studie eingeschlossen.

Daten zum Staging werden vom Institut fir Pathologie der Universitatsklinik Schleswig-
Holstein, Campus Kiel tbernommen. Humane Papilloma Viren werden mittels PCR und
Gelelektrophorese nachgewiesen. P16 wird mittels immunhistochemischer Féarbung in
den Proben sichtbar gemacht. Die relative Menge an HMGA2 in den Tumorproben wird
durch Real-Time-PCR mit speziellen TagMan-Primern ermittelt.

Rezidiv- und Uberlebenszeitanalyse werden nach dem Cox Regression Verfahren
durchgefuhrt.

Infektionen mit dem Humanen Papilloma Virus, pl6, Tumordurchmesser und
Zelldifferenzierung haben bei Mundhodhlenkrebs keinen Einfluss auf Rezidive und
Uberlebensrate. Es zeigt sich ein signifikanter Einfluss von Lymphknotenmetastasen auf
die Rezidivrate sowie eine Tendenz zu geringeren Rezidivraten bei niedriger HMGA2-
Expression. Sowohl Lymphknotenbeteiligung als auch stark erhhte HMGA2-Expression
zeigen signifikante Verschlechterungen in der Gesamtiberlebensrate.

Die Studie zeigt, dass der molekulare Marker HMGAZ2 bei der préoperativen Diagnostik
des Mundhdhlenkrebses in Zukunft eine Rolle spielen kdnnte. Weitere Studien mit

grolReren Studienpopulationen sollten diese Studie bestatigen.
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7 Anhang

7.1 PCR-Primer

Gen GroRRe in bp Primer Sequenz (5°-3))

B-Aktin 309 Forward AGC GGG AAATCG TGC GTG
Reverse CAG GGT ACATGG TGG TGC

HPV 65 SPF1A (Forward)  GCi CAG GGi CAC AAT AAT GG

SPF1B (Forward)  GCi CAG GGi CAT AAC AAT GG
SPF1C (Forward)  GCi CAG GGi CAT AAT AAT GG
SPF1D (Forward)  GCi CAA GGi CAT AAT AAT GG
SPF2B (Reverse)  GTi GTA TCi ACA GTA ACA AA
SPF2D (Reverse) GTi GTA TCi ACT GTA ACA AA

7.2 Gelbilder HPV-Nachweis

Abbildung 5: Nachweis eines 65 bp groRen HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 1-15 und negativ (neg)/positiv (pos)
Kontrolle. Als positiv gewertet: 7. Probe 6 wurde nicht in die endgultige Studie inkludiert.
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Abbildung 6: Nachweis eines 65 bp groRen HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 17-35 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Als positiv gewertet: 35. Probe 20 wurde nicht in die endgiltige Studie
inkludiert.

Abbildung 7: Nachweis eines 65 bp groRen HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 37-52 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Proben 43 und 47 wurden nicht in die endgultige Studie inkludiert.
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Abbildung 8: Nachweis eines 65 bp groRen HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 54-72 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Als positiv gewertet: 69. Proben 57 und 69 wurden nicht in die
endgultige Studie inkludiert.

Abbildung 9: Nachweis eines 65 bp groRen HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 74-88 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle.
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Abbildung 10: Nachweis eines 65 bp grof3en HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 89-105 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Probe 95 wurde nicht in die endgultige Studie inkludiert.

Abbildung 11: Nachweis eines 65 bp grof3en HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 107-120 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Als positiv gewertet: 115. Probe 114 wurde nicht in die Studie inkludiert.
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Abbildung 12: Nachweis eines 65 bp grofien HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit Ethidium-Bromid Farbung. Proben 122-143 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Als positiv gewertet: 124,126. Proben 124,126,137 nicht in endgultige
Studie inkludiert.
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Abbildung 13: Nachweis eines 65 bp gro3en HPV-DNA-Fragmentes auf einem 2%
Agarose-Gel mit  Ethidium-Bromid  Farbung. Proben  144-149, gesunde
Mundschleimhautproben (Kontrolle 1-3), sowie Proben 6,7 und negativ (neg)/positiv
(pos) Kontrolle. Als positiv gewertet: 144,147,148,7. Probe 6 wurde nicht in die
endgultige Studie inkludiert.
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