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. Zusammenfassung

. ZUSAMMENFASSUNG

Bestimmte onkogene Typen der humanen Papillomviren (HPV), v. a. der haufigste HPV-Typ
16, sowie potentiell andere weniger pravalente ,Hochrisiko’-HPV-Typen sind kausal mit einer
Untergruppe von Kopf-Hals Tumoren (HNSCC) assoziiert. Unter den HNSCC erscheinen
insbesondere die HPV16-positiven Karzinome des Oropharynx (OPSCC) heterogen
hinsichtlich der Viruslast, der onkogenen Virusaktivitat und dem klinischen Verhalten.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde die Assoziation viraler und zellularer Marker und
der aktiven HPV-Beteiligung beim OPSCC analysiert. Die Analysen beruhten auf den
Markern HPV16 DNA, Viruslast, onkogene RNA (E6*Il und E6*l Transkripte), virale RNA-
Muster und den zelluléren Proteinen p16™%*?, pRb, Cyclin D1 and p53. Des Weiteren wurden
die Marker in Zusammenhang mit klinischen Parametern und dem Uberleben der Patienten
ausgewertet, um so diejenigen Marker zu definieren, die das hochste diagnostische und
prognostische Potential aufwiesen, Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung zu identifizieren.

Zunachst wurden 199 frisch-gefrorene OPSCC auf HPV DNA mittels BSGP5+/6+-
PCR/Multiplex HPV Genotypisierung analysiert und anschlieBend die HPV16 Viruslast
mittels HPV16 real-time PCR quantifiziert. Die gespleiten HPV16 Transkripte E6*1l und E6*I
(2267526) fur die Analyse der onkogenen RNA und die Transkripte E1C (88072582), E1 "E4
(88073358) und L1 (3632"5639) fur die Analyse der viralen RNA-Muster wurden durch einen
NASBA/Luminex Assay detektiert. Die zellularen Proteine wurden mittels Immunhistochemie
an Gewebechips analysiert, die von 188 Formalin-fixierten und in Paraffin-eingebetteten
(FFPE) derselben OPSCC generiert wurden.

Die HPV16-Pravalenz (HPV") betrug insgesamt 49% (97/199). 33/97 (34%) hatten eine hohe
(HPVhigh) und 64/97 (66%) OPSCC hatten eine niedrige (HPV,,) Viruslast. Bei 32/33 (97%)
HPVhigh und auch bei 16/64 (25%) HPV,,, Tumoren waren die onkogenen RNA-Transkripte
vorhanden (RNA"). Die viralen RNA-Muster (RNA"/CxCa") wurden bei 31/33 (94%) HPVhign
und bei 40/48 (83%) RNA" Tumoren nachgewiesen. Demzufolge lag die Pravalenz von
aktivem HPV16 (RNA*/CxCa") in dieser OPSCC Kohorte bei nur 20% (40/196).

Die zelluldren Proteinexpressions-Muster der RNA'/CxCa® OPSCC unterschieden sich
signifikant von den HPV™ und den RNA™ Tumoren. RNA"/CxCa" war assoziiert mit hohen
p16™¥*%. und niedrigen pRb-, Cyclin D1- und p53-Expressionsleveln. Nur 31/39 (80%)
RNA*/CxCa®, aber auch 23/137 (17%) HPV~ oder RNA~ Tumoren (Uberexprimierten
p16™K*2 Die starkste Assoziation fiir RNA*/CxCa* (OR=59,1; 95%KI=15,3-228,8; p<0,0001)
und die besten pradiktiven Werte (Sensitivitat 79%, Spezifitat 94%, PPV 79%, NPV 94%)
wurden fir die Kombination von hohen p16™K*%- und niedrigen pRb-Expressionsleveln
gefunden.

Von allen untersuchten viralen und zellularen Markern oder Markerkombinationen, zeigte
RNA'/CxCa" die hdchste Sensitivitat und gleichzeitig das geringste Risiko am OPSCC zu
versterben (HR=0,31; 95%KI=0,14-0,68; p=0,01) und wurde daher als bester Marker fir die
Identifizierung der OPSCC mit aktiver HPV-Beteiligung vorgeschlagen.

Die klinische Heterogenitat unter den HPV16 DNA-positiven OPSCC kann durch die
umfangreiche Bestimmung der Viruslast und der Expression der viralen RNA-Muster
aufgedeckt werden. Dagegen sollte die Verwendung von zellularen Surrogatmarkern beim
OPSCC nicht allein auf der Expression von p16™“? basieren. Sofern nur FFPE-Material zur
Verfiigung steht, ist die Markerkombination p16™“2-hoch/pRb-niedrig, auch in Verbindung
mit dem HPV16 DNA-Status, bestens geeignet, einen RNA*/CxCa" Tumor mit biologisch
aktivem HPV16 zu identifizieren, der eindeutig eine eigene OPSCC-Entitat mit einem
besserem Uberleben darstellt.



Il. Summary

Il. SUMMARY

Specific oncogenic types of human papillomaviruses (HPV), most frequently HPV-type 16
and potentially also other less prevalent high-risk HPV types, are causally associated with a
subset of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). HNSCC and more specifically
oropharyngeal squamous cell carcinomas (OPSCC) containing HPV16 DNA appear
heterogeneous regarding viral load, oncogenic activity and clinical behavior.

In the present thesis, the association of viral and of cellular markers with transcriptionally
active HPV16 in OPSCC was analyzed. Analyses of the markers consisted of HPV16 DNA,
viral load, oncogenic RNA (E6*ll and E6*I transcripts), viral RNA patterns and cellular
proteins p16™<*? pRb, Cyclin D1 and p53. The markers were further evaluated with clinical
parameters and patients’ survival to define the markers with best diagnostic and prognostic
significance for the identification of OPSCC with active HPV involvement.

199 fresh-frozen OPSCC were initially analyzed for HPV DNA by BSGP5+/6+-PCR/Multiplex
HPV Genotyping and HPV16 DNA was further quantitated by real-time PCR. HPV16 spliced
transcripts E6*ll and E6*l (226"526) for the analysis of oncogenic RNA and transcripts E1C
(88072582), E1"E4 (880"3358) and L1 (3632"5639) for the analysis of viral RNA patterns
were detected by a NASBA/Luminex assay. The expression of the cellular proteins was
analyzed by immunohistochemistry on tissue microarrays created from 188 formalin-fixed
and paraffin-embedded (FFPE) OPSCC.

Overall, HPV16 prevalence (HPV") was 49% (97/199). Viral load was high (HPVyg) in 33/97
(34%) and low (HPV,,,) in 64/97 (66%) OPSCCs. Viral oncogene RNA was present (RNA")
in 32/33 (97%) HPVhigh tumors, but also in 16/64 (25%) HPV,. tumors. Viral RNA patterns as
seen in cervical carcinomas were present (RNA*/CxCa®) in 31/33 (94%) HPVygn tumors, and
in 40/48 (83%) RNA" tumors. Thus, prevalence of active HPV16 (RNA'/CxCa’) in this
OPSCC cohort was only 20% (40/196).

The cellular protein expression profiles of RNA"/CxCa® OPSCCs were significantly different
from both, HPV— and RNA™ tumors. RNA*/CxCa* was associated with high p16™“? and with
low pRb, Cyclin D1 and p53 expression levels. Only 31/39 (80%) RNA/CxCa" tumors, but
also 23/137 (17%) HPV~ or RNA™ tumors overexpressed p16™“? The strongest
associations with RNA*/CxCa* tumors (OR=59.1, 95%CI|=15.3-228.8, p<0.0001) and best
predictive values (79% sensitivity, 94% specificity, 79% PPV, 94% NPV) were found for the
combination of high p16™%*® and low pRb expression levels.

By uni- and multivariate statistical analysis, RNA"/CxCa" conferred the best sensitivity and
also the lowest risk of death from oropharyngeal cancer (HR=0.31, 95%CI=0.14-0.68,
p=0.01) of all viral and cellular markers or marker combinations and was therefore suggested
to be best marker for the identification of OPSCC with active HPV involvement.

Thus, the clinical heterogeneity of HPV16 DNA-positive OPSCC can be overcome by
comprehensive determination of viral load and expression of viral RNA patterns. The use of
cellular surrogate markers should not rely on expression of p16™*® alone in head and neck
cancer. If only FFPE biopsy material is available, the marker combination p16™**2-high/pRb-
low and also in addition to HPV16 DNA status is best suited to predict and to identify
RNA*/CxCa*" OPSCC with biologically active HPV16 which represent a distinct OPSCC entity
with improved prognosis.
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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das humane Papillomvirus (HPV)

Bei den humanen Papillomviren handelt es sich um kleine, unbehilillte, epitheliotrope Viren,
d. h. sie infizieren Epithelzellen. Das Virus besitzt ein doppelstrangiges DNA-Genom, sein

Kapsid ist ikosaedrisch aufgebaut und hat einen Durchmesser von 52-55 nm (Abb. 1-1).

Abb. 1-1 Darstellung des humanen Papillomvirus.

Quelle:http://cervixcentrum.charite.de/3hr/33forschgruppe.htmi
Es wurden mittlerweile Uber 100 Typen der Gattung identifiziert, von denen ungefahr die
Halfte bei der Atiologie von Malignomen, vor allem im Genitalbereich (z. B. das
Zervixkarzinom) involviert ist. Andere Typen sind bei der Ausbildung von benignen Tumoren
wie Warzen oder Papillomen beteiligt. Auf dieser Grundlagen wurde die Nomenklatur der
Niedrig- (,low-risk’-HPV) und Hochrisiko-HPV-Typen (,high-risk’-HPV) generiert. Das Virus
vermag entweder die Basalzellschicht der Haut (kutane- bzw. Haut-HPV-Typen) oder die der
Schleimhaut (mukosale- bzw. Genital-HPV-Typen) zu infizieren. Mukosale HPV-Typen
werden haufig sexuell Gbertragen. Das Risiko einer Infektion mit den sexuell tbertragbaren
Viren korreliert mit der Anzahl an Sexualpartnern, zusatzlich spielt Rauchen und die

Einnahme oraler Kontrazeptiva eine Rolle (1, 2).

Der Eintritt des Virus in die Zelle und somit die Infektion erfolgt tber kleinste Verletzungen
der obersten Epithelschichten. Von dort breitet sich das Virus schlielllich bis in die tiefer
gelegene Basalzellschicht aus (schematisch in Abbildung 1-2 dargestellt). In den
Basalzellen, die zu einem Teil als Stammzellen eines Epithels fungieren, etabliert sich das
Virus letztlich; die Virus-DNA liegt hier zunachst episomal in geringer Kopienzahl vor. Teilt
sich eine infizierte Basalzelle, so gibt sie die Virus DNA an ihre Tochterzellen weiter. Eine
Tochterzelle wandert danach in die aulere Schicht des Epithels, wahrend die andere
Tochterzelle in der Basalschicht verbleibt und durch weitere Zellteilungen ihrerseits infizierte
Epithelzellen hervorbringen kann. Im Allgemeinen handelt es sich bei Keratinozyten der
auleren Epithelschicht um ausdifferenzierte Zellen, das heildt sie befinden sich in der GO-

Phase und es erfolgen somit keine weiteren Zellteilungen. Die Expression der friihen E6 und
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1 Einleitung

E7 Virus-Onkogene fiihrt jedoch in der infizierten Zelle zu einem Ubertritt der G1- in die S-
Phase des Zellzyklus und die Zelle erhalt somit ihre proliferative Aktivitat bei; der Eintritt in
die GO-Phase bleibt damit aus. In der infizierten Tochterzelle, die zur auflieren Epithelschicht
wandert, erfolgt die Replikation von tausenden Kopien des viralen Genoms. Das Virus hat es
somit durch die Etablierung in der Basalzellschicht geschafft, dort stets neue infizierte
Tochterzellen hervorzubringen, die ihrerseits durch die Proliferationsaktivitdt ebenso infizierte

Zellen generieren, sowie das Virus-Genom stark replizieren kénnen (3).
Von der Virusinfektion zum bésartigen Tumor
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Herstellung von viralen Tumorproteinen
Integration der Virus-DNA in das Erbgut der Zelle

Abb. 1-2 Schematische Darstellung einer Infektion mit HPV vom ,Hochrisiko’-Typ

und der Progression zum Zervixkarzinom.
Quelle: www.krebsgesellschaft.de/download/hpv-inf.pdf; modifiziert nach (4).

Eine kausale Assoziation zwischen den mukosalen HPV-Typen, vor allem HPV16 und
HPV18, und Karzinomen der Cervix Uteri (Zervixkarzinom) gilt fir 99% der Tumoren als
gesichert (5). Das Virus-Genom wurde bei diesen Tumoren wiederholt ins Wirtsgenom
integriert vorgefunden (6-8). Eine Infektion mit den onkogenen Hochrisiko-HPV-Typen, vor
allem HPV16, spielt auRerdem bei der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-
Hals Region, vor allem des Oropharynx, eine Rolle. Es werden mehr und mehr Parallelen zur
Karzinogenese des Zervixkarzinoms nachgewiesen. Jedoch gibt es auch wenige

inkonsistente Eigenschaften.

Im Gegensatz zum Epithel der Cervix Uteri, zeichnet sich das Epithel der Tonsillen im
Oropharynx durch so genannte Krypten aus. Diese Krypten dienen der Oberflachen-
vergroferung des Tonsillenepithels und ragen bis in das lymphoide Gewebe der Tonsillen
hinein (Abbildung 1-3a). Dies hat den Vorteil, dass pathogene Fremdkérper, die tber den
Mund in den Rachen gelangen, auf einfache Weise unschadlich gemacht werden kénnen.
Die Basalzellschicht ist an dieser Stelle nicht vollstandig und die darunter liegende
Basalmembran ist pords, so dass die direkte Passage der Lymphozyten und der Antigen-

Prasentierenden Zellen ermoglicht ist. In der intermediaren Zellschicht befinden sich in
12



1 Einleitung

dieser Region ebenfalls Lymphozyten und Antigen-Prasentierende Zellen; die oberste
Zellschicht des Epithels in der Region ist diinn und fragil. Im Bereich der Krypten ist somit
der Kontakt zwischen dem lymphoiden Gewebe der Tonsillen und den aufteren Pathogenen
hergestellt (Abbildung 1-3b). Man nimmt heute an, dass eben diese Region fiir die Infektion
mit mukosalen HPV-Typen perfekt zu sein scheint. Im Gegensatz zur Infektion der Cervix
Uteri, sind Mikrolasionen des Tonsillenepithels nicht notwendig; das Virus gelangt durch die
Tonsillenkrypten direkt zur Basalzellschicht (Abbildung 1-3b). Die folgenden molekularen
Schritte wahrend der HPV-Infektion in der Basalzellschicht des Tonsillenepithels sind jedoch
weiterhin unklar.

7~ @uBere
‘7, " Epithelzellschicht

intermediare
Epithelzellschicht

' (. < “\Basalzellschicht
= WY} /

,’
R AL
: W7
e qBasaImembran

&

Lymphocytes

g I :
Abb. 1-3a Skizze einer humanen Abb. 1-3b Skizze des Infektionswegs von HPV16 in der
Gaumenmandel (Tonsilla Tonsille iiber die Krypte. Die Tonsillenkrypte ist durch eine
palatina). Die Tonsillenkrypten porése Basalmembran und eine darlberliegende unvollstandige
ragen bis in das lymphoide Basalzellschicht charakterisiert. Auf diese Weise wird eine
Gewebe hinein (Markierung). direkte Passage fiir die Zellen des Immunsystems moglich.

Abbildungen modifiziert nach (9).

1.1.1 Genomaufbau, Transkription viraler Gene und Integration in
das Wirtszellgenom

Die Papillomviren gehoéren zu den Viren mit doppelstrangigem DNA-Genom. Es ist zirkular
aufgebaut und besteht aus ungefédhr 7900 Basenpaaren (bp), zusatzlich wird es durch
Histone komprimiert. Das Genom (Abbildung 1-4) ist in drei funktionelle Bereiche unter-
gliedert; die acht offenen Leseraster (open reading frame, ORF) befinden sich dabei alle auf
einem Strang: (i) Der Bereich, der die frihen Virusproteine E1-E7 (early (E) region) kodiert,
(ii) der Bereich, der die spaten Strukturproteine L1 und L2 (late (L) region) kodiert und (iii) ein
nicht-kodierender Bereich, der als Long Control Region (LCR) bezeichnet wird und vor allem

fur die Regulation der DNA Replikation und Transkription von Bedeutung ist.

13
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Zu den frihen Proteinen der E-Region
gehoren die Virusproteine E1, E2, E4, E5,
E6 und E7. Die Funktionen und

Eigenschaften der frihen Proteine werden

7000
Vpoly-A (late)

im Folgenden wenn nicht anders angezeigt
fur den HR-HPV-Typ 16 beschrieben.

uoneaydad

e
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Das E1 Protein ist vor allem fir die
Replikation der Virus-DNA erforderlich.

Das Protein bildet Hexamere aus, die

poly-A (early)
4000

. - | anschlieRend mit Hilfe des E2 Proteins an
D stietn spezifische DNA Sequenzen (E1 binding
Abb. 1-4 Genomorganisation von HPV16. site, E1BS) im Replikationsursprung (origin

Abbildung aus (10).
of replication, ORI) binden (11). Der

hexamere Komplex besitzt zwei flr die Replikation wesentliche Eigenschaften, eine
Helikase-Funktion und eine ATPase-Aktivitat (12).

Das E2 Protein bildet Homodimere aus und bindet so an 12-Basenpaar lange
palindromische DNA-Sequenzen (E2BS) der LCR (13). Das Protein ist durch seine Fahigkeit
der Interaktion mit E1 vor allem wichtig fir die Regulation der viralen Transkription und
Replikation. Es kann sowohl als Repressor als auch als Aktivator der Transkription fungieren.
Bei einer hohen E2-Proteinkonzentration wird die Transkription des Virusgenoms
unterdriickt, da durch die Bindung der Homodimere an die E2BS-Sequenz der DNA die
Bindung der TATA-Bindeproteine (TBP) an die TATA-Box sterisch verhindert wird ((14), fur
HPV18).

Das E4 Protein wird verglichen mit den anderen friihen Virusproteinen erst spat transkribiert
und ist das in hochster Anzahl produzierte Protein im Lebenszyklus von HPV. Die E4 DNA-
Sequenz Uberlappt mit der E2-Sequenz, wird jedoch von einem anderen Leserahmen
transkribiert. Bei dem Genprodukt handelt es sich um ein Fusionsprotein (E12E4), das in den
differenzierten Zellen der duReren Epithelschichten exprimiert wird und dort mit Intermediar-
filamenten des Zytoskeletts, den Cytokeratinen, interagiert (15, 16). Man nimmt an, dass es

bei der Viurszusammensetzung und —freisetzung eine Rolle spielt.

Von dem E5-Leseraster wird ein hydrophobes Protein synthetisiert, das sowohl in intra-
zellularen Membranen wie auch in der Plasmamembran infizierter Zellen gefunden wird. Das
Protein scheint eine wichtige Schllsselrolle wahrend der Infektion zu spielen, da es mit

Wachstumsrezeptoren, wie dem EGF- oder dem PDGF-Rezeptor wechselwirken kann und
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die Zelle auf diesem Weg Uber eine Signalkaskade zur Proliferation veranlasst (17). In 24%
der Zervixkarzinome wurde eine Deletion des Gens im Zuge der Integration des viralen
Genoms in das Wirtsgenom nachgewiesen (18), daher scheint dieses Protein fir die

spateren Mechanismen in der Karzinogenese nicht mehr notwendig zu sein.

Durch die Funktion des E6 Proteins wird die Zellproliferation sowie die Inhibierung der
Apoptose beginstigt. E6 rekrutiert die zellulare Protein-Ligase E6-AP und fordert dadurch
die Degradation des Tumorsuppressorproteins p53 (19, 20). Durch die drastisch reduzierte
Halbwertszeit von p53 wird die Apoptose inhibiert. Aulerdem bindet E6 andere zellulare
Proteine, Transkriptions-Coaktivatoren, wie z.B. p300 (21, 22) oder c-myc (23), ferner
Proteine, die fur die Zellpolaritat und Motilitdt notwendig sind, sowie DNA Replikations- und
Reparaturproteine. Das Protein induziert die Expression der Telomerase und beglnstigt
somit die Telomeraseaktivitat (24-27), die wesentlich an der Immortalisierung der Zelle

beteiligt ist.

Das E7 Protein stellt die Hauptursache fiir das transformierende Potential bestimmter
Hochrisiko-HPV-Typen dar. Das Protein ist in der Lage mit dem zellularen Retinoblastom-
protein (pRb) zu interagieren (28, 29), was zur Freisetzung des S-Phase induzierenden
zelluldren Transkriptionsfaktors (E2F) und damit zur erhdhten Proliferation der Wirtszelle
fuhrt (30). Zusatzlich vermindert E7 die Funktionen der Inhibitoren von Cyclin-abhangigen
Kinasen, wie p21°"" und p27 """ (31-33) und es aktiviert die S-Phase Gene fiir Cyclin A und E
(34). Das Protein hat zudem die Fahigkeit Zentrosomen zu destabilisieren, wodurch

mitotische Defekte und genomische Instabilitat beglinstigt werden (35, 36).

Zu den spaten Proteinen der L-Region werden die Kapsidproteine L1 und L2 gezahlt. L1 und
L2 assemblieren zusammen zu Kapsomeren und letztendlich zum ikosaedrischen Kapsid.
Die Proteine werden hauptsachlich in den aufReren Epithelzellschichten exprimiert. L1 stellt
das Haupt-Strukturprotein bei HPV dar, L2 kodiert dagegen fliir das Neben-Kapsidprotein.
Wahrend L1 die Fahigkeit besitzt mit L2, sowie mit zellularen Rezeptoren zu interagieren, hat
L2 die Fahigkeit mit viraler DNA in Interaktion zu treten (37).

Die Regulation der Genexpression von HPV Genomen ist von verschiedenen Faktoren
abhangig. So spielen zellulare und virale Transkriptionsfaktoren, verschiedene Promotoren,
differentielles Spleilen oder unterschiedliche Terminationssignale, sowie die posttrans-

kriptionale Stabilitdt verschiedener viraler mRNAs eine Rolle.
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Abb. 1-5 Schema der Integration des HPV16 Genoms ins Wirtszellgenom.
Abbildung aus (38).

Ein haufiger und wichtiger molekularer Event bei der HPV-induzierten Karzinogenese von
Zervixkarzinomen ist die Integration des Virusgenoms in das Wirtszellgenom. Dieser Event
hat zwei grundlegende Konsequenzen, (i) die selektive Hochregulation der viralen Onkogene
E6 und E7 und (ii) einen selektiven Wachstumsvorteil der Zellen mit integrierten Virus-
genomen gegeniuber Zellen mit episomalen Virusgenomen. Die Konsequenzen der
Integration beruhen haufig auf einer Offnung des Ring-Molekiils in der E2-ORF Region und
einer anschlielienden Deletion benachbarter Regionen von E2, z. B. E4, E5 und teilweise L2
(Abbildung 1-5). Ob die zellulare Expression nach der Integration relevant beeintrachtigt oder

verandert wird, ist bislang unklar.

1.1.2 HPV16 RNA-Muster

Um die Diagnostik von HPV16-assoziierten Zervixkarzinomen zu verbessern, wurden in der
Arbeit von Schmitt et al. (39) quantitative HPV16 Transkriptom-Analysen entwickelt und
angewandt, um zwischen normalem Epithel oder niedriggradigen Lasionen (low-grade
squamous intraepithelial lesion, LSIL) und hochgradigen Lasionen (high-grade squamous
intraepithelial lesion, HSIL) oder Zervixkarzinomen (cervical carcinoma, CxCa) unterscheiden
zu kénnen. In der Arbeit wurden zwei spezifische HPV16 RNA-Muster identifiziert, die fur die
Differenzierung zwischen LSIL und HSIL/CxCa von groRer Bedeutung sind: (i)
hochreguliertes E6*Il (226"526) bei gleichzeitig niedriger oder abwesender Expression des
E17*E4 (88073358) Transkripts (im Folgenden als ,Muster-1° bezeichnet) und (ii)
hochreguliertes E1C (88012582) bei gleichzeitig niedriger oder abwesender Expression des
L1 (363275639) Transkripts (im Folgenden als ,Muster-2’ bezeichnet). Zusatzlich war davon
auszugehen, dass das Muster-1 den physikalischen Status des HPV16 Genoms anzeigen
kann: In Zellen positiv fur Muster-1 liegt das Virusgenom hdchstwahrscheinlich in integrierter
Form vor, da beim Vorgang der Integration die Splicestelle von E1*E4 sehr haufig deletiert
wird (siehe auch Abbildung 1-5) und somit das Gen nicht mehr transkribiert werden kann.

Dagegen ist die Funktion von E1C, ein HPV16 Transkript des Musters-2, weiterhin unklar; es
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scheint jedoch unabhangig von der Integration des Virusgenoms ins Wirtszellgenom die

Hochregulation der Onkogene E6 und E7 zu begtinstigen (40).

Verglichen mit den Zervixkarzinomen ist fur HPV-positive Kopf-Hals Tumoren ein niedrigerer
und inkonsistenter Prozentsatz von 0-41% an HPV DNA-Integration beschrieben (41-43). Ob
HPV-positive Kopf-Hals Tumoren die oben beschriebenen viralen RNA-Muster exprimieren,

wird in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal untersucht.

1.2 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

1.2.1 Atiologie, Inzidenz, Risikofaktoren

Die Kopf-Hals Tumoren stellen einen Uberbegriff fiir eine Vielzahl von Tumoren des oberen
Atem- und Verdauungstrakts dar, der anatomisch die Lippen, Mundhdhle, Nasenhaupt- und -
nebenhdhlen, den Rachen (Pharynx) und den Kehlkopf (Larynx) eingrenzt. Histologisch
handelt es sich bei den Kopf-Hals Tumoren bei ca. 90% um Plattenepithelkarzinome (head
and neck squamous cell carcinoma, HNSCC), seltener um Adenokarzinome oder Sarkome.
HNSCC sind prognostisch flr den Patienten sehr unglinstig, da sie sich haufig schon frih in
den Halslymphknoten als Metastasen manifestieren. Manchmal erfolgt die Erstdiagnose
einzig auf dem Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen, der Primartumor
wird nicht gefunden. Diese Diagnose wird als CUP-Syndrom (carcinoma of unknown primary,
CUP) bezeichnet.

Die Kopf-Hals-Region ist in funf
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. pharynx, Hypopharynx und Larynx)
Oral | e , untergliedert (Abbildung 1-6).
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Abb. 1-6 Anatomie der Kopf-Hals Region.

Oral cavity, Mundhohle; Tongue, Zunge; Larynx, Kehlkopf;
Nasopharynx, Nasenrachenraum; Oropharynx, der Mundhohle oberen Teil des Rachens verbindet,
angrenzender Rachenraum; Hypopharynx, unterer Rachenraum.

Abb. modifiziert nach www.medicexchange.com/images/stories/anatomy. wird als Nasopharynx bezeichnet.

Der Teil, der die Nasenhaupthohlen

und die Eustachi-Roéhren mit dem
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Der Oropharynx stellt den Bereich des Rachens dar, der der Mundhéhle angrenzt. Ihm
werden die Tonsillen, der weiche Gaumen inklusive des Gaumenzapfchens (Uvula), sowie

der Zungengrund zugeordnet.

Der Hypopharynx stellt den unteren Teil (hypo-, griechisch unter) des Rachens dar, der die
Rachenhinterwand, den Sinus piriformis und die Postkrikoidregion einschlieRt. Unter den
Rachentumoren haben Patienten mit Hypopharynxkazinomen die schlechteste Prognose, da
sie meist erst in weit fortgeschrittenen Tumorstadien diagnostiziert werden und auf3erdem
durch eine friihe Metastasierung aufgrund des ausgedehnten lymphatischen Gewebes in

dem Teil des Rachens charakterisiert sind.

Ventral des Halses ist der Larynx lokalisiert. Er stellt als Teil des Atemtrakts die Verbindung
vom Pharynx zur Luftréhre (Trachea) dar. Er umfasst die Stimmbander und -lippen, sowie

die Teile oberhalb (supra-) und unterhalb der Stimmbander (subglottisch).

Der Kehldeckel (Epiglottis) ist eine mit Schleimhaut Gberzogene Knorpelplatte und liegt
dorsal des Zungengrunds tber dem Eingang des Larynx. Seine zum Rachen gewandte Seite
gehort anatomisch zur Lokalisation des Hypopharynx, wahrend seine Gegenseite dem

Larynx angehort.

Zu den Symptomen von HNSCC gehdéren chronische Halsschmerzen, sowie Heiserkeit,
Ohrenschmerzen, Schwierigkeiten beim Schlucken oder eine Umfangsvermehrung in der

Halsregion aufgrund von vergréferten Lymphknoten.

Kopf-Hals Tumoren gehoéren zu den sechsthaufigsten Tumorentitaten weltweit (44-48). lhre
Inzidenz variiert stark und ist am hochsten in Regionen mit hohem Tabak- und
Alkoholkonsum (49). Hinsichtlich der bdsartigen Neubildungen des Pharynx (hier von der
International Agency for Research on Cancer (IARC) als Kategorie ,other pharynx’
klassifiziert, die die Tumoren der ICD10-Codes C09-10 und C12-14 einschliel3t, s. Abbildung
1-7) wurden fiir das Jahr 2008 die hochsten Neuerkrankungsraten weltweit fir die Lander La
Reunion (Frankreich, altersstandardisierte Inzidenzrate, ASR= 8,79), Ungarn (ASR=8,60),
Luxemburg (ASR=6,60), Frankreich (ASR=5,37) und Indien (ASR=4,98) berechnet.
Deutschland liegt bei diesem Ranking auf Platz 159/184 mit einer ASR von 3,43. Fur die
USA wurde eine Inzidenzrate von 2,29 bestimmt und liegt damit auf Platz 134 (47).
Abbildung 1-7 gibt eine Ubersicht der Inzidenzraten weltweit fir die bésartigen Neubildungen

des Pharynx wieder.
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Estimated age-standardised incidence rate per 100,000
Other pharynx: both sexes, all ages
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Abb. 1-7 Altersstandardisierte Inzidenzraten bdsartiger Neubildungen des Pharynx,
weltweit fiir beide Geschlechter. Eingeschlossen sind Tumoren der Tonsillen (ICD-C09), des
Oropharynx (ICD-C10), des Sinus piriformis (ICD-C12), des Hypopharynx (ICD-C13) und
Tumoren mit ungenauer Lokalisation (Lippe, Mundhéhle, Pharynx; ICD-C14).

Abbildung gestaltet nach GLOBOCAN 2008; Cancer Incidence and Mortality Worldwide in 2008 (47).

Betrachtet man die Inzidenzraten unter den Mannern der westeuropaischen Lander, so ist
die Inzidenz der Tumoren des Pharynx im Jahr 2008 am hdchsten in Luxemburg
(ASR=12,7), gefolgt von Frankreich (ASR=9,4), Belgien (ASR=6,6) und Deutschland
(ASR=5,8; Abbildung 1-8). Frauen sind wesentlich seltener betroffen, am haufigsten in
Frankreich (ASR=1,7), gefolgt von Belgien (ASR=1,6), Deutschland, Osterreich und den
Niederlanden (ASR jeweils 1,1). Analog zu den Inzidenzraten verhalten sich die

Mortalitatsraten unter den Geschlechtern (Abbildung 1-8).

Other pharynx
ASR (W) per 100,000, all ages
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Luxembaourg
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Abb. 1-8 Altersstandardisierte Inzidenz- (rot) und Mortalitatsraten (blau) boésartiger

Neubildungen des Pharynx fiir westeuropaische Lander, stratifiziert nach Geschlecht.
Abbildung gestaltet nach GLOBOCAN 2008; Cancer Incidence and Mortality Worldwide in 2008 (47).
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In Deutschland standen bésartige Neubildungen der Mundhéhle und des Rachens im Jahr
2006 an siebthaufigster Stelle der Tumorneuerkrankungen bei Mannern und an 16. Stelle bei
Frauen. Insgesamt wurde bei 7.930 Mannern und bei 2.930 Frauen ein solcher Tumor
diagnostiziert (50). Damit sind Manner dreimal haufiger betroffen als Frauen. Vorwiegend
sind altere Menschen ab dem 55. Lebensjahr betroffen. Zwischen den Jahren 1980 und
1990 ist eine Inzidenz-Zunahme sowohl fir Frauen als auch fur Manner zu beobachten.
Dagegen sind die Neuerkrankungsraten flir Manner zwischen den Jahren 1990 bis 2006
ricklaufig, wahrend die der Frauen auch in dieser Periode vor allem bei den Altersgruppen

der 50 bis 70-Jahrigen weiter ansteigen (Abbildung 1-9).

Frauen

| _nh|""||"h.i E—TEEFELL D

Abb. 1-9 Altersspezifische Neuerkrankungsraten boésartiger Neubildungen der Mundhéhle und
des Rachens (ICD-C00 bis C14) in Deutschland nach Geschlecht fiir 1980, 1990 und 2006 (Falle
pro 100 000). Abbildung aus GEKID, 2010 (50).

Wahrend der Trend einer ricklaufigen Inzidenz der Kopf-Hals Tumoren auch in anderen
westlichen Industrielandern beobachtet wird, wird fur die Inzidenz von Tumoren des
Oropharynx, vor allem der Tonsillen- und Zungengrundkarzinome, in den Industrielandern
ein gegenlaufiger Trend beobachtet. Fir die Lander Kanada (51), USA (52), GroRbritannien
(53), Schweden (54), Danemark (55), Niederlande (56) und Australien (57) wurde jeweils ein

Anstieg der bosartigen Neuerkrankungen des Oropharynx berichtet.

Als Hauptrisikofaktoren fur das HNSCC gelten Rauchen und ein Ubermafiger Alkohol-
konsum. So sind 75% der HNSCC in den USA auf den Konsum von Tabak zurtckzufuhren
(52). Treten beide Hauptrisikofaktoren gemeinsam auf, dann verhalt sich der Effekt der
Faktoren multiplikativ (58).

Als weitere Risikofaktoren gelten eine Ubermallige UV-Exposition, die vor allem bei
Karzinomen der Lippen eine Rolle spielt, eine hauptsachlich durch Fleischkonsum gepragte
Erndhrung, wahrend eine auf viel rohem Gemulse basierende Ernahrung eine protektive
Wirkung hat, sowie berufliche Expositionen mit krebserregenden Agenzien wie z. B. Asbest.
In weiten Teilen Asiens, vor allem in Indien, stellt das Kauen von Betelnlissen einen
Hauptrisikofaktor fliir das HNSCC dar; in Stidamerika dagegen ist der Konsum von kochend-

heiRem Matetee ein weiterer Risikofaktor fir Kopf-Hals Tumoren.
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Virale Infektionen spielen beim HNSCC als Risikofaktoren jedoch ebenso eine Rolle. Eine
Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus beispielsweise wird in Verbindung mit den Karzinomen
des Nasopharynx gebracht (59), wahrend humane Papillomviren (HPV) vor allem mit den
Tumoren des Oropharynx assoziiert werden (43, 60-63). Allein durch die unterschiedlichen
Tumorlokalisationen, sowie durch die Moglichkeit der Assoziation mit bestimmten Viren,
weisen die Kopf-Hals Tumoren eine grolle klinische sowie biologische Heterogenitat

untereinander auf.

1.2.2 Heterogenitat unter den HPV-assoziierten Kopf-Hals Tumoren

Erste Anhaltspunkte fiir eine Beteilung von humanen Papillomaviren bei der Atiologie von
HNSCC gab es schon in den friihen 80-er Jahren (64). In den 90-er Jahren wurden erste
Arbeiten publiziert, in denen eine spezifische Assoziation zwischen HPV und den Tumoren
des Waldeyer'schen Rachenrings gefunden wurden, welcher die Rachen-, Gaumen- und
Zungengrundtonsillen einschlie3t (60, 61, 65). Zudem fanden Andl et al. (60) zum ersten Mal
ein besseres Gesamt- und progressionsfreies Uberleben fiir die Patienten mit HPV-positiven
Tonsillenkarzinomen, obwohl diese Tumoren im Vergleich zu den HPV-negativen Tumoren
durch eine schlechte Differenzierung charakterisiet waren und die Patienten
fortgeschrittenere Tumorstadien aufwiesen als die Patienten mit HPV-negativen Tumoren.
Seit dem Jahr 2000 erschienen mehrere grole Studien (n>90 Falle), die eine kausale
Assoziation vor allem zwischen dem HPV-Typ 16 und den Oropharynxkarzinomen
(oropharyngeal squamous cell carcinomas, OPSCC) bestatigten (66-72). In diesen Studien
wurden zusatzlich mehr oder weniger gemeinsame Unterschiede zwischen den HPV-
negativen und HPV-positiven OPSCC aufgezeigt. So waren Patienten mit HPV-positiven
OPSCC in einigen Studien vor allem jinger (68, 73) und weiblichen Geschlechts (71),
wahrend andere Studien eine Assoziation zwischen HPV-positiven Tumoren und einer
undifferenzierten Histologie (70, 73), einer kleinen TumorgroRe (41) und haufig das
Vorhandensein regionaler Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Primardiagnose
aufzeigten (73, 74). Des Weiteren waren Patienten mit HPV-positiven Tumoren durch einen
geringeren Tabak- und Alkoholkonsum (41, 60, 75, 76), sowie einer erhdhten Anzahl von
Sexualpartnern und von oral-genitalen oder oral-analen Kontakten charakterisiert (73, 77).
HPV-positive Tumoren waren zudem weitaus seltener mit Mutationen im zelluldren p53 Gen
(60, 68, 78, 79) oder mit zytogenetischen Veranderungen (60, 68, 78-80) assoziiert als HPV-
negative Tumoren. Vor allem aber wurde ein verbessertes Uberleben fiir die Patienten mit
HPV-positiven OPSCC in annahernd allen Studien belegt (66, 68, 71, 81-83). Eine
Zusammenfassung der Unterschiede zwischen HPV-negativen und HPV-positiven Tumoren

ist in Tabelle 1-1 dargestellt.

21



1 Einleitung

Unter den HPV-positiven OPSCC wurden jedoch auch Heterogenitaten festgestellt (61, 84),
die auf Unterschiede in der Viruslast und/oder der viralen Onkogenexpression zurlickzu-
fuhren waren (42, 43, 60, 70, 74, 80, 85-87). Bis heute wurden allerdings eine Assoziation
zwischen der Viruslast und der viralen RNA-Muster hinsichtlich des klinischen Verhaltens der

Tumoren und dem Uberleben der Patienten nicht analysiert.

Tab. 1-1 Unterschiede zwischen HPV-negativen und HPV-positiven Kopf-Hals Tumoren.

HPV-positive HNSCC HPV-negative HNSCC
Patienteneigenschaften junger, weiblich alter, mannlich
Risikofaktoren hohe Anzahl Sexualpartner; UbermaRiger Alkohol-
oral-genitale/-anale Kontakte und/oder Tabakkonsum

kleine Tumorgrofie (T1-T2),

haufig Lymphknoten-Metastasen groRe Tumoren (>T2)

Tumoreigenschaften

Regionen aullerhalb des

Tumorlokalisation Oropharynx, v.a. Tonsillen Oropharynx

Histologie/Morphologie undifferenziert, basaloid moderat bis gut differenziert

pS53 Mutationen; Cyclin D1-
Uberexpression, p16

p53 und pRb Funktionsverlust Promotorhyper-

Molekularbiologische durch Expression der viralen

Eigenschaften Onkogene E6 und E7 methyherungen; z_yto- .
genetische Aberrationen;
zytogenetische Instabilitat

Therapieansprechen auf R/C* gut schlecht

Prognose gut schlecht

Inzidenz ansteigend sinkend

*R/C, Radio- und/oder Chemotherapie

1.2.3 Behandlungsmodalitaten — Status quo

Die traditionelle Behandlung von Kopf-Hals Tumoren schlie3t die operative Resektion des
Tumors, sowie unter Umstanden eine Ausraumung der Halslymphknoten mit umgebendem
Fettgewebe (Neck-Dissection) und eine anschliefende Radio- und/oder Chemotherapie ein.
Die Operation als primare Behandlungsmodalitdt bewahrt den Patienten auf der einen Seite
vor der Toxizitdt einer Radio- oder Chemotherapie, geht jedoch auf der anderen Seite
gerade bei Patienten mit groReren Tumoren haufig mit einem Funktionsverlust des Organs
einher. Die verhaltnismafig kleineren Larynxtumoren werden daher oft mittels CO,-
Laserchirurgie entfernt, um eine weitere Funktion des Organs zu ermdéglichen. Im Falle von
inoperablen Tumoren wird durch primadre Radio- und/oder Chemotherapie zunachst
versucht, den Tumor zu minimieren, und schlieBlich ggf. Resttumor operativ zu entfernen.
Letztendlich ist die Wahl der Therapie von unterschiedlichen klinischen Faktoren abhangig,

z. B. dem Tumorstadium, der Tumorlokalisation, dem Alter der Patienten, der allgemeinen
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medizinischen Konstitution und auch der individuellen Praferenz des Patienten. Ungefahr die
Halfte aller HNSCC Patienten werden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium klassifiziert und haben heute eine Uberlebensrate fiir 5
Jahre zwischen 40 und 60% (88).

Obwohl die unterschiedlichen biologischen und klinischen Eigenschaften zwischen den HPV-
assoziierten HNSCC und den HPV-negativen Tumoren seit einigen Jahren bekannt sind, gibt
es bislang keine unterschiedlichen Therapieansatze fir die Patienten. Die derzeitigen
Ergebnisse zum besseren Ansprechen der HPV-positiven Tumoren im Vergleich zu HPV-
negativen Tumoren beruhen auf retrospektiven Studien, in denen fast ausschliellich ein
besseres Uberleben der Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren (41, 42, 60, 68, 69, 89)
unabhangig der verordneten Therapie nachgewiesen wurden (66, 81, 90-93).
Herauszuheben ist aber die Studie von Lindel et al. (71), in der alle Patienten dasselbe
Schema einer Strahlentherapie erhielten. Hier war das glnstige Ansprechverhalten der HPV-
positiven Tumoren auf die Therapie besonders deutlich (71). Zwar wird heute in den USA
vorgeschlagen, die HPV-Analytik der Tumoren in die Diagnostik mit einzubeziehen (94),
jedoch gibt es auch dort bislang keine unterschiedlichen Behandlungsansatze. Es fehlen
weiterhin prospektive klinische Studien, in denen geklart werden kénnte, ob veranderte
Behandlungsmodalitaten, wie z. B. eine Abschwachung der Therapie, die Lebensqualitat der
Patienten mit HPV-getriebenen Tumoren positiv beeinflussen, aber gleichzeitig das

verbesserte Uberleben der Patienten erhalten bleibt oder weiter verbessert werden kann.
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1.3 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus ist ein duflerst komplexer und fein regulierter Prozess, der durch eine Vielzahl
regulatorischer Proteine gesteuert wird. Es werden durch ihn Zellwachstum und -
proliferation, sowie die Reparatur von DNA-Schaden reguliert. Zentrale Proteine bei diesen
Ereignissen stellen die Cyclin-abhangigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, Cdk) und
Cycline dar, die die Progression der Zelle durch die verschiedenen Phasen des Zellzyklus
kontrollieren.

Fir die Bildung zweier genetisch identischer

&

eukaryotischen Tochterzellen wird dieser
Prozess durch das Zellzyklus-Kontrollsystem

reguliert, um zunachst eine Verdoppelung der

Go DNA jedes Chromosoms fehlerfrei zu

ermoglichen und um anschlieBend eine

' y gleichmaRige Verteilung der verdoppelten

‘ DNA auf die Tochterzellen zu erreichen. Diese

= zwei bedeutenden Vorgange sind fur die zwei
QSItI)z.;k-I‘Iuos.Schematische Darstellung des wichtigsten Phasen des Zellzyklus
Zellen konnen in der G1-Phase den Zellzyklus  namengebend: In der Synthesephase (S-

verlassen und in einen Ruhezustand (GO-
Phase) ubergehen. GO Zellen sind bio-
chemisch aktiv, teilen sich aber nicht, bis sie
stimuliert werden und in den Zellzyklus zurlck-
kehren. Durch den Ubertritt des Restriktions-
punktes verpflichten sich Zellen zu einer Zell-
teilung und kénnen erst wieder in der nachsten
G1-Phase in den G0-Zustand eintreten.

Wahrend des Zellzyklus gibt es zwei wichtige
Kontrollpunkte (rote Pfeile): Einen in der G1-
Phase (Restriktionspunkt), der durch das pRb-

Phase) wird die DNA verdoppelt, dagegen
finden Chromosomentrennung und Zellteilung
wahrend der Mitose (M-Phase) statt. In den
sogenannten Gap-Phasen (gap (engl.): Licke;
abgekirzt G-Phase), G1 und G2, die zwischen
den S- und M-Phasen existieren (Abbildung 1-

Protein reguliert wird und einen in der G2-
Phase, der durch das p53-Protein reguliert

wird. (www.homepage.mac.com/enognog/cell%20 cycle.jpg)

10), wird sichergestellt, dass die Zelle vor dem

Eintritt in eine neue Syntheserunde eine

ausreichende GroRe erreicht hat und dass
eine Aufteilung der verdoppelten DNA erst dann erfolgt, wenn die Replikation der DNA
fehlerfrei und vollstandig abgeschlossen wurde. Es gibt aul’erdem flr ausdifferenzierte
Zellen die Moglichkeit von der G1- in die G0-Phase Uberfiihrt zu werden. Die Zellen sind
daraufhin proliferativ nicht mehr aktiv, kdnnen aber unter bestimmten Umstéanden wieder in

die G1- und schlieBlich in die S-Phase zurlickgefuhrt werden.

Genetische Schaden, wie z. B. durch ionisierende Strahlung oder bestimmte Chemikalien
hervorgerufen, missen zwingend vor Beginn der Chromosomen-Verdopplung (S-Phase)
oder der Zellteilung (M-Phase) repariert werden, um die genetische Information der Zelle

korrekt zu erhalten. Das Zellzyklus-Kontrollsystem ist in der Lage diese DNA-Schaden zu
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erkennen und den Zellzyklus an den Kontrollpunkten anzuhalten. Es existieren zwei dieser
Kontrollpunkte: einer in der spaten G1-Phase, der den Eintritt in die S-Phase verhindert, und

ein zweiter in der spaten G2-Phase, der den Eintritt in die Mitose reguliert (Abbildung 1-10).

1.3.1 Bedeutung des Tumorsuppressorproteins p53

Das Genregulatorprotein p53 liegt in unbeschadigten Zellen in sehr geringen
Konzentrationen vor. Dies ist auf seiner Interaktion mit der Ubiquitin-Ligase Mdm2

begrindet, die den proteasomalen Abbau von p53 vermittelt.

Eine Schadigung der DNA fiihrt jedoch zu einer Aktivierung von Proteinkinasen in der G1-
Phase, die daraufhin p53 spezifisch phosphorylieren und somit dessen Affinitdt zu Mdm2
vermindern. Dadurch wird der Abbau von p53 verlangsamt und dessen Konzentration in der
Zelle deutlich erhéht. P53 ist nun in der Lage, als Genregulatorprotein die Transkription
mehrerer Gene anzutreiben, die das Fortschreiten von der G1- in die S-Phase verhindern
oder die Apoptose induzieren (95). Eines dieser Gene codiert beispielsweise fir das Cdk-
Inhibitorprotein p21°P!, welches die Cyclin-abhangigen Kinasen (Cdk) in dieser Phase des
Zellzyklus hemmt und somit den Zellzyklusarrest mitverursacht (Abbildung 1-11).
Funktioniert diese Schadens-Kontrolle nicht, so hdufen sich bei der Nachkommenschaft der
Zelle die DNA-Schaden an und langerfristig fluhrt diese Anhaufung zu einer erhdhten
Haufigkeit von Mutationen, die letztlich in der Krebsentstehung miinden kénnen. Aus diesem

Grund wird das p53-Protein als Tumorsuppressor deklariert.

1.3.2 Das Retinoblastomprotein (pRb) und Komponenten des pRb-
Signalwegs bei der Regulation des Zellzyklus

Das Retinoblastomprotein (pRb) kontrolliert hauptsachlich die Aktivitat des Transkriptions-
faktors E2F und gilt somit als ein Inhibitor des Zellzyklus (96) (Abbildung 1-11). Das Protein
E2F reguliert die Transkription von Genen, die Proteine codieren, welche flir den Eintritt in
die S-Phase ndétig sind, beispielsweise die G1/S-Cycline und S-Cycline, das heilt jene
Cycline, die den Eintritt in die entsprechende Phase kontrollieren. Wahrend der G1-Phase
liegt pRb hypophosphoryliert mit E2F als Komplex vor und verhindert so die Transkription der
S-Phase Gene. Wird die Zelle durch extrazellulare Signale zur Teilung angeregt, kommt es
zu einer Akkumulierung der G1-Cdk und bildet Komplexe mit den entsprechenden Cyclinen,
wie z. B. Cyclin D1/Cdk4, 6 oder Cyclin E/Cdk2. Diese Komplexe phosphorylieren pRb,
wodurch dessen Affinitdt zu E2F vermindert wird. E2F wird schlieRlich frei und kann
infolgedessen die Expression der S-Phase Gene aktivieren. Die Zelle geht von der G1- in die
S-Phase uber.
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P16™ % ein Cdk-Inhibitor mit dem Molekulargewicht von 16 kDa, bindet in Kompetition zu
den D-Cyclinen spezifisch an die Cyclin-abhangigen Kinasen 4 und 6 (Cdk4, 6). Seine
Funktion als Tumorsuppressor ist eng mit seiner Funktion bei der Seneszenz verknlpft:
Durch die Hemmung der Phosphorylierung von pRb durch den Cdk4, 6/Cyclin D-Komplex
wird der Zellzyklus angehalten und die Zelle kann den Zellzyklus verlassen (Abbildung 1-11).
Die wachstumshemmende und tumorsupprimierende Wirkung von p16™%*? ist jedoch von

einem intakten pRb abhangig.

Die D-Typ Cycline stellen ein Bindeglied zwischen den extrazellularen mitogenen Signalen
und der Regulation der pRb-Funktion dar. Die Uberexpression des Proteins Cyclin D1 hat
einen onkogenen Effekt auf den Zellzyklus; wie bei dem p16™“2-Verlust wird die pRb-
Phosphorylierung und infolgedessen die E2F-Freisetzung beschleunigt. Ist pRb defekt, wird
Cyclin D1 wie auch das p16™**-Protein redundant. Im Gegensatz zu p16™*@ wird Cyclin D1
jedoch nicht invers, sondern direkt durch pRb reguliert, d. h. bei defektem pRb wird auch

Cyclin D1 nicht mehr oder nur vermindert exprimiert.

1.3.3 Aktive HPV-Beteiligung im HNSCC und die Auswirkungen auf
den Zellzyklus

HNSCC mit aktiver HPV-Beteiligung haben meist ein intaktes p53-Gen (43, 60, 68, 78, 80,
84, 87, 97-100), jedoch wird das synthetisierte Protein durch das friilhe Onkoprotein E6 von
HPV16 inaktiviert (Abbildung 1-11). Dadurch sind Zellproliferation und Inhibierung der
Apoptose beginstigt. Die Karzinome ohne HPV-Beteiligung weisen dagegen haufig
Mutationen im p53-Locus auf (43, 60, 80). Viele Untersuchungen deuten darauf hin, dass
p53-Mutationen sehr friih im Tumorgeschehen auftreten. Fir die Tumorprogression und die
Prognose der Patienten scheinen sie keine ausgepragte Bedeutung zu haben (101). Man
geht trotzdem bislang von der Annahme aus, dass der p53-Status einen Einfluss auf das
Ansprechen des Tumors hat. Therapeutische MalRnahmen wie z. B. ionisierende Strahlung
oder bestimmte chemotherapeutische Arzneimittel, die DNA-Schaden in den Tumorzellen
verursachen, rufen in Zellen mit intaktem p53-Gen Uber den p53-Signalweg einen Zellzyklus-
Arrest und schliel3lich den apoptotischen Zelltod hervor. Dies kénnte einer der Griinde sein,
warum Patienten mit HPV-positiven Tumoren ein besseres Ansprechen auf die Behandlung

und dementsprechend ein besseres Gesamt- und progressionsfreies Uberleben zeigen.

Eine zentrale Rolle bei der Genese von HPV16-assoziierten HNSCC spielt das pRb-Protein,
welches durch das virale Onkoprotein E7 von HPV16 inaktiviert wird (102). Dagegen ist ein
Funktionsverlust z. B. durch Mutation im pRb-Gen beim HPV-negativen HNSCC selten (103-
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105). Wird pRb jedoch durch das E7 Protein von HPV16 inaktiviert, so liegt E2F standig frei
vor und treibt die Zelle ungebremst von der G1- in die S-Phase (Abbildung 1-11).

In pRb-defekten Zellen wird zudem p16™"“2

in hohen Mengen synthetisiert, ohne dass es
inhibierend im Zellzyklus eingreifen kann (Abbildung 1-11). Dieser Zusammenhang ist bei
Zervixkarzinomen konsistent gefunden worden, weshalb p16™“? bei diesen Tumoren als
Surrogat-Biomarker flir die HPV-Aktivitat gilt. Auch in vielen HPV-assoziierten
Tonsillenkarzinomen wurde eine p16™“2-Uberexpression gefunden, aber bei weitem nicht

bei allen. Deshalb wurde fiir die hier vorliegende Arbeit gepriift, ob p16™“2

als Surrogat-
Marker fur eine aktive Rolle von HPV16 beim OPSCC dienen kann. Generell zeigt ein grof3er
Prozentsatz der Kopf-Hals Tumoren den Verlust von p16™* der in Zusammenhang mit
p53-Mutationen gesehen werden kann. Ein weiterer und ahnlich grofer Prozentsatz dieser

Tumoren zeigt eine normal-niedrige Expression von p16™%*? (106).
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Abb. 1-11 Das AuBerkraftsetzen der Zellzyklus-Regulation durch die Onkoproteine
E6 und E7 von HPV16.

Der Zellzyklus wird durch die Cyclin/Cdk-Komplexe reguliert. Die Komplexe werden
wiederum durch Cdk-Inhibitoren, z. B. p16, gesteuert. Die zwei Kontrollpunkte im Zellzyklus
sind durch rote Balken dargestellt. Das HPV16 E6-Protein bindet zelluldres p53, welches
infolgedessen degradiert wird, wahrend das virale E7-Protein zellulares pRb bindet und
inaktiviert. Die Expression der viralen Onkoproteine fiihrt dadurch zum Eintritt in die S-
Phase und somit zur Zellproliferation; gleichzeitig wird die durch p53-vermittelte Apoptose
inhibiert, wodurch die Virusreplikation erfolgen kann.

Abbildung aus (107)
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Die Uberexpression von Cyclin D1 ist fiir viele Tumorentititen bekannt, so auch beim
HNSCC (105, 108) und beruht haufig auf Genamplifikationen, Chromosomen-
Translokationen oder mitogenen Stimuli der Gentranskription (105, 109, 110). Jedoch ist in
pRb-defekten Zellen, also z. B. in Tumoren mit aktiver HPV16-Beteiligung, die Cyclin D1-
Expression reduziert bzw. fehlt das Protein (60) (Abbildung 1-11). Deshalb kénnte der
Verlust oder die reduzierte Auspragung von Cyclin D1 in analoger Weise wie der p16™.-

Anstieg eine aktive Rolle von HPV16 in den hier untersuchten Oropharynxtumoren anzeigen.
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1.4 Probleme bei der Identifizierung von
Oropharynxkarzinomen mit aktiver HPV16-Beteiligung

In den meisten bislang veroffentlichen HNSCC-Studien beschrankte sich die Analyse des
HPV-Status auf p16™“2-Immunhistochemie als indirekter Nachweis oder PCR (HPV
Genotypisierung) und/oder In-situ Hybridisierung (ISH) als direkter Nachweis. Die
immunhistochemische Analyse von p16™%*? fiir die Identifizierung von HPV-assoziierten
Tonsillenkarzinomen allein ist jedoch ungenigend, da aus mehreren Studien klar wurde,
dass ein gewisser Anteil (bis zu 20%) (41, 111-115) der HPV-negativen HNSCC ebenfalls
die fir HPV-assoziierte Tumoren typische p16™“2-Uberexpression zeigten und auf der
anderen Seite ein ebenso groRer Anteil unter den HPV-positiven Tumoren p16™<*%-negativ
waren (82, 83, 115, 116).

Aulerdem zeigte sich, dass der Nachweis von HPV DNA allein (durch PCR oder ISH/FISH)
beim HNSCC nicht ausreichend ist, um eine kausale Assoziation zwischen Virus und
Karzinogenese nachzuweisen — zumindest gilt dies flir viele westeuropaische Lander. Nur
der Nachweis der Expression der viralen Onkoproteine E6 und/oder E7 (in Kombination mit
dem HPV DNA Nachweis) scheint biologisch und klinisch relevant (43, 86, 87, 97, 117).
Jedoch ist die Analyse der viralen RNA-Transkripte bisher auf frisch-gefrorenes
Tumormaterial beschrankt und so komplex, dass es in der Routinediagnostik noch nicht

einsetzbar ist.

In einer Studie von Smeets et al. (114) wurde daher ein Algorithmus fir Formalin-fixierte und
in Paraffin-eingebette (FFPE) HNSCC vorgeschlagen, der analog zur RNA-Analyse an
Frischgeweben die Tumoren mit aktiver HPV16-Beteiligung identifizieren soll. Dieser

INK4
6 a

Algorithmus beruhte auf der immunhistochemischen Analyse von p1 , gefolgt von einer

6'NK42 als auch in der

HPV PCR bei p16™“2_positiven Tumoren; Tumoren, die sowohl fiir p1
HPV PCR positiv waren, galten als Tumoren mit biologisch aktivem HPV16. Mit diesem
Algorithmus konnte eine Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 100% erreicht werden. Der
Algorithmus wurde zudem noch mit anderen HPV-Detektionsmethoden vergleichen, jedoch
wurden flr diese jeweils eine schlechtere Sensitivitat (FISH) oder Spezifitat
(Antikdrperanalysen im Serum) ermittelt. Allerdings war diese Studie auf nur 12 Tumoren
limitiert. Einige andere Studien bestétigten diesen Algorithmus; sie konnten nicht nur eine
verbesserte Sensitivitdt und Spezifitdt fur die Identifizierung der Tumoren mit aktiver HPV-
Beteiligung zeigen, sondern auch einen Zusammenhang mit einem besseren Uberleben fiir

die Patienten darstellen (112, 115, 118, 119).
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Als weitere potentielle Biomarker fir eine aktive HPV-Beteiligung gelten die zellularen
Proteine pRb und p53, die direkt durch die Expression der viralen Onkogene E6 und E7
inhibiert werden und ebenfalls mittels Immunhistochemie an FFPE-Tumormaterial analysiert
werden kénnen. In der Studie von Andl et al. (60) konnte an einer relativ kleinen Kohorte
(n=21) gezeigt werden, dass nur bei den E6 und E7 exprimierenden Tumoren von HNSCC-
Patienten die zu erwartenden Konsequenzen auf das Wachstum und die Differenzierung der
Tumorzellen, namlich die erniedrigten Proteinexpressionslevel von pRb, p53 und Cyclin D1
sowie das erhdhte Proteinexpressionslevel von p16™<*? hachweisbar waren. Die Expression
dieser Proteine gilt daher als Surrogatmarker fir eine aktive Beteiligung von HPV (43, 60,
117, 120-122), allerdings wurde deren Nutzen allein oder in Kombination untereinander oder
mit anderen Markern bei der Identifikation von Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung an

grélReren Studien noch nicht untersucht.

Die Charakterisierung und Standardisierung von Biomarkern fur die Identifizierung von HPV-
assoziierten Oropharynxkarzinomen ist demnach essentiell; nicht nur um die Prognose fur
den Patienten abzuschatzen, sondern auch um in Zukunft einen anderen Therapieweg
einzuschlagen. Die Biomarker muissen jedoch schnell, unkompliziert und mit geringen

Kosten verbunden sein, um sie in der Routinediagnostik einsetzen zu kénnen.
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1.5 Ziele der Doktorarbeit

Es gibt unter den Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals Region eine nicht unerhebliche
Gruppe von Tumoren mit einer unklaren Beteiligung der humanen Papillomviren. Im Rahmen
der vorliegenden Promotionsarbeit sollten verschiedene direkte (virale) und indirekte
(zelluldre) Marker, sowie sinnvolle Markerkombinationen gepruft werden, um
Plattenepithelkarzinome aus der Lokalisation des Oropharynx mit aktiver HPV-Beteiligung

sicher und reproduzierbar zu identifizieren.

Fir die direkte Analyse der Virus-DNA und fiir eine Unterteilung der Tumoren in Gruppen mit
unterschiedlicher Viruslast sollte eine Kohorte von 199 Oropharynxtumoren (OPSCC)
zunachst mittels der BSGP5+/6+-PCR/Multiplex Genotypisierung (MPG) untersucht werden.
Anschlie3end sollte durch eine quantitative real-time PCR (qPCR) die exakte Viruslast in den
HPV16-positiven Tumoren bestimmt und mit den klinischen Krankheitsverlaufen in
Beziehung gebracht werden. An archiviertem Tumormaterial aus denselben Tumoren sollte
die Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung eingesetzt werden, um zu prifen, ob diese schnelle

Technik als kostenglinstige Alternative zur Bestimmung der Viruslast in Frage kommt.

Des Weiteren sollten die HPV16 DNA-positiven Tumoren auf die E6*ll und EG*I-Expression
von HPV16 untersucht werden, da diese auf die Translation von E7 schlieRen lasst und
somit als unabdingbar fir die onkogene Aktivitat des Virus gilt. Zusatzlich sollten die
Tumoren, die fur die E6*Il und/oder E6*l Transkripte positiv waren, auf ein spezifisches
virales RNA-Muster untersucht werden, das erst kirzlich als geeignet fir die Diagnositik von

hochgradigen Lasionen in der Zervix bzw. von Zervixkarzinomen beschrieben wurde (39).

Die Tumoren dieser Studie sollten aulRerdem mit Antikbrpern gegen die zelluldren Proteine
p53, das Retinoblastomprotein (pRb) und zwei weiteren Komponenten des pRb-Signalwegs,
p16™K* und Cyclin D1, immunhistochemisch gefarbt werden. Dafiir sollte ein Gewebechip
(Tissue Microarray, TMA) erstellt werden. Auch hier ging es darum, immunhistochemische
Marker oder Markerkombinationen zu finden, die eine aktive Rolle des Virus anzeigen und
fur die Diagnostik von OPSCC an Formalin-fixiertem und in Paraffin-eingebettetem Material

eingesetzt werden kdnnen.
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2 MATERIAL

2.1 Gewebebiopsien

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebebiopsien von 199 Patienten der Hals-Nasen-
Ohrenklinik des Universitatsklinikum Heidelberg eingeschlossen, die im Zeitraum von 1990
bis 2008 auf ein Plattenepithelkarzinom (PEC) des Oropharynx behandelt wurden. Die
Studie wurde durch das Ethikkomitee der medizinischen Fakultat der Universitat Heidelberg

genehmigt und lief unter der Studiennummer 193/2003.

2.1.1 Gefriergewebe

Im Operationssaal wurden frische Gewebebiopsien direkt nach der Entnahme einem
Mitarbeiter des Molekularbiologischen Labors der Hals-Nasen-Ohrenklinik tibergeben und in
Isopentan schockgefroren, das durch flissigen Stickstoff auf ca. -100°C gekiihlt wurde.
AnschlieRend wurden die Gewebeproben in Kryoréhrchen uberfihrt und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.1.2 Paraffingewebe

Die Gewebeproben wurden routinemaRig und zur Diagnosesicherung im Pathologischen
Institut der Universitdt Heidelberg unmittelbar nach Eingang in Formalin fixiert und
anschlieRend in Paraffin eingebettet. Die Paraffinbléckchen wurden von Frau Dr. med.
Christa Flechtenmacher, Pathologisches Institut der Universitat Heidelberg, begutachtet und

zur Verfiigung gestellt.

2.2 Verbrauchsmaterialien

96-well Waschplatten Millipore, Bedford (MA, USA)

Abdichtungsfolie HJ-Bioanalytik GmbH,
Moénchengladbach

Adhasionsobjekttrager Super Frost® Plus Menzel-Glaser, Braunschweig

DAKO Pen Dako A/S, Glostrup, Danemark

Deckglaser (24x36 und 24x50 mm) Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Bielefeld

Edelstahlkammer

Einmalkittel

Eisbox

Falcon-Réhrchen (15/50 ml) Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen
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Filterspitzen

Gewebekleber (Tissue Tec)

Glasobjekttrager
Kryo-Aufbewahrungsboxen
Kryo-Probengefale (1.2 ml)

Kryostat-/Mikrotomklingen C35
Mikropistille

nucleasefreie Reaktionsgefalie (Safe-lock)
PCR Aufbewahrungsboxen

PCR Reaktionsgefale, Streifen mit Deckel
(8x0.2 ml)

PCR Racks, 96-well

Pipettenspitzen

2.3 Chemikalien

Aceton

Ameisensaure

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Eosin

Ethanol, unvergallt

Ethanol, vergallt
Imidazol/PUFFERAN

Isopentan (2-Methylbutan/ROTIPURAN)
Natriumchlorid
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Methanol

Milchpulver, fettarm (NFDM)

Tris

Tween 20

Xylol

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Jung, Leica Microsystems, Nussloch
GmbH

Marienfeld, Laboratory Glassware
Neolab, Heidelberg

Nalgene, Thermo Fisher Scientific,
Roskilde/Denmark

Feather Safety Razor Co., Ltd.
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Neolab, Heidelberg
NerbePlus, Winsen/Luhe

Eppendorf, Hamburg

Micro-Bio-Tec-Brand, Giessen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat
Natriumthiocyanat (NaSCN)
Paraformaldehyd (PFA)
Salzsaure (1 N HCI)
Wasserstoffperoxid (H,0,) 30%

Merck KGaA, Darmstadt
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Dextransulfat

Eukitt

Formamid

Hamalaun

Vectashield

Wasser, DNase/RNase-frei

2.4 Puffer und Losungen

2.4.1 PCR Puffer und Losungen

dNTPs, je 25mM
25 mM Magnesiumchlorid
10x AmpliTaqGold Puffer

2.4.2 Luminex Puffer

Detektionsldsung Luminex DNA/RNA

Hybridisierungslésung Luminex DNA

Hybridisierungslésung Luminex RNA

Hybridisierungswaschpuffer Luminex

0,1 M MES Kopplungspuffer

Pharmacia Fine Chemicals AB,
Uppsala, Schweden
Cat.No.: KIN E99, O. Kindler GmbH,

Ziegelhofstrale 214, D-79110
Freiburg, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Fluka)

Mayer’s Haemalaun Solution, Cat.
No.: A0884,2500, AppliChem GmbH,
Ottoweg 4, D-64291 Darmstadt,
Germany

LINARIS Biologische Produkte GmbH,
Werheim-Bettingen

QIAGEN, Hilden

Roth, Deutschland
Applied Biosystems
Applied Biosystems

2 M TMAC

75 mM Tris-HCI, pH 8,0
6 mM EDTA, pH 8,0
1,5% Sarcosyl

1mg/ml Casein

0,15 M TMAC

75 mM Tris-HCI, pH 8,0
6 mM EDTA, pH 8,0
1,5% Sarcosyl

1,5 M TMAC

75 mM Tris-HCI, pH 8,0
6 mM EDTA, pH 8,0
1,5 % Sarcosyl

0,02 % Tween
1xPBS,pH 7,4

4,88 g MES
ad 250 ml H,0

5 M NaOH zum Einstellen des pH-
Wertes auf 4,5
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Waschpuffer |

0,1% SDS Waschpuffer Il

2.4.3 IHC Puffer und Losungen

10x PBS

10x Citratpuffer, pH 6,0

10x TNT-Waschpuffer

TNT-Blockpuffer

TE-Puffer, pH 8,0

50 pl Tween 20
ad 250 ml H,O

2,5 ml SDS (10%)
ad 250 ml H,0

80 g NaCl

2 g KCI

14,4 g Na,HPO,

pH-Wert einstellen auf 7,4
ad 1000 ml ddH,0O

29,4 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
mit Citronensaure den pH-Wert
einstellen

ad 1000 ml ddH,0O
Aufbewahrung bei +4°C

157,6 g Tris-HCI

87,7 g NaCl

pH-Wert einstellen auf 7,5
ad 1000 ml ddH,0O

1 g Blocking Reagent (TSA-Kit)
200 ml 1x TNT Waschpuffer
60°C Schittelinkubator
Aliquotieren und bei -20°C lagern

10 mM Tris

0,2 M EDTA zum Einstellen des pH-
Wertes

2.4.4 Puffer fur die Fluoreszenz In-Situ Hybridisierungen

20x SSC, pH 7,0

Maleinsaure-Puffer, pH 7,5

Waschpuffer

3 M Natriumchlorid

0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Citronensaure zum Einstellen des pH-
Wertes

100 mM Maleinsaure

150 mM Natriumchlorid
NaOH-Platzchen zum Einstellen des
pH-Wertes

2x SSC

0,05% Tween
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2.5 Enzyme

AMV-Reverse Transkriptase

DNase |, RNase-frei

E.coli RNase H

Pepsin

T7 RNA Polymerase

Thermostabile DNA Polymerase, AmpliTagGold

2.6 Antikorper

Anti-p16™NK42

Anti-pRb

Anti-Cyclin D1

Anti-p53

Sekundarantikorper
(Biotinylierter Anti-Maus IgG)

2.7 Kommerziell erwerbliche Kits

DAB Substrate Kit for Peroxidase

DAKO-buffer

ImmPRESS™ Detection System - Anti-Mouse Ig
Peroxidase

Nuclisens EasyQ kit

Roche, Applied Science, Mannheim
QIAGEN, Hilden

NEB Biolabs, Frankfurt am Main
Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, USA
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche, Applied Science, Mannheim

monoklonal, mouse MTM-E6H4

Clone No.: E6H4, Cat. No.: MTM-
E6H4, MTM Laboratories, INF 583,
69120 Heidelberg

monoklonal, mouse 1F8

Clone No.: 1F8, Cat. No.: NCL-RB,
Visionbiosystems Novocastra, Balliol
Business Park West, Benton Lane,
Newcastle upon Tyne NE12 8EW,
United Kingdom

monoklonal, mouse DCS-6

Clone No.: DCS-6, Cat. No.: M7155,
Dako Denmark A/S, Produktionsvej
42, DK-2600 Glostrup, Denmark

monoklonal, mouse Bp53-11

Clone No.: Bp53-11, Cat. No.: 61039,
PROGEN Biotech GmbH, Maal3stralle
30, 69123 Heidelberg

Vector Laboratories Inc., CA 94010
USA

DAB Substrate Kit for Peroxidase,
Cat.No.: SK-4100, Vector Laboratories
Inc., CA 94010, USA

DAKO Target Retrieval Solution pH9
(10x), Cat.No.: S2367, Dako Denmark
A/S, Produktionsvej 42, DK-2600
Glostrup, Denmark

LINARIS Biologische Produkte GmbH,
Wertheim-Bettingen

bioMérieux Deutschland GmbH,
Ndrtingen
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QIAamp® DNA Mini Kit (250)
RNeasy Mini Kit+QlAshredder (250)
TSA™ Kit

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
NEL700 200-600 slides, Cat.No.:

NEL700001KT, PerkinElmer LAS Inc.,
549 Albany Street, Boston, MA 02118-
2512, USA.

TSA-Kit fur FISH Invitrogen, Molecular Probes

2.8 Oligonukleotide

Die PCR-Primer fir die Multiplex HPV-Genotypisierung (BSGP5+/6+, Beta-Globin), die
quantitative real-time PCR (gPCR) und fir die HPV16 RNA-Analysen (P1 und P2 fir die
viralen Transkripte E6*Il, E17°E4, E1C, L1 und die entsprechenden Kalibratoren) wie auch die
Sonden zur anschlieRenden Hybridisierung wurden im DKFZ von Dr. Markus Schmitt (Labor
Michael Pawlita) entwickelt und zur Verfigung gestellt. Fur die Primer und Sonden der g°PCR
diurfen aus patentrechtlichen Grinden in dieser Arbeit keine ndheren Angaben gemacht
werden; die Sequenzen sind auf Anfrage bei Dr. M. Schmitt erhaltlich.

Die Primer wurden von der MWG Biotech AG, Ebersberg, bezogen und hatten héchsten
Reinheitsgrad (HPLC purification quality). Primersequenzen sind von 5' nach 3‘ Richtung

dargestellt.

2.8.1 Multiplex PCR Primer

Tab. 2-1 BSGP5+/6+ Primer Sequenzen

Primer Name Richtung' Primer Sequenz’
B-globin
Bg3f F AATATATGTGTGCTTATTTG
Bg3b B AGATTAGGGAAAGTATTAGA
HPV
GP5+ F TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
BSGP5+-2 F TTTGTTACTGTTGTIGATACTAC
BSGP5+-3 F TTTGTTACTGTTGTIGATACCAC
BSGP5+-4 F TTTGTTACTTGTGTIGATACTAC
BSGP5+-5 F TTTTTAACTGTTGTIGATACTAC
BSGP5+-6 F TTTGTTACTGTGGTAGACACTAC
BSGP5+-7 F TTTGTTACAGTIGTAGACACTAC
BSGP5+-8 F TTTGTTACAGTIGTAGATACCAC
BSGP5+-9 F TTTGTTACTGTGGTAGATACCAC
bio-GP6+ B GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
bio-BSGP6+-b B GAAAAATAAATTGTAAATCATACTC
bio-BSGP6+-c B GAAAAATAAATTGCAATTCATATTC

'F, vorwarts (forward); B, riickwérts (backward)
2 Beta-Globin Primer haben eine Lange von 20 Nucleotiden; BSGP5+/6+ F-Primer haben
eine Lange von 23 und BSGP5+/6+ B-Primer eine Lange von 25 Nukleotiden; I, Inosin.
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2.8.2 NASBA Primer

Tab. 2-2 NASBA Primer (P1 und P2)

RNA Primer Sequenz

Zielsequenz

2267526 P1  AATTCTAATACGACTCACTATAGGGGAGAgatcagttgtctctggttgca
(E6™II) P2  atatactacggatggcctgGTGTACTGCAAGCAACAGTTA

88072582 P1  AATTCTAATACGACTCACTATAGGGGAGAGggatttccgttttcgtcaaatgga
(E1C) P2  atatactacggatggcctgCATCTGTTCTCAGAAACCATA

880713358 P1  AATTCTAATACGACTCACTATAGGGGAGAGctgtgtttcttcggtgccca
(E17E4) P2  atatactacggatggcctgCATCTGTTCTCAGAAACCATA

363275639 P1  AATTCTAATACGACTCACTATAGGGGAGAcatgataatatatgtttgtgcgtgcaa
(L1) P2  atatactacggatggcctgAATAGTAACACTACACCCATA

ubc P1  AATTCTAATACGACTCACTATAGGGGAGAtcacgaagatctgcattgtca

(Ubiquitin C) P2

atatactacggatggcctgGGATCTCCGTGGGGCGGTGA

P1 Primer bestehen aus einer T7 RNA Promotorsequenz (5’; GroRbuchstaben), gefolgt von purinreichen
Nukleotiden (fett) und der Zielsequenz (Kleinbuchstaben).
P2 Primer bestehen aus einer generischen Sequenz (Kleinbuchstaben) und der Zielsequenz

(GroRRbuchstaben).

2.8.3 Oligonukleotidsonden

Die Sequenzen der Oligonukleotidsonden sind von 5° nach 3‘ Richtung dargestellt. Alle

Sonden wurden mit einer 5’-Amin C4,-Spacer Modifikation versehen (von MWG Biotech AG,

Ebersberg).

2.8.3.1 Multiplex HPV-Genotypisierung

Tab. 2-3 Oligonukleotidsonden fiir die MPG-Analyse

HPV Typ Sondensequenz Linge
6 TCC GTAACT ACATCTTCCA 19-mer
11 TCT GTG TCT AAATCT GCT AC 20-mer
16 TAC CTA CGA CAT GGG GAG 18-mer
18 TGC TTC TACACAGTCTCCT 19-mer
26 GTA CAT TAT CTG CAG CAT C 19-mer
30 CAC ACA AAC GTTATC CACA 19-mer
31 GCA ATT GCA AAC AGT GATAC  20-mer
33 TGC ACA CAA GTAACT AGT GA  20-mer
35 CTGCTGTGT CTT CTAGTGA 19-mer
39 TAC ATT ATC TAC CTC TAT AGA  21-mer
43 TCT ACT GAC CCT ACT GTG 18-mer
44 TAC TAG TGA ACA ATATAA GCA  21-mer
45 TAATTT AACATTATG TGC CTC  18-mer
51 TGC TGC GGT TTC CCC AA 17-mer
52 GAA TAC CTT CGT CAT GGC 18-mer
53 TGT CTA CAT ATAATT CAAAGC  21-mer
56 GAT GCA CGA AAA ATT AAT CAG  21-mer
58 TAT GCA CTG AAG TAA CTA AG 20-mer
59 AGA ATA TGC CAG ACATGT G 19-mer
66 CGT GAA ATC AAT CAATACCTT  22-mer
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67 GGA AAA ATC AGAGGC TACA 19-mer
68 (ME180) CTG AAT CAG CTG TAC CAAA 19-mer
68 (x67161) CCA CTACTA CAGACT CTACTG 21-mer

69 CATCTGCCACTTTTAAACC 19-mer
70 TTTACATTGTCT GCC TGC A 19-mer
73 GTATGC CCACTCWAATTT TAA 21-mer
82 ACT CAA RCA AAC TTT AAG CAG 22-mer
Beta-Globin CTTCTT TTAATATACTTTTTT 24-mer
Universal 1 GiC ATG iiG ARG AAT ATG A 19-mer

Universal 2 GMC AYR CAG ARG AAT ATG A 19-mer
W =AT,R=A/G,i=Inosin, M=A/C,Y =C/T

2.8.3.2 NASBA Hybridisierungssonden

Tab. 2-4 Oligonukleotidsonden fiir die NASBA-Analyse
Transkript Kalibratorsequenz Sondensequenz
E6*l (2267409) CGACGTGAGGTGTATTAAC
EG*Il (226"526) AGAAGACTGAGCAGGTTCC GCGACGTGAGATCATCAAG
E1C (88072582_T)  TATTCGGCGACGACCGGCTT  TCCTGCAGATTCTAGGTGGC
E1C (88072582_C) TCCTGCAGATTCCAGGTGGC
E1”°E4 (880”3358) AGAGCTCTCCAGGACACTG TGATCCTGCAGCAGCAACG
L1 (363275639) AGAATTAGTTCCTTACTAAT TACATTTAAAAGATGTCTCTTT
Ubiquitin C CGACTTTCGTTGTTCGTTGTGA TCGCAGTTCTTGTTTGTGGATC

2.8.4 Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung (FISH)

Die Sonden fiir die HPV16 FISH wurden im Labor ,Cancer (cyto)Genetics' unter der Leitung
von Ernst-Jan Speel, in Maastricht, Niederlande generiert und freundlicherweise durch Ernst-
Jan Speel zur Verfigung gestellt. Die HPV16 Sonden wurden in einer ,Nick translation’
Reaktion entweder mit Digoxigenin (DIG) oder mit Biotin (BIO) markiert und umfassten das
gesamte HPV16 Plasmid mit ca. 8 kBp. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Biotin-

markierte Sonden zur Detektion der viralen DNA in den Tumorzellen verwendet.
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2.9 Gerate

Analysewaage

Autoklav, VX95

Dampfgarer (MultiGourmet)

Eismaschine

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop, Typ ,BX50F*
Gilson Pipetten (2 pl, 20 ul, 200 pl, 1000 pl)
Hamamatsu NanoZoomer Scanner
Kryostat, Typ ,2800 Frigocut®

Kihlschrank 4°C

Laborofen

Luminex 100 Analyser

Mastercycler Eppendorf

Mikrowellengerat

Motorpipette, 8-Kanal, Precision® 50 - 1200 ul

PCR-Thermocycler (Gene Amp System 2400)

pH-Meter

Pipette, 8-Kanal, 20 - 200 pl

Pipette, 8-Kanal, Biohit Pipettors 5 - 120 pl
Pipettierhilfe PIPETBOY

Pipettier-Roboter QIAgility

Roche LightCycler 480 Real-Time PCR System

Stanzgerat
Thermomixer
TiefkUhlschrank -20°C
TiefkUhltruhe -80°
Tischzentrifuge
Vacuum Waschstation
Vortexer

Wasserbad

Wasseraufbereitungsanlage, Milli-Q

Sartorius GmbH, Goéttingen
Systec GmbH, Wettenberg
Braun GmbH

AF20, Scotsman

Sartorius GmbH, Goéttingen
Olympus Microscopy, Hamburg
Gilson-Abimed, Dusseldorf
Hamamatsu Photonics GmbH
Leica, Nussloch

Liebherr

Bachofer, Reutlingen

Luminex Corp. Austin, Texas
Eppendorf, Hamburg

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Biozym Diagnostik, Hessisch
Oldendorf

PCR Perkin Elmer, Wellesley (MA,
USA)

WTW, Weilheim

Brand, Roskilde (Danemark)
Biohit PLC, Helsinki (Finland)
Integra Biosciences, Fernwald
QIAGEN, Hilden

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Roche Applied Science,
Mannheim

AlphaMetrix Biotech GmbH, Rodgau
Eppendorf AG, Hamburg

Liebherr

Harris

Eppendorf AG, Hamburg

Millipore, Bedford (MA, USA)

Kurt Migge GmbH, Heidelberg

GFL; M&S Laborgerate GmbH
Millipore, Bedford (MA, USA)
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2.10 Computer Software

Adobe Acrobat 9.0; Photoshop; lllustrator
Endnote X3

GraphPad Prism V5

Hamamatsu NanoZoomer Digital Pathology
(NDP-Viewer)

IBM SPSS Statistics 19
IS-H*med

Luminex 100 IS 2.3 SP1 Software

Microsoft Access 2007
Microsoft Office 2007
Microsoft Windows XP
SAS 9.2

Sigma Plot 11

Adobe Systems Inc., San Jose, CA,
USA

Thomson Reuters, San Francisco, CA,
USA

GraphPad Software Inc., CA, USA
Hamamatsu Photonics GmbH

IBM Corporation, Somers NY, USA

Siemens Medical Solutions GSD
GmbH, Berlin

Luminex Corp., Austin TX, USA
Microsoft Corp., Unterschleil3heim
Microsoft Corp., Unterschlei3heim
Microsoft Corp., Unterschleil3heim
SAS Institute Inc., NC, USA

Systat Software, Erkrath, Deutschland
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3 METHODEN

3.1 Kilinische Datenerhebung und Patientenkollektiv

Da die Pravalenz einer Infektion mit humanen Papillomviren der Hochrisiko-Gruppe in der
Oropharynx-Region als am hoéchsten gilt (siehe 1.2.2, Einleitungsteil), wurden fir die
vorliegende retrospektive HPV-Studie lediglich Karzinome dieser Lokalisation einge-
schlossen. Zunachst wurden alle Patienten aus der Datenbank herausgefiltert, zu denen
frisch-gefrorenes Tumorgewebe mit Lokalisation im Oropharynx vorhanden war. Zu diesen
Patienten (n=199) wurden im Jahr 2008 die wesentlichen klinischen Daten aus den
elektronischen Patientenakten des Universitatsklinikums Heidelberg erfasst und in die
laborinterne Datenbank eingetragen. Erfasste Informationen waren Geburtstag, Geschlecht,
Datum und Region des Primartumors im Oropharynx (Einteilung: 1, Tonsille (Oro/Tons); 2,
Zungengrund (Oro/Zgr), 3, andere Regionen (Oro/Sonst.)), Primar-Therapie, Histologie,
klinisches Staging (TNM Status und daraus resultierend das klinische Stadium), letzte
Vorstellung bzw. Todesdatum (Tod tumorabhangig oder —unabhangig), sowie die Nachfolge-
ereignisse (Lokalrezidiv, Lymphknotenmetastase, Zweitkarzinom und Fernmetastase) mit
Datumsangabe; gegebenenfalls wurden die entsprechenden niedergelassenen Arzte der
Patienten kontaktiert und/oder die Originalakten geordert. Zu den Risikofaktoren Tabak und
Alkohol waren Ja/Nein/Ex-Angaben vorhanden, Mengenangaben lagen in den meisten

Fallen nicht vor.

Einschlusskriterien fur die vorliegende Studie waren (i) pathologisch gesicherte primare
Plattenepithelkarzinome des Oropharynx, (ii) Oropharynxrezidive mit bekanntem HPV-Status
der entsprechenden Primartumoren, (iii) Lymphknotenmetastasen von Primartumoren des
Oropharynx mit bekanntem HPV-Status. Daraus ergab sich ein Patientenkollektiv, welches
185 primare Plattenepithelkarzinome des Oropharynx umfasste, 4 Lymphknotenmetastasen
und 10 Oropharynxrezidive jeweils mit bekanntem HPV-Status der entsprechenden
Primartumoren. Zusatzlich wurden von flinf gesunden Patienten normale Mundschleim-

hautbiopsien der Uvula als Kontrollmaterial und Referenz eingeschlossen.

3.2 Gewebeschnitte

Die Biopsien wurden aus der -80°C Kuhltruhe in flissigem Stickstoff zum Kryostat
transportiert und dort bei einer Temperatur von -23°C mit Gewebekleber fixiert und
anschlielend geschnitten. Fir die DNA- und RNA-Extraktion wurden je Biopsie Schnitte von
16 um Dicke bis zu einem Gesamtgewicht von jeweils ca. 5-10 mg angefertigt. Die

Gewebeschnitte wurden mit Hilfe einer gelben Pipettenspitze in ein mit fllissigem Stickstoff
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gefulltes 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt und mit einem Pistill gemdrsert. Die gemorserten

Gewebebiopsien wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Reaktionsgefalie wurden jeweils ohne, sowie mit Inhalt gewogen, um das Gewicht des

geschnittenen Gewebes zu ermitteln. Das Gewicht lag zwischen 2 und 10 mg.

Im Anschluss an die Gewebeschnitte wurden von jeder Biopsie zwei je 4 bis 5 ym dicke
Schnitte angefertigt, die auf einen Objekttrager aufgezogen wurden. Diese Schnitte wurden
mit Hamalaun und Eosin gefarbt, um den Tumoranteil sowie die Histologie der jeweiligen

Biopsie bestimmen zu kénnen.

Um mdgliche Virus-DNA Kontaminationen zu vermeiden, wurde das Kryostat nach jeder
Biopsie grundlich mit Aceton gereinigt. Zusatzlich erfolgte nach jeder Biopsie ein Messer-
sowie Handschuhwechsel. Die Schnittreihenfolge der Biopsien wurde notiert, um eine
mogliche Kontamination verfolgen zu kénnen. Zusatzlich wurden potentiell HPV-negative

Praparate (Uvulaschleimhaut von gesunden Patienten) zwischen den Tumoren geschnitten.

3.3 HE-Farbung

Zur Bestimmung des Tumoranteils der jeweiligen Biopsien, sowie zur Kontrolle der
Morphologie und Histologie, wurden die 4 bis 5 ym Schnitte mit Hdmalaun und Eosin gefarbt.
Der basische Farbstoff Hamalaun farbt dabei die Zellkerne des Praparates blau, wahrend

der Farbstoff Eosin das Cytoplasma rot erscheinen lasst.

Nachdem die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen wurden, wurden sie mindestens 24
Stunden bei RT getrocknet und anschlief3end fir 10 Minuten in die Farbelésung Hamalaun
gestellt. Danach wurden die Schnitte durch Spulen mit Leitungswasser geblaut. Durch den
pH-Wert des Leitungswassers erhalt der basische Farbstoff seine typische blau-violette
Farbung. Nach dem Blauen wurden die Schnitte 10 Minuten lang in 1%-Eosinlosung
gebadet. Danach wurden sie kurz mit ddH,O gewaschen und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 96% und 100%) dehydriert. Zum Schluss wurden die Schnitte nach

einem Xylolbad mit dem Einbettmedium Eukitt eingedeckt.

258 e = :?Sﬁ‘ <

o i TAND Ml B0 P,
Abb. 3-1 Beispiele einer HE-Farbung von Oropharynxt

)

umoren mit 90% (A) und
60% (B) Tumoranteil. S, Stroma; T, Tumor. Aufnahmen mit 10x Objektiv.
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3.4 HPV DNA-Analyse

3.4.1 DNA Extraktion

Die Tumoren wurden auf die Pravalenz von HPV DNA analysiert. Dafir musste die DNA
zunachst aus dem Gewebe isoliert werden. Die DNA Extraktion aus den gemorserten
Biopsien erfolgte mit dem QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Das gemorserte Material wurde dabei in ATL-Puffer und Proteinase K resuspendiert und 3
Stunden bei 56°C inkubiert. Die folgenden Schritte wurden nach dem Protokoll des Kits
durchgefiihrt. Das Prinzip des Kits beruht auf der Fallung der DNA mit Ethanol und der
Bindung an eine Saule (QlAamp Spin Column). Nach dem Waschen der DNA mit den
entsprechenden Puffern, wurde die DNA zweimal mit jeweils 200 ul AE-Puffer eluiert. Die

DNA-LAsungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Laut Protokollangabe des Kits erhalt man je 5 mg Gewebe 2 bis 6 ug DNA. Fir die Multiplex
HPV-Genotypisierung stand demzufolge DNA von Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx

mit einer Menge von 2-12 ug pro Biopsie zur Verfligung.

3.4.2 BSGP5+/6+-PCR/Multiplex HPV-Genotypisierung (MPG)

3.4.2.1 BSGP5+/6+-Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erlaubt die Amplifizierung spezifischer DNA-
Sequenzen aus kleinsten Mengen an Ausgangsmaterial. In sich wiederholenden Zyklen aus
DNA-Denaturierung, Primer-Hybridisierung und Elongation werden spezifische DNA-
Sequenzen amplifiziert. Die Reaktion wird durch eine thermostabile DNA-Polymerase

katalysiert, die zusatzlich dNTPs und zwei Oligonukleotidprimer bendtigt.

Durch die broad-spectrum general-primer PCR (BSGP5+/6+-PCR) wurde eine ~150 bp
lange Sequenz des viralen L1 ORF amplifiziert (123, 124). Wahrend der BSGP5+/6+-PCR
werden Primer verwendet, die komplementar zu konservierten Regionen des viralen L1-
Gens sind. Das Amplikon wiederum ist durch eine polymorphe Sequenz charakterisiert, so
dass dadurch die Amplifizierung von HPV Typ-spezifischen Amplimeren mit annahernd
gleicher Lange in einer Reaktion gewahrleistet ist. Theoretisch kdnnten damit bis zu 100
verschiedene HPV-Typen parallel in einer Probe nachgewiesen werden; die in dieser Arbeit
verwendete BSGP5+/6+-PCR schloss 27 mukosale HPV-Typen ein (;high risk’ (HR) HPV-
Typen: 16, 18, 31, 33, 35, 35variant, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82; putative HR
Typen: 26, 53, 66; ,low risk’ Typen: 6, 11, 43, 44, 70 und HPV-Typen unbekannten Risikos:
30, 67, 69) (123, 124).
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Aufgrund der Vielzahl verschiedener HPV-Typen muss die PCR jedoch eine Reihe von
Fehlpaarungen (,mismatches®) zwischen den Primern und den DNA-Sequenzen der
zahlreichen HPV-Typen Uberwinden. Dies geschieht durch die Wahl spezieller PCR-
Bedingungen: 3,5 mM MgCl, und 38°C Primerhybridisierungstemperatur.

Bei dieser PCR wurden neun Vorwartsprimer und drei Rickwartsprimer (f 1-9; b 1-3)
eingesetzt. Die b 1-3 Primer waren an ihrem 5’-Ende mit Biotin markiert. Dadurch erhalten
die amplifizierten PCR-Produkte einen biotinylierten DNA-Strang, der an die typspezifischen
Oligonukleotidsonden hybridisieren kann. Mit Hilfe der Biotingruppe kann letztlich die An-
oder Abwesenheit von HPV DNA im Multiplex HPV DNA Detektionsassay nachgewiesen
werden (siehe 3.4.2.3, Methodenteil).

Durch die BSGP5+/6+-PCR wurde die HPV DNA-Pravalenz in den 199 Oropharynx-
karzinomen analysiert. Zusatzlich wurden HPV16 Plasmid-Standards mit 1, 10, 100 und
1000 Genomkopien pro 100 ng humaner Plazenta DNA als Positivkontrollen und Wasser als

Negativkontrollen verwendet.

PCR Mix fur 40 yl Reaktionsvolumen pro Ansatz:

0,4 pl dNTPs (Endkonz. 0,2 mM)

5 pl PCR Puffer (Q solution)

4 yl MgCl; (Endkonz. 3,5 mM)

1,5 yl BSGP5+/6+ Primer Mix

je 0,2 ul Beta-Globin Primer (Bg3f; Bg3b)

0,2 yl AmpliTag Gold DNA Polymerase (1 Unit)
28,7 pl ddH,O

10 ul Proben-DNA bzw. Wasser fir die Negativkontrollen

Die PCR lief nach folgendem Programm:

Schritt I: Aktivierung der AmpliTagq Gold Polymerase (Hot Start)
94°C, 15 min

Durch hitzelabile Modifikationen der DNA Polymerase ist das Enzym bei RT inaktiv. Es wird
erst nach einer 15 min Inkubation bei 95°C aktiviert, da in dieser Zeit durch die hohe
Temperatur die hitzelabilen Modifikationen von der thermostabilen DNA-Polymerase abge-

spalten werden.
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Schritt ll: Denaturierung

94°C, 20 sec

Ramping rates: in 1,8°C/sec auf 38°C abkihlen
Schritt lll: Primeranlagerung

38°C, 30 sec

Ramping rates: in 2°C/sec auf 71°C erhitzen
Schritt IV: Elongation

71°C, 80 sec

Ramping Rates: in 2,5°C/sec auf 94°C erhitzen
Wiederholung der Schritte 1I-IV 39-mal.

Schritt V: End-Elongation

71°C, 4 min

Schritt VI: Kiihlung der PCR-Produkte bis zur Entnahme

4°C, endlos

Die hohe Sensitivitat der BSGP5+/6+-PCR macht sie sehr anfallig fir Kontaminationen. Um
eine Kontamination der Proben durch PCR-Produkte oder die Ubertragung viraler DNA von
Probe zu Probe zu verhindern, wurden spezielle Vorkehrungen getroffen und spezielle
Bedingungen gewahlt: Die DNA-Extraktion, PCR-Praparation, PCR-Amplifikation und die
PCR-Produktanalyse wurden jeweils in verschiedenen Raumen durchgefihrt. Zusatzlich
wurden Reagenzienaliquotierung, Pipettieren der DNA und Mastermixpraparation an
verschiedenen Sterilbanken vorgenommen. Es wurden ausschlief3lich durch Autoklavieren
sterilisierte PCR-Reaktionsgefalie und sterile Filterspitzen benutzt. Wahrend der ganzen
Prozedur wurden Einmalkittel bzw. unterschiedliche Laborkittel und Handschuhe fiir jeden
Raum getragen. Der Transfer von Proben und Material nach der PCR in den Proben-
vorbereitungs-Raum wurde vermieden. Durch diese Vorsichtsmalnahmen und die
Sauberung des Kryostats sowie den Messerwechsel nach dem Schneiden jeder Biopsie

konnten mdgliche Kontaminationen vermieden werden.

Die in den PCR-Reaktionen entstandenen Amplimere wurden letztendlich durch die Multiplex

HPV-Genotypisierung im Luminex Analyser untersucht.
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3.4.2.2 Beta-Globin PCR — DNA Integritatskontrolle

Die Amplifizierung von Beta-Globin Sequenzen ist eine weit verbreitete Methode, um die

Menge und Qualitat der DNA in klinischen Proben zu beurteilen.

Die Beta-Globin-PCR wurde fiir diese Studie direkt in die BSGP5+/6+-PCR integriert (123,
124). Das bedeutet, dass in einer Reaktion gleichzeitig die virale HPV DNA und die humane
Beta-Globin DNA amplifiziert wurden. Beta-Globin diente als Kontrolle, die zeigte, ob
amplifizierbare DNA in der jeweiligen Probe vorhanden war. Wenn kein Beta-Globin Signal
und gleichzeitig kein HPV Signal gefunden worden waren, so hatte dies zum Ausschluss der
Probe aus der Studie gefuhrt. Durch die Integration der Beta-Globin PCR in die BSGP5+/6+-
PCR, wurden beide Reaktionen mit dem gleichen PCR-Programm und bei gleichen
Bedingungen durchgefuhrt. Zusatzlich diente die Amplifizierung des Beta-Globin Gens zur

Quantifizierung der Viruslast in den Tumoren (siehe 3.4.2.3.3, Methodenteil).

3.4.2.3 MPG-Analyse
3.4.2.3.1 Prinzip der Analyse

Die BSGP5+/6+-PCR Produkte werden denaturiert und an bead-gekoppelte Oligonukleotid-
sonden hybridisiert. Diese Reaktionen erfolgen in 96-Loch Platten, um 96 Proben gleichzeitig
messen zu kénnen. Jede Oligonukleotidsonde, die einen speziellen HPV-Typ reprasentiert,
hat dabei ihre eigene Beadsorte. Die unterschiedlichen Farbungen der Beadsorten kdnnen
spater detektiert werden. Nach Ubertragen der Proben auf 96-Loch Filterplatten wird die
nicht-hybridisierte DNA entfernt: Die bead-gekoppelten Sonden sowie die hybridisierten
PCR-Produkte bleiben jenseits des Filters, wahrend die nicht-hybridisierte DNA durch den
Filter hindurchgesaugt wird. Die an die bead-gekoppelten Sonden hybridisierten biotinylierten
PCR-Produkte werden durch ein Streptavidin-Phycoerythrin  (Strep-PE)-Konjugat
fluoreszenzmarkiert. Nach weiteren Waschschritten kénnen die Beads im Luminex Reader
analysiert werden. Der Reader enthalt zwei Laser: Einer der Laser erkennt die Beadsorte an
ihrer internen Farbung, wahrend der andere die Strep-PE-Reporterfluoreszenz auf den
Beads quantifiziert. Pro PCR-Produkt Probe, also pro Loch der 96-Loch Platte, werden bei
der Messung mindestens 100 Beads jeder Beadsorte erfasst. Das Ergebnis wird in ,median

fluorescence intensity” (MFI) angegeben.

3.4.2.3.2 Kopplung der Oligonukleotidsonden an die Beads

Die Sonden wurden durch eine Carbodiimid-Kopplungsprozedur an carboxylierte Beads
(COOH-Beads, xMAP™-Technology) gekoppelt. Jede Sonde erhielt dabei eine bestimmte
Beadsorte. Bei jeder Sonden-Beadset Kombination wurden zunachst 200 ul der homogenen

Bead-Lésung (2x 1,25x 10° Beads) in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfiihrt und 2 min bei
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13000 rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen und verworfen wurde,
wurden die Beads in 25 yl Kopplungspuffer resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 1200
pmol der 5’Amino-Modifier C-12 verknupften Oligonukleotidsonden und 6 pl N-(3-dimethyl-
aminopropyl)-N-ethylcarbodiimid (EDC) Lésung. Die Suspension wurde durch Vortexen
gemischt und in der Dunkelheit flir 30 min inkubiert, wobei die Suspension nach 15 min noch
einmal gemischt wurde. EDC-Zugabe und Inkubation wurden wiederholt. Danach wurden die
Beads einmal mit 1,0 ml 0,02% Tween 20-Lésung und einmal mit 1,0 ml 0,1% SDS
gewaschen. Die Beads wurden jeweils 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. SchlieBlich wurden die Oligonukleotid-gekoppelten Beads in 1x TE-Puffer

resuspendiert und bei 4°C in der Dunkelheit gelagert.

3.4.2.3.3 Hybridisierung, Detektion, Cut-off Bestimmung und Viruslast

Nach der PCR wurden 10 pl jeder PCR-Reaktion in eine 96-Loch Platte pipettiert und mit 33
Ml Hybridisierungslésung vermischt, die einen Mix aus 2000 sondengekoppelten Beads jeder
Beadsorte in TMAC Hybridisierungspuffer enthielt. Danach wurden 7 ul TE-Puffer
zugegeben, um ein Endvolumen von 50 pl zu erhalten und die Suspension vorsichtig
gemischt. Dieser Ansatz wurde anschliefiend bei 95°C 10 min lang inkubiert und danach
sofort 1 min lang auf Eis gestellt, um eine mogliche Renaturierung der PCR-Produkte zu
verhindern. Die 96-Loch Platte wurde in einen Thermomixer gestellt, wo die Hybridisierungs-
reaktion 30 min bei 41°C stattfand.

Wahrend der Hybridisierung wurden 100 pl Waschpuffer pro Loch auf die Filter-Waschplatte
pipettiert und so 5 — 30 min bei RT inkubiert, um die Platten zu equilibrieren. Danach wurde

der Waschpuffer abgesaugt und die Proben aufgetragen.

Alle Proben wurden mit einer Mehrkanalpipette auf die Filter-Waschplatte transferiert und mit
100 pl Blockingpuffer auf einer Waschstation gewaschen. Die Beads wurden anschlieend
mit 50 pl Detektionslésung (1:16 000 verdunntes Strep-PE) auf einem Schuttler
resuspendiert und bei RT 30 min und 250 rpm in der Dunkelheit inkubiert. Danach wurden
die Beads dreimal mit je 100 pl Blockingpuffer gewaschen und letztlich in 100 ul
Blockingpuffer auf einem Schittler resuspendiert. Die Messungen erfolgten schlief3lich in der

96-Loch Filterplatte im Luminex 100 Analyser.

Anhand der HPV16 Plasmid-Standard MFI-Werte, die flir eine HPV16 Genomkopie pro 100
ng humaner Plazenta DNA erhalten wurden, wurde der Cut-off fir HPV-positive Tumoren
(HPV") festgelegt. Wenn man davon ausgeht, dass eine humane Zelle ca. 6 pg DNA besitzt,
entspricht dieser Cut-off demzufolge ca. 1 HPV Genomkopie pro 17 000 Zellen. Tumoren

unterhalb dieses Cut-offs wurden als HPV-negativ gewertet (HPV™).
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Die Bestimmung der Viruslast, d. h. die Quantifizierung der HPV16 DNA erfolgte mit Hilfe
des Beta-Globin Nachweises (Schmitt et al., in Bearbeitung). Fur jede Reaktion wurden
zunachst relative HPV16 Werte generiert (%), indem die gemessenen HPV16 MFI Signale
durch das maximal gemessene HPV16 MFI Signal (MFI=3702) dividiert wurden.
AnschlieBend wurden diese relativen Werte (%) durch das entsprechende Beta-Globin MFI
Signal dividiert, um einen nicht-deskriptiven Wert der Viruslast zu erhalten (%HPV MFI/Beta-
Globin MFI). Eine hohe Viruslast war durch einen vordefinierten Cut-off (0.0007 units)
festgelegt, der fur ,Hochrisiko’-HPV Typen so optimiert wurde, dass dadurch eine Differen-
zierung zwischen Zervixabstrichen mit normaler und abnormaler Zytologie méglich ist

(Schmitt et al., in Bearbeitung).

3.4.3 HPV16 quantitative real-time PCR

3.4.3.1 Prinzip der Analyse

Die Quantifizierung von DNA Sequenzen wahrend der real-time PCR (qPCR) beruht auf der
Messung von Fluoreszenz, die wahrend eines PCR Zyklus erfasst wird. Fur die gPCR in
dieser Arbeit wurden Hybridisierungssonden verwendet. Die Sonden bestehen aus zwei
Oligonukleotiden, von denen eines an seinem 3’-Ende mit einem Akzeptorfluorochrom und
das andere an seinem 5-Ende mit einem Donorfluorochrom versehen ist. Binden Akzeptor
und Donor an die Ziel-DNA, d. h. an den amplifizierten DNA-Strang, so liegen zwischen
beiden Oligonukleotidsonden nur wenige Nukleotide (1-5 nt) und das Akzeptormolekil wird
dadurch in raumliche Nahe zum Donormolekil gebracht. Der Akzeptor wird mit Licht einer
bestimmten Wellenlange angeregt. Das emittierte Licht des Akzeptors regt daraufhin das
Fluorochrom des Donors an, das ebenfalls an die Ziel-DNA gebunden hat. SchlieBlich wird
die Menge des emittierten Lichts des Donors gemessen. Befinden sich Akzeptor und Donor
nicht an der Ziel-DNA, d. h. nicht in dieser raumlichen Nahe zueinander, so wird auch kein

emittiertes Licht gemessen.

Die Amplifizierung der DNA Fragmente wahrend der qPCR erfolgt anfangs exponentiell bis
die Reaktion in einem Plateau mindet. Gegen Ende werden Primer und Nukleotide knapp
und auch die Polymerase hat aufgrund der hohen Temperaturen nur noch eine
eingeschrankte Funktion, die PCR Reaktion wird gehemmt und kommt schlieBlich zum
Stillstand. Fir die Quantifizierung der DNA wird parallel die Sequenz mit einer bekannten
Ausgangsmenge unterschiedlicher Konzentration amplifiziert. Anhand dieser Werte wird
anschliefend eine Standardkurve erstellt und schlief3lich die Kopienzahl der analysierten
DNA in den Proben berechnet.
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3.4.3.2 Durchfihrung

Die Primer flr die gPCR wurden so gewahlt, dass eine HPV16-spezifische Sequenz des E6
Gens amplifiziert wurde. Beta-Globin wurde co-amplifiziert und quantifiziert, um die DNA-

Qualitat der Proben zu sichern.

Die gPCR wurde in einem Light Cycler 480 von Roche durchgefiihrt. Die Amplifikations-
bedingungen waren 10 min bei 95°C, gefolgt von 45 Zyklen bei 95°C und 10 s, 60°C und 30
s, 70°Cund 1 s.

Die PCR fand in einem 10 pl Reaktionsansatz statt, bestehend aus 5 yl 2x Light Cycler 480
Sonden-Mastermix (Roche Diagnostics, Mannheim), jeweils 0,5 - 0,1 pM der
entsprechenden Primer und jeweils 0,2 - 0,75 yM der Sonden, sowie jeweils 1 pl Tumor-
DNA. Als Negativkontrollen wurden Ansatze mit allen PCR-Komponenten, aber ohne Tumor-
DNA verwendet.

Die Standardkurve fir Beta-Globin wurde durch eine Verdinnungsreihe von 100 bis 0,01 ng
humaner Plazenta-DNA erstellt. Wenn man davon ausgeht, dass eine Zelle ~6 pg DNA
enthalt, kann die eingesetzte Beta-Globin DNA-Menge aquivalent in der Verdiinnungsreihe
bestimmt werden; 100 ng DNA entsprechen demzufolge 16666 Zellen und dementsprechend

bei einem diploiden Genom ca. 30000 Beta-Globin Kopien.

Die Standardkurve fiir HPV16 wurde durch eine Verdiinnungsreihe von 1 bis 10° HPV16
Genomkopien pro 100 ng humaner Plazenta-DNA erstellt. Die Viruslast in den Tumoren
wurde anschlielfend anhand der Standardkurve fir HPV16 als Genomkopien pro Zelle

bestimmt.

Die absolute Quantifizierung der Genom-Kopienzahl wurde dabei jeweils durch eine lineare
Regressionsanalyse, die die Werte der unbekannten Probe gegen die Standardkurve mit

bekannter Kopienzahl auftragt, erreicht.

Da fur die Tumoren dieser Arbeit durchschnittlich ein Tumoranteil von 50% bestimmt wurde,

wurde der Cut-off fir eine hohe Viruslast auf 0,5 Kopien/Zellen festgelegt.
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3.5 HPV16 RNA Analysen

Nachdem durch die BSGP5+6+-PCR/MPG-Analyse die HPV-positiven Tumoren ermittelt
wurden, wurden diese zusatzlich auf die biologische Aktivitat des Virus durch den Nachweis
von (i) onkogener RNA (E6*Il und E6*I Transkripte) und (ii) viralen RNA-Mustern, die

spezifisch fur Zervixkarzinome gefunden wurden (39), analysiert.

3.5.1 RNA Extraktion

Die Extraktion der RNA aus dem Gewebe wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits und der
QIAshredder (Qiagen) durchgeflihrt. Das Prinzip des Kits beruht auf der Homogenisierung
des Gewebes in Gegenwart von Guanidinium-Isothiocyanat-haltigem Puffer, der sogenannte
Schutzgruppen um die RNA bildet und sie so vor dem Abbau durch z. B. RNasen schitzt.
Die RNA wurde anschlieliend mit Ethanol geféllt und an eine Silica-Gel Membran (QlAamp
Spin Column) gebunden. Zusatzlich wurde ein DNA-Verdau durch DNase | (Qiagen)
eingeschlossen, um eine ausschlieldliche Amplifikation der RNA zu gewabhrleisten. Daflr
wurden pro Ansatz 10 ul der DNase | Stocklésung (Lagerung der Aliquots bei -20°C) und 70
pl RDD-Puffer vorsichtig gemischt, auf die QlAamp Saule aufgetragen und 15 min bei RT
inkubiert. AnschlielRend wurden 350 pyl RW1-Puffer hinzugegeben und 15 sec bei 8000x g

zentrifugiert; der Durchfluss wurde verworfen.

Danach wurde die Membran mit den entsprechenden Puffern zweimal gewaschen. Da die
RNA mit Ethanol gefallt wurde, der Alkohol aber Enzyme der NASBA-Reaktion hemmt,
wurden die Proben kurz vor der Eluierung nochmals 5 min bei max. Geschwindigkeit und mit
offenen Deckeln zentrifugiert, um ein Verdampfen des mdglicherweise vorhandenen
Restalkohols zu erreichen. AnschlielRend wurde die RNA zweimal mit 50 pl nukleasefreiem

Wasser eluiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80°C gelagert.

3.5.2 NASBA (nucleic acid sequence based amplification) und
Hybridisierung

Um ein biologisch aktives Virus im Tumor nachweisen zu kénnen, wurde in einer NASBA-

Reaktion zunachst die E6*Il und E6*I RNA (2267526) amplifiziert, um sie anschlieRend nach

einer Hybridisierungsreaktion und dem Luminex 100 Analyser detektieren zu kdnnen.

AnschlieRend wurden E6*-positive Tumoren auf die Expression der Transkripte E1C

(88072582), E17°E4 (880713358) und L1 (3632"5639) untersucht, um die spezifischen viralen

RNA-Muster zu generieren.
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3.5.2.1 Prinzip der Analyse

Bei der NASBA handelt es sich um eine enzymatische Amplifikation von RNA, die bei
isothermen Bedingungen ablauft (42°C). Fir die Reaktion werden drei Enzyme, zwei
spezifische Oligonukleotid-Primer, Nukleosidtriphosphate und entsprechende Pufferbe-

dingungen bendtigt.

Einer der Oligonukleotid-Primer (Primer 1) besitzt zusatzlich zu den Nukleotiden, die
komplementar zur Ziel-RNA sind, an seinem 5-Ende eine T7 RNA Polymerase-
Promotorsequenz. Der zweite Oligonukleotid-Primer (Primer 2) besteht aus einer kurzen
Sequenz, die identisch zu einer Sequenz der Ziel-RNA ist und stromaufwarts der Region

liegt, an die der Primer 1 hybridisiert.

Bei den drei Enzymen, die bei der Reaktion bendtigt werden, handelt es sich um die AMV-
RT (Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase), die Escherichia coli RNase H und
die T7 RNA Polymerase.

Die Reaktion startet mit der Hybridisierung des Primer 1 an die einzelstrangige Ziel-RNA.
Der Primer 1 besitzt an seinem 5-Ende eine T7 Promotorsequenz. Die Reverse
Transkriptase (AMV-RT) verlangert den Primer, in dem sie eine cDNA Kopie des RNA
Templates erstellt. Resultat ist ein RNA/DNA Hybrid. Die RNase H erkennt dieses Hybrid als
Substrat und hydrolysiert die RNA, wobei eine einzelstrangige cDNA zurlickbleibt, an die der
Primer 2 binden kann. Dieser Primer wird ebenso durch die AMV-RT verlangert. Durch die
Verlangerung entsteht eine doppelstrangige DNA und letztlich wird so der T7-Promotor
vervollstandigt. Die T7 RNA Polymerase kann nun zahlreiche Kopien des RNA Transkripts
herstellen, die alle ,antisense’ zur originalen Ziel-RNA-Sequenz sind. Jedes neusynthetisierte
,antisense’ RNA-Molekiil selbst kann danach wieder als Template fungieren, an das
zunachst Primer 2 bindet und am Ende der Reaktion wieder ein DNA-Intermediat mit
funktionstiichtigem T7 Promotor steht. Auf diese Weise kann eine Vielzahl von RNA-Kopien
entstehen: In 90 Minuten kann eine Amplifikation um das 10° bis 10°-fache erreicht werden.
Im Anschluss an die NASBA-Reaktion wurden die Produkte an entsprechende Sonden
hybridisiert und im Luminex 100 Analyser detektiert (siehe 3.5.2.3, Methodenteil).

3.5.2.2 Durchfihrung NASBA

Die fur die NASBA bendétigten Utensilien waren im Nuclisens EasyQ Kit fur einen Ansatz
aliquotiert, mit dem 16 Reaktionen durchgefiihrt werden konnten. Fir einen Ansatz aus 16
Reaktionen wurden zunachst 16 ul der KCI Stocklésung mit 14 pyl NASBA H,O verdinnt, um

eine KCI-Konzentration von 80 mM zu erhalten.
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Um die Standardkurven zu generieren, wurden flr alle in vitro transkribierten Kalibrator- und
Wildtyp(wt)-Transkripte Verdinnungsreihen bis zu einer maximalen Verdinnung des Faktors
10" hergestellt. Die Ausgangskonzentrationen der Transkripte betrug 10° oder 10%. In den 18
Ml NASBA H,0O waren zusatzlich 2 ng tRNA als Trager-RNA hinzupipettiert worden, um einen
effizienten Transfer der Transkripte zu gewahrleisten. Die Verdinnungsreihe erfolgte nach

dem in Abbildung 3-2 dargestellten Schema.

o oo™ oo

10" 10° 108 107 10"

Abb. 3-2 Schema der Verdiinnungsreihe fiir die Transkripte.

Fur jedes Transkript wurde eine eigene Working Solution hergestellt. Die Working Solution
fur einen Ansatz (16 Reaktionen) mit einem Gesamtvolumen von 20 pl beinhaltete die
folgenden Reagenzien: 2,5 ul (40 pmol/ul) Primer 1; 2,5 pl (40 pmol/pl) Primer 2; 10,2 pl
NASBA H,0 und 4,8 ul der entsprechenden Kalibrator (Q-RNA) Verdinnung.

Schliellich wurde ein Mastermix fur jedes Transkript separat hergestellt. Hierfir wurde der
im Kit enthaltene lyophilisierte Reaktionsmix mit 64 ul des entsprechenden ,Reagent diluent’
versetzt und durch Vortexen geldst. Zu dem geldsten Reaktionsmix wurden letztlich 24 pl der
KCI-Lésung und 8 pl der Working Solution gegeben, um den Mastermix zu erhalten. Fir die
Enzymlésung wurden fur einen Ansatz (16 Reaktionen) 53,5 ul ,Enzyme diluent’ zum
lyophilisierten Enzymmix hinzupipettiert, bei RT ca. 20 min inkubiert und sehr vorsichtig

gelost.

In der Zwischenzeit wurden die Reaktionsansatze vorbereitet: Jeweils 5 pl des Mastermixes
wurden in Reaktionsgefalle (8-tube strip, Nerbe plus) vorgelegt und schlieBlich je 2,5 ul der
wt-RNA Verdinnungsreihe, der Tumor-RNA oder H,O als Negativkontrolle hinzupipettiert,

gemischt und die Reaktionsgefalte mit Deckel verschlossen.

Die Proben wurden nun in einen Eppendorf Mastercycler mit beheiztem Deckel (60°C)
gestellt und zunachst 2 min bei 65°C zur Denaturierung der Sekundarstrukturen inkubiert.
Wahrend dieser Inkubationszeit wurden in separate Deckel der ReaktionsgefalRe jeweils 3 pl
der Enzymldsung pipettiert. Mit Beginn des Abkiihlens auf 41°C wurden die Deckel der
Reaktionsgefalle ausgetauscht, so dass jeder Reaktionsansatz mit Enzymlésung versehen
wurde. Die Enzymlésung gelangte durch kurzes Zentrifugieren zunachst in das

Reaktionsgefal3, durch kurzes und vorsichtiges Schnippen wurden die Proben gemischt, kurz
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abzentrifugiert und schlieRlich wieder ins Gerat bei 41°C zurtckgestellt. Die Reaktion lief bei
41°C 90 min lang. Die NASBA Produkte wurden anschlieRend bei -20°C gelagert und die
Reaktion dadurch gleichzeitig gestoppt.

3.5.2.3 Durchfiihrung Hybridisierung

Die durch die NASBA amplifizierten RNA Transkripte wurden schliefdlich durch Bead-
gekoppelte Oligonukleotidsonden und dem Luminex Analyser detektiert. Die Kopplung der
RNA-spezifischen Sonden an die Beads wurde auf gleiche Weise durchgefuhrt wie die
Kopplung der MPG Sonden (siehe 3.4.2.3.2, Methodenteil). Wahrend der Hybridisierung

wurden ausschlief3lich DNase/RNase-freie Losungen verwendet.

Zunachst wurde jeweils 1 pl der NASBA Produkte in eine 96-Loch Platte vorgelegt.
Anschliellend wurden jeweils 49 ul Hybridisierungslésung hinzupipettiert, die sich aus 33 ul
1,5 M TMAC-Puffer, 75 mM Tris-HCI, pH 8,0, 6 mM EDTA, pH 8,0, 1,5 g/l Sarkosyl, 16 ul TE-
Puffer und einem Mix aus je 2000 Sonden-gekoppelter Beads pro Sorte zusammensetzte.
Zur Denaturierung wurde die Platte anschlieliend 5 min bei 95°C inkubiert und danach 1 min
auf Eis inkubiert, um eine Renaturierung zu verhindern. Die Hybridisierung erfolgte

schlieBlich in einem Schittelinkubator bei 41°C 30 min lang.

Die Reaktionsansatze wurden auf eine Waschplatte tberflihrt und mit je 100 pyl Waschpuffer
(1x PBS/0,02% Tween) gewaschen. Anschliefend wurden jeweils 50 ul der Detektions-
I6sung (2 M TMAC, 75 mM Tris-HCI, pH 8,0, 6 mM EDTA, pH 8,0, 1,5 g/l Sarkosyl und
1:1000 verdinntes Strep-PE) hinzugegeben und bei RT 20 min schiittelnd inkubiert. Die
Platte wurde erneut zweimal mit je 100 pl Waschpuffer gewaschen. Zur Analyse im Luminex

100 Analyser wurden die Beads schlieBlich in je 100 pl Waschpuffer resuspendiert.

3.5.24 Cut-off Bestimmung und Quantifizierung

Die gemessenen MFI-Werte der Reaktionen ohne RNA Transkripte wahrend der
Hybridisierung wurden als Hintergrundsignale herangezogen und von den Signalen der
Reaktionen mit RNA Transkripten subtrahiert. Die so erhaltenen MFI-Werte > 3 wurden als

positive Reaktionen gewertet.

Fir eine Quantifizierung der viralen RNA Transkripte wurden in jeder Reaktion
entsprechende Kalibrator-Transkripte kompetitiv co-amplifiziert. Fir die Erstellung externer
Standardkurven wurden die verschiedenen Konzentrationen von in vitro transkribierter wt-
RNA mit der Q-RNA co-amplifiziert. Die Quotienten dieser MFI-Werte aus einem
Reaktionsansatz gaben letztlich Aufschluss Uber die eingesetzte Menge an RNA

Transkripten (25 bis 25x10°). Anhand dieser Quotienten (wt-RNA MFI vs. Q-RNA MFI) wurde
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schliel3lich die Kopienzahl der in den Tumorproben enthaltenen viralen RNA Transkripte
bestimmt. Die Quantifizierung der viralen Transkripte erfolgte nur mit den MFI-Werten
oberhalb des Cut-offs (MFI=3), das heil’t nur fir diese MFI-Werte wurde der Quotient MFI-
Signale der Proben-RNA und der Kalibrator-RNA bestimmt.

Fur die viralen RNA-Muster lag ein vordefinierter Cut-off vor. Dieser basierte auf der
Differenzierung zwischen Zervixabstrichen mit normaler oder niedriggradiger und mit
abnormaler Zytologie oder Zervixkarinomen (39) und wurde so auch in dieser Arbeit

angewandt.

3.5.25 Die viralen RNA-Muster

Nachdem alle MFI-Werte > 3 der Tumorproben mit den entsprechenden MFI-Werten der Q-
RNA normalisiert wurden, wurden fir die E6*-positiven Tumoren die viralen RNA-Muster
bestimmt: Es wurden Quotienten gebildet aus (i) dem E6*-Verhaltnis (E6* MFI vs. Q-E6*II
MFI) und dem E1”E4-Verhaltnis (E1*"E4 MFI vs. Q-E1*"E4 MFI), um das RNA Muster-1 und
(i) dem E1C-Verhaltnis (E1C vs. Q-E1C) und dem L1-Verhaltnis (L1 vs. Q-L1), um das virale
RNA Muster-2 zu erhalten. Die Tumoren, bei denen das Verhaltnis aus den quantitativen
E6*-Werten vs. E17*E4-Werten > 1,5 betrug oder bei denen das Verhaltnis aus den
quantitativen E1C-Werten vs. L1-Werten > 0,003 betrug, wurden als Tumoren mit aktiver
HPV16-Beteiligung deklariert. Diese Tumoren zeigten die flir Zervixkarzinome (CxCa) und
Zervixabstriche mit hochgradigen Lasionen typischen viralen RNA-Muster und wurden daher
in dieser Arbeit mit RNA*/CxCa" abgekurzt.

RNA von gesunder Mundschleimhaut (HPV DNA-negativ) und von einem HPV-negativen
Tumor dienten als Negativkontrollen. Die E6*-negativen Tumoren wurden zusatzlich auf die

Expression des konstitutiv exprimierten zellularen Ubiquitin C (Ubc) Gens untersucht.

3.6 Gewebechiptechnologie

Bei der Tumorentstehung sind zahlreiche Gene und Signalwege beteiligt, die die
Proliferation, die Apoptose und die Differenzierung von Zellen kontrollieren. Mit Hilfe immun-
histochemischer Farbungen konnen diese Proteine durch entsprechende Antikdrper am
Gewebeschnitt nachgewiesen werden. Die Gewebechiptechnologie ermoglicht dabei den
Nachweis einer Vielzahl von Biomarkern in kurzer Zeit bei einer groRen Anzahl von

Tumoren.
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3.6.1 Gewebeauswahl und HE-Farbung

Fir den Gewebechip (Tissue Microarray, TMA) wurden zunachst zu allen 199 Patienten aus
den elektronischen Patientenakten alle in Formalin-fixierten und in Paraffin-eingebetteten
Biopsien herausgeschrieben. Zu diesen Biopsien wurden - falls vorhanden - die
entsprechenden HE-Farbungen im Pathologischen Institut herausgesucht. Die HE-
Farbungen wurden von der Pathologin Dr. med. Christa Flechtenmacher begutachtet und die
Tumorareale von ihr unter dem Mikroskop mit einem Stift markiert. Nun wurden zu allen
markierten HE-gefarbten Gewebeschnitten die entsprechenden Paraffinbléckchen, sowie
diejenigen Paraffinbléckchen herausgesucht, zu denen keine HE-Farbungen gefunden
werden konnten. Von diesen musste nun am Mikrotom jeweils ein 4 um dicker Schnitt
angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen, tiber Nacht bei 37°C getrocknet und anschlieRend
mit Hamalaun und Eosin gefarbt werden. Die HE-Farbung erfolgte nach dem gleichen
Protokoll wie fir die Gefriergewebeschnitte (siehe 3.3, Methodenteil), allerdings war es
erforderlich zu Beginn des Protokolls einen Entparaffinierungsschritt mit Xylol sowie einen
Rehydrierungsschritt mit Ethanol (100%, 96%, 70% EtOH, vergallt) durchzufihren.

Far 11/199 Patienten dieser Arbeit konnten keine fur die Analyse geeigneten Paraffin-
bléckchen gefunden werden. Zu anderen Patienten dieser Studie standen mehr als ein
Paraffinblockchen des entsprechenden Tumors zur Verfigung. Nachdem fur die 188
Patienten alle Paraffinbléckchen sowie fur mehrere gesunde Schleimhaute HE-Farbungen
vorlagen, konnten die restlichen reprasentativen Areale auf den geférbten Schnitten markiert

und anschlieliend der Gewebechip erstellt werden.

3.6.2 TMA-Anfertigung

Durch die Vorauswahl an Geweben und nach der Markierung der reprasentativen
Gewebeareale ergaben sich flir die 188 Patienten inklusive 5 gesunden Schleimhauten als
Kontrollen insgesamt 231 Paraffinblockchen, von denen nun die entsprechenden Areale in

einen einzigen leeren Paraffinblock Gberfiihrt werden mussten.

Mit Hilfe des AlphaMetrix Stanzgerates wurde zunadchst an die entsprechende Position im
leeren Paraffinblock ein Loch (0,6 mm im Durchmesser und 3mm lang) eingestanzt.
AnschlielRend wurde aus einem Gewebeblockchen ein im Durchmesser von 0,6 mm grolder
und 3 mm langer Stanzzylinder aus dem reprasentativen Areal entnommen und direkt in das
gleichgrofie Loch des leeren Paraffinblocks eingesetzt. Darauf folgte in 0,8 mm Entfernung
das nachste Loch, in welches ein ndchster Stanzzylinder einer anderen Biopsie eingefugt
werden konnte. Die Koordinaten der Einstanzpositionen wurden durch zwei digitale Mikrome-

terschrauben festgelegt.
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Es wurden in horizontaler Richtung 21 und in vertikaler Richtung 11 Stanzbiopsien jeweils
mit einem Abstand von 0,8 mm nebeneinander eingesetzt, so dass letztlich ein Rechteck mit
allen 231 Stanzen der zu untersuchenden Biopsien entstand. Um bei der Auswertung des
TMAs die Orientierung behalten zu kdnnen, wurde jeweils horizontal nach der 13. Stanze

und vertikal nach der 7. Stanze eine Liicke von 1,6 cm freigelassen (s. Abbildung 3-3).

Abb. 3-3 Anordnung der Stanzbiopsien am Gewebechip.
p16™ %@ [HC an TMAO018 mit Schmitthummer 50.

Zum TMA wurde ein Duplikat angefertigt, um die Anzahl der Tumorstanzen pro Patient zu
erhdhen. Fehlte eine Tumorstanze auf dem einen TMA, so konnte ggf. die Tumorstanze des
anderen TMAs ausgewertet werden. Nachdem die TMAs fertig gestanzt waren, wurden die
Paraffinblocke fir ca. 1 h bei 37°C inkubiert, um die Haftung des Gewebes an das Paraffin
zu erhdhen. AuRerdem konnten nach dem Erwarmen durch leichten Druck mit einer glatten,
ebenen Oberflache auf den Block die Gewebestanzen auf eine annahernd gleiche Ebene

gebracht werden. Dadurch hatte man beim Schneiden des TMAs weniger Gewebeverluste.

3.6.3 Schneiden des Gewebechips

Der TMA wurde bei einer Umgebungstemperatur von -20°C im Kryostat geschnitten,

nachdem der Paraffinblock mit Gewebekleber im Geréat fixiert wurde.

Von dem TMA wurden insgesamt ca. 150 brauchbare je ~4 um dicke Schnitte hergestellt, die
zunachst in ein 40°C warmes Wasserbad tberfihrt wurden und anschlieend auf silanisierte

Objekttrager der Schnittreihenfolge entsprechend aufgezogen wurden.

Die Schnitte wurden tiber Nacht bei 37°C getrocknet.
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3.7 Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung

Als weiteres direktes Nachweisverfahren von HPV16 DNA im Tumor wurde die Fluoreszenz
In-Situ Hybridisierung (FISH) eingesetzt. Um dabei mdglichst effizient zu sein, wurde erneut
der Gewebechip eingesetzt. Demzufolge wurden alle 188 Tumoren in nur einer Reaktion auf
das Vorhandensein von HPV16 DNA untersucht.

Die Analyse wurde im Labor ,Cancer (cyto)Genetics‘ unter der Leitung von Ernst-Jan Speel,
in Maastricht/Niederlande durchgefuhrt. Diese Methodik ist bei den Kollegen seit Jahren
etabliert.

3.7.1 Vorbereitung der Schnitte

Die 4 bis 5 ym dicken Schnitte des Gewebechips wurden auf gleiche Weise hergestellt wie

fur die immunhistochemischen Analysen (siehe 3.6.3, Methodenteil).

Zunachst wurde der TMA bei 80°C 30 min lang auf einer Heizplatte gebacken. Anschlieend
erfolgte die Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebe: 3x 10 min Xylol, 2x 5 min
100% Ethanol, 2x 5 min 96% Ethanol und 1x 5 min Methanol. Nach ca. 10 min Lufttrocknen
erfolgte das Blocken der endogenen Peroxidasen in 85% Ameisensaure und 0,3% H,0, bei
RT. AnschlieRend wurde der TMA kurz in saurem Ethanol gewaschen (70% EtOH/0,01%
HCI). Danach wurde das Gewebe in einer aufsteigenden sauren Alkoholreihe dehydriert, 5
min 70% EtOH/0,01% HCI, 2x 5 min 96% EtOH, 2x 5 min 100% EtOH und luftgetrocknet.

Die Schnitte wurden nun in vorgewarmter 1 N Natriumthiocyanat (NaSCN) Lésung bei 80°C
im Wasserbad inkubiert, anschlieRBend erneut mit saurem Alkohol gewaschen, in

aufsteigender saurer Alkoholreihe dehydriert und luftgetrocknet.

Der proteolytische Verdau erfolgte schlieRlich mit Pepsin (0,4g/100ml 0,02 N HCI; 800 —
1200 U/mg, Sigma) bei 37°C flr 10 min im Wasserbad. Diese Vorbehandlung der Schnitte
(Inkubation in Ameisensaure, H,O, und NaSCN) in Kombination mit dem proteolytischen
Verdau entfernt nahezu alle Proteine in den Zellkernen und dem Zytoplasma. Daher ist durch
diese Behandlung die Hybridisierungseffizienz sowie die Erhaltung der Morphologie wahrend
der FISH deutlich verbessert (125).

Nach dem Verdau wurden die Schnitte 5 min mit 0,01 N HCI gespult und anschlief3end in

einer aufsteigenden sauren Alkoholreihe dehydriert.

Nachdem die Schnitte an der Luft getrocknet waren, wurden die Gewebe 15 min bei RT in
1% Paraformaldehyd/1x PBS fixiert, anschlieBend 3x 5 min mit 1x PBS und 3x 10 sec mit
ddH,0 gesplilt. Danach erfolgte eine erneute Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (5
min 70%, 2x 5 min 96%, 2x 5 min 100% EtOH) und das Trocknen der Schnitte an der Luft.
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3.7.2 Vorbereitung der Hybridisierungssonden

Die biotinylierten HPV16 DNA-Sonden wurden zur Hybridisierung mit einem Dextransulfat-
Hybridisierungsmix versetzt. Die durch das Dextransulfat erreichte Viskositat der Ldsung
bewirkte eine Immobilisierung der bindungsfahigen DNA-Fragmente auf dem Zielpraparat

und die Hybridisierungseffizienz war damit erhoht.

Es wurden jeweils zu 1 ng/pl markierter HPV16 DNA-Sonde 60% Formamid, 2x SSC, 10%
Dextransulfat und 50x Lachssperma DNA hinzupipettiert, gut gemischt und anschlielend ca.

15 pl des Hybridisierungsmixes pro TMA pipettiert.

3.7.3 Denaturierung und Hybridisierung

Um die Hybridisierung der Sonde an die Ziel-DNA zu ermdglichen, mussten zuvor durch
Denaturieren Einzelstrange erzeugt werden. Die Denaturierung der Sonden- und Ziel-DNA
erfolgte dabei simultan: Auf das Zielgewebe wurden ca. 15 pl der vorbereiteten Sonde
aufgetragen und anschliellend mit einem Deckglas (60x36 mm) bedeckt, um ein Verdunsten
des geringen Volumens zu vermeiden. Die so vorbereiteten Objekttrager wurden daraufhin

auf einer 80°C heil’en Heizplatte 5 min inkubiert.

Fur die Hybridisierung wurde eine feuchte Edelstahl-Kammer vorbereitet, indem Ticher mit
einer Formamid-Lésung (60% Formamid/2x SSC) getrankt wurden und in der Kammer
platziert wurden. Diese sollten fir die Dauer der Hybridisierung das feuchte Milieu
aufrechterhalten und ein Austrocknen der Sondenlésung verhindern. Die Objekttrager
wurden in die Kammer gelegt, die Hybridisierung erfolgte daraufhin Uber Nacht in einem
Inkubator bei 37°C.

3.7.4 Waschen

Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Praparate von Uberschissiger Sondenlésung und

unspezifisch gebundenen Nukleotiden durch verschiedene Waschschritte befreit.

Die Objekttrager wurden der feuchten Kammer entnommen und kurz in die erste 42°C
warme Waschldsung (2x SSC/0,05% Tween) gedippt, um die Deckglaser vorsichtig mit einer
Pinzette entfernen zu konnen. Danach erfolgten die Waschschritte, 2x 5 min 2x SSC/0,05%
Tween bei 42°C in einem Schittelwasserbad, 2x 5 min 0,1xSSC bei 60°C und 2x 5 min 4x
SSC/0,05% Tween bei RT.
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3.7.5 Detektion der biotinmarkierten DNA-Sonden

Die gewaschenen Objekttrager wurden in eine feuchte Kunststoffkammer gelegt und es
wurden auf den hybridisierten Bereich jeweils ca. 100 pl der verdinnten Detektionsldsungen

nach folgendem Protokoll aufgetragen:
¢ 30 min Inkubation bei 37°C mit Avidin-Peroxidase (anti-Biotin; 1:200 in NFDM-L&sung
verdunnt; 5% non fat dry milk (NFDM; Milchpulver) in 4x SSC)
e 3x 5 min waschen in 4x SSC/0,05% Tween

¢ 30 min Inkubation bei 37°C mit biotinyliertem Anti-Avidin in NFDM-L6sung (1:100 in
NFDM-L6sung verdunnt)

e 3x 5 min waschen in 4x SSC/0,05% Tween

e 30 min Inkubation bei 37°C mit Avidin-Peroxidase (anti-Biotin; 1:100 in NFDM-L6sung

verdinnt)
e 3x 5 min waschen in 4x SSC/0,05% Tween
Anschlie3end sollten die Signale mittels Rhodamin-gekoppeltem Tyramid verstarkt werden.
Dafiir wurden die Schnitte 10 min lang bei 37°C mit 100 ul der folgenden Ldsung inkubiert:
¢ 1,0 ml PBS/Immidazol (pH 7,6; vorgewarmt auf RT)
e 10 pl 0,01% H,0; in PBS (1 pl 30% H20; in 300 pl PBS)
e 10 pl Tyramid (Molecular Probes)

Anschlielfend wurden die Schnitte 3x 5 min in 4x SSC gewaschen und in einer neutralen
Alkoholreihe dehydriert.

3.7.6 Einbetten der Praparate

Um die sichtbare rote Farbe des Rhodamin-Fluorochroms (TSA-Kit) nicht mit anderen
Farben zu Uberlagern, wurde mit dem Einbettmedium Vectashield/DAPI eingebettet,
wodurch eine sichtbare blaue Gegenfarbung der Zellkerne erreicht wurde. Vectashield

verhindert dabei ein vorzeitiges Ausbleichen der Fluorochrome.

Das Eindeckmedium wurde als Tropfen auf den Objekttrager aufgetragen und mit einem

grofien Deckglas (60x36 mm) luftblasenfrei Gberdeckt.
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3.7.7 Auswertung

Nach erfolgter Detektion der Hybridisierung wurden die Signale durch Fluoreszenzanregung
unter einem Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht und ausgewertet. Das Fluoreszenz-
mikroskop vom Typ Olympus BX-50F verfligte neben der Fluoreszenzlampe uber
verschiedene Filter zur Einzel-Anregung von DAPI und dem Rhodamin. In den meisten
Fallen waren die Rhodamin-Signale stark genug und konnten so im WU-Filter gemeinsam
mit der DAPI-Kernfarbung dargestellt werden. Bei Praparationen mit schwacher
Signalintensitat diente der Schmalband-Rhodamin-Filter (NIBA) zur genaueren Signal-

bestimmung.

Da die Hintergrundsignale zum Teil sehr hoch waren, wurden durch Ernst-Jan Speel fiir die
Auswertung der FISH die Ergebnisse der p16™<*-Immunhistochemie herangezogen. Die
TMAs wurden durch zwei Personen unabhangig von einander ausgewertet. Es wurden
positive Signale sowie der physikalische Status des Genoms (granulare oder punktierte
Signale) dokumentiert. Die Ergebnisse wurden letztlich als Score dargestellt: 0, HPV16-

negativ; 1, HPV16-positiv und integriertes Genom; 2, HPV16-positiv und episomales Genom.

3.8 Immunhistochemie (IHC)

Die 231 Gewebestanzen auf dem TMA wurden mit vier verschiedenen Primarantikorpern
(Anti-p16™2 Anti-pRb, Anti-Cyclin D1 und Anti-p53) immunhistochemisch gefarbt und durch
zwei verschiedene Detektionssysteme (ImMmPRESS™ Detection System und Tyramid Signal

Amplification — TSA™ — System) analysiert.

Es wurden je Primarantikorper, Detektionssystem und TMA zwei Schnitte angefarbt: Jeweils
ein Schnitt, der in der Schnittreihenfolge weiter vorn lag und ein in der Schnittreihenfolge
spaterer Schnitt. Fehlte eine Stanze auf dem einen Schnitt oder traten Unklarheiten bei der
Auswertung auf, so konnte der andere Schnitt an der entsprechenden Position haufig
Aufschluss dber die Farbung geben. Schnitte, an denen beide Detektionssysteme
angewandt werden sollten, waren benachbart, um eine vollstdndige Auswertung der IHC zu

gewabhrleisten.

3.8.1 Farben der Schnitte

Zunachst mussten die Schnitte durch Xylol entparaffiniert und durch eine absteigende
Alkoholreihe (100%, 96%, 70%) rehydriert werden. Der Inaktivierungs-Schritt der endogenen
Peroxidasen wurde direkt in die Rehydrierung eingebaut (3% H;O; in 70% EtOH).

Nach der Entparaffinierung wurden die Gewebeschnitte je nach Antikérper (s. Tabelle 3-1)
entweder 30 min in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) oder 10 min in DAKO Target Retrieval
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Solution, pH 9,0, im Dampfgarer gekocht. Nach dem Kochen wurden die Schnitte ca. 40 min
bei RT abkdhit.

AnschlieRend wurden die Schnitte 5 min in 1x PBS gewaschen. Wahrend des Waschens
wurden die Gewebe auf dem Objekttrager mit einem Fettstift umrandet, um ein Auslaufen
der Antikorper- und Substratlésungen zu verhindern. Fir die TSA-Farbungen wurden die

Schnitte zusatzlich 5 min mit 1x TNT Puffer auf einem Schittelinkubator behandelt.

Um unspezifische Bindungen des Primarantikérpers zu verhindern, wurden die Objekttrager
in eine feuchte Kammer (Uberfihrt, ein paar Tropfen Pferde-Serum (Ready-to-Use,
ImmPRESS) oder TNB (TSA™) auf den Schnitt aufgetragen und 20 Minuten bzw. 1 Stunde
inkubiert. AnschlieBend wurde der Primarantikérper in unterschiedlichen Verdinnungen

aufgetragen (siehe Tabelle 3-1).

Nach der Inkubation des Primarantikorpers wurden die Schnitte zweimal 5 Minuten in 1x
PBS (ImmPRESS) oder in TNT-Puffer (TSA™) gewaschen und anschlieRend mit den zwei

unterschiedlichen Detektionssystemen behandelt.

Tab. 3-1 Farbebedingungen fiir die entsprechenden Detektionssysteme und Primarantikorper.

Primarantikdrper p16"a pRb Cyclin D1 p53

Verdlinnung* 1:100 1:35 1:10 1:500

Dako Puffer pH Citratpuffer pH

Citratpuffer pH 6,0  Citratpuffer pH 6,0 9,0 Dampfgarer 6,0 Dampfgarer

Antigen-Retrieval Dampfgarer 30min  Dampfgarer 30min

10min 30min
Inkubation RT, 60min RT, 60min RT, 30min 4°C, UN
ImMMmPRESS-
X X X X
System
TSA-System X - X X

* Verdiunnungen der Antikorper in 1x PBS fiir das InmPRESS System und in TNB fir das TSA-System

3.8.1.1 IMmPRESS™ Detektionssystem

Bei dem ImmPRESS™-System ist der Sekundarantikérper mit dem Enzym Peroxidase
gekoppelt. Durch das DAB-Substratkit fur Peroxidase kénnen auf diese Weise letztendlich

die Antigene detektiert werden.

Es wurden wenige Tropfen Sekundarantikorper (Anti-Maus, Ready-to-Use, ImmPRESS™)
pro Schnitt aufgetragen und die Schnitte in der feuchten Kammer 20 Minuten bei RT
inkubiert.

Nachdem zweimal 5 min mit 1x PBS gewaschen wurde, erfolgte die Zugabe der DAB-

Detektionslosung (1 Tropfen Puffer-Stock, 2 Tropfen DAB, 1 Tropfen Peroxidase-Substrat in
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2,5 ml ddH,0). Die Entwicklungszeit der Farbungen variiert stark und muss stets beobachtet
werden, um eine Uberentwicklung zu vermeiden. Nachdem eine ausreichende Entwicklung
der Farbung erreicht war, wurde die Substratldésung abgesaugt und die Schnitte 3 min in 50
mM NaHCOj; inkubiert. Nach einem kurzen ddH,O-Bad wurden die Objekttrager kurz in
Hamalaun gestellt und anschlieRend 10 min mit Leitungswasser geblaut. Danach wurden die
Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 96%, 100%) und Xylol dehydriert und mit

Eukitt sowie einem Deckglas eingedeckt.

3.8.1.2  TSA™.Detektionssystem

Die Tyramide-Signal-Amplification™ (TSA™) ist eine patentierte Technologie entwickelt von
Perkin Elmer und bewirkt eine Amplifikation der chromogenen Signale wahrend der
immunhistochemischen Farbung. Das Detektionssystem wurde fir die Farbungen mit den

Primarantikdrpern Anti-p53, Anti-p16™*® und Anti-Cyclin D1 verwendet (siehe Tabelle 3-1).

Durch die Amplifikation der Signale kénnen diejenigen Proteine sichtbar werden, die nur in
geringem MaRe exprimiert werden, wahrend durch das ImmPRESS™-System nur
Uberexprimierte Proteine sichtbar werden. Auf diese Weise kann bei der Farbung der
Proteine p53, p16™“? und Cyclin D1 zwischen einer normal-niedrigen Expression und einem

Verlust des jeweiligen Proteins differenziert werden.

Abbildung 3-4 zeigt den Unterschied der beiden Detektionssysteme. Das biotinylierte
Tyramid bindet kovalent an Tyrosinreste. Die Straptavidin-gekoppelte Peroxidase kann
anschlieltend an das Biotin des Tyramids binden, wodurch die Signalverstarkung erfolgt. Ein
Beispiel flr die unterschiedliche Visualisierung des Proteinexpressionslevels zwischen
Standard-IHC und TSA-IHC ist in Abbildung 3-5 gezeigt.

ImMmPRESS TSA™

L)

Horseradish £\ Antigen
peroxidase @ Biotin
A Primarantikrper m Tyramid
@R Streptavidin

A Sekundarantikarper

Abb. 3-4 Darstellung der verschiedenen Detektionssysteme.
Erklarung im Text.
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RNA*/CxCa* OPSCC

p53 p53-TSA

Abb. 3-5 Beispiel fiir die unterschiedliche Visualisierung des p53-Expressions-
levels zwischen Standard-IHC (links) und der IHC mit Tyramid Signalverstiarkung
(TSA-IHC, rechts). Dieser Tumor bekam nach Auswertung der Standard-IHC den
Score 0 (keine Farbung); nach Auswertung der Tyramid-Farbung wurde der Tumor mit
Score 1 (leichte Farbung analog zur Schleimhaut) bewertet. Aufnahmen jeweils mit 10-
fach Objektiv.

Nach dem Waschen der Schnitte, wurde ein biotinylierter Sekundarantikérper (Anti-Maus,
1:200 in TNB Puffer) aufgetragen und 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde zweimal 5
min mit TNT Waschpuffer gewaschen. Danach wurde das Streptavidin-HRP-Konjugat (1:100
in TNB) aufgetragen und 30 min bei RT inkubiert. Es folgte erneut ein zweimaliges Waschen
mit TNT-Waschpuffer. Nun wurde die Tyramidverdinnung (1:200 in Amplfikationsldsung)
aufgetragen und exakt 10 min inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte zweimal mit TNT
Waschpuffer gewaschen und das Streptavidin-HRP-Konjugat wurde erneut fir 30 min bei RT
aufgetragen. SchlieRlich wurde erneut zweimal mit TNT-Waschpuffer gewaschen und es
wurde nach gleichem Protokoll wie fiir das InmPRESS™-System die DAB-Detektionsldsung
auf die Schnitte pipettiert, die Schnitte anschliefend gewaschen, mit Hamalaun gefarbt,

dehydriert und eingedeckt.

3.8.2 Auswertung

Die verschiedenen immunhistochemischen Farbungen an dem Gewebechip wurden mit Hilfe
des Hamamatsu Scanners digitalisiert und anschlieBend mit der entsprechenden Software
(Ndpi-Viewer, Hamamatsu) betrachtet und ausgewertet. Auf diese Weise wurden die
Tumoren am PC-Monitor ausgewertet ohne dabei die Ubersicht tiber den TMA verlieren zu
kénnen. AuRerdem konnten durch Hinein- bzw. Hinauszoomen des Bildes die verschiedenen

Objektive eines Mikroskops nachgestellt werden, so dass auch die Betrachtung von stark
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vergroRerten Arealen gelang. Als Referenz wurde die entsprechende Farbung der gesunden
Schleimhaut herangezogen (siehe Abbildung 3-6), die Tumoren erhielten daraufhin je nach
Farbung entsprechende Scores (siehe Tabelle 3-2): 0, es waren keine Braunfarbung der
Zellkerne sichtbar; 1, leichte Farbung, d. h. einige Kerne der Tumorzellen wiesen eine
braunliche Farbung auf, wahrend andere nicht gefarbt waren; 2, starke Farbung, d. h. viele
Kerne der Tumorzellen wiesen eine starke Braunfarbung auf. Die Auswertung erfolgte durch
mindestens zwei Personen, die unabhangig von einander und ohne Kenntnis des HPV-
Status die Scores flr die jeweiligen Tumoren dokumentierten. Die Scores wurden
anschliefend verglichen und bei Diskordanz wurde sich mit einer dritten unabhangigen

Person auf ein Ergebnis festgelegt.

Gesunde Schleimhaut

" Cyclin D1

Abb. 3-6 Typisches Proteinexpressionsmuster fir gesunde Oropharynx-
Schleimhaut. P16™%**, p53 und Cyclin D1 werden auf niedrigem Niveau
exprimiert; eine Farbung wurde nur durch TSA-IHC Farbung sichtbar (Score
1); pRb ist dagegen starker gefarbt (Score 2). Aufnahmen jeweils mit 10-fach
Objektiv.

Die Scores gaben letztlich Aufschluss dartiber, wie sich ein Tumor in der Expression eines
bestimmten Proteins verhielt. AuRerdem waren durch die Erstellung der Scores
Assoziations- und Uberlebensanalysen fiir die unterschiedlichen Expressionslevels der

untersuchten Proteine eines Tumors schnell und unkompliziert moglich.
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Tab. 3-2 Scoring-System auf Basis der Standard-lHC und TSA-IHC zur Ermittelung der
Proteinexpressionslevel in den Tumoren.

Primar AK™/ Standard-IHC TSA-IHC Total Bedeutung
Expressionslevel
p16INK4a
Expressionsverlust 0 0 0 aberrant
normal 0 1 1 gesund
hoch 1 1 2 aberrant
pRb
niedrig 0; 1 - 0 oder 1 aberrant
normal 2 - 2 gesund
Cyclin D1
Expressionsverlust 0 0 aberrant
normal 0 1 1 gesund
hoch 1 1 2 aberrant
p53
Expressionsverlust 0 0 aberrant
normal 0 1 1 gesund
hoch 1 1 2 aberrant

*Antikorper; - nicht durchgefihrt

3.9 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen und Berechnungen dieser Arbeit wurden mit den Software-
Programmen SPSS Statistics 19 (statistical packages for social sciences), SAS 9.2
(statistical analysis software), Sigma Plot 11 und Graph Pad Prism V5 durchgeflhrt.
Ergebnisse wurden als statistisch signifikant bezeichnet, wenn ein p-Wert <0,05 berechnet

wurde.

Die Patienten- und Tumoreigenschaften wurden in Abhangigkeit ihres HPV16 DNA- und
RNA-Status berechnet. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden je nach Parameter
entweder durch den Chi-Quadrat (x?)-Test, exakter Test nach Fisher oder den Wilcoxon-

Rang-Test ermittelt.

3.9.1 Korrelationsanalysen

Eine Korrelation beschreibt den Zusammenhang zwischen zwei oder mehreren Variablen
und wird als Korrelationskoeffizient ausgedruckt, ohne allerdings dabei auf Kausalitat
schliel3en zu lassen. Der Korrelationskoeffizient kann Werte zwischen +1 und -1 annehmen.
Je naher der Koeffizient an Null ist, desto schwacher ist die Korrelation; ist er =0, so besteht
keine Korrelation. Eine positive Korrelation besteht bei einem Korrelationskoeffizient >0, <0
zeigt dagegen eine negative Korrelation an. Wahrend fiir normalverteilte Variablen der
Pearson Korrelationskoeffizient berechnet wurde, wurde fir alle anderen Variablen mit

anderen Skalierungen in dieser Arbeit der Spearman Rangkorrelationskoeffizient berechnet.
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3.9.2 Clusteranalysen

Die Clusteranalyse der zellularen Proteine in Zusammenhang mit den HPV Gruppen wurde
mit der frei-erhéltlichen Software ,MultiExperiment Viewer' (MeV; Version 4.7.3) berechnet
und graphisch erstellt. In die Analyse wurden nur Tumoren eingeschlossen, die fiur alle

eingeschlossenen Variablen auswertbar waren.

3.9.3 Uberlebensanalysen

Um das Uberleben der Patienten zu visualisieren wurden Kaplan-Meier Graphen erstellt.
Unterschiede zwischen den Gruppen in den Graphen wurden durch den Log-Rank Test
ermittelt. Anhand multivariater Cox proportional hazard Modelle wurden Assoziationen
zwischen den viralen oder zelluldaren Markern oder Markerkombinationen und dem Gesamt-
(OS) oder progressionsfreien Uberleben (PFS) der Patienten unter Berlicksichtigung

klinischer und demografischer EinflussgréRen bestimmit.
Die mediane Nachbeobachtungszeit wurde nach Korn et al. (126) berechnet.

Patienten, fir die zwar ihre individuelle Uberlebenszeit vorlag, die exakte Uberlebenszeit
jedoch (noch) nicht bestimmt werden konnte, wurden als zensierte Falle dokumentiert. Eine
Zensierung tritt immer dann ein, wenn (i) ein Patient das Ereignis (z. B. Tod als Folge des
OPSCC oder Folgeereignisse, z. B. Lokalrezidiv, Lymphknoten-, Fernmetastase oder
Zweitkarzinom) vor dem Studienende nicht erreicht hat, (ii) eine Person vorzeitig aus der
Studie ausscheidet (Jlost to follow-up’) oder (iii) eine Person vor Studienende
tumorunabhangig verstirbt. Dagegen wurden Patienten als ,event’ dokumentiert, die wahrend
der Studienperiode an ihrem Tumor verstorben waren (OS) oder ein Nachfolgeereignis
(Lokalrezidiv, Lymphknoten-, Fernmetastase oder Zweitkarzinom in der Kopf-Hals Region;
PFS) erlitten.

3931 Univariate Analysen des Gesamt- und Progressionsfreien
Uberlebens
Mit Hilfe der univariaten Kaplan-Meier Analyse war es moglich die Wahrscheinlichkeit
abzuschatzen, mit der das Ereignis (z. B. Tod oder Nachfolgeereignis) innerhalb eines
Zeitintervalls nicht eintritt. Es wurde fiir die Patienten die Uberlebenswahrscheinlichkeit bzw.
die Wahrscheinlichkeit keine Nachfolgeereignisse zu erfahren in Abhangigkeit der Zeit nach
Zeitpunkt der Diagnose des Primartumors berechnet. Die Patienten wurden stratifiziert nach
den viralen und zellularen Markern, um so das prognostische Potential des jeweiligen

Markers zu bestimmen.
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Die univariaten Kaplan-Meier Analysen sind jedoch rein deskriptive Analysen zur Darstellung
des Uberlebens, ohne aber mdgliche Storfaktoren, sog. confounder, zu beriicksichtigen.
Daher sollten zusatzlich immer multivariate Analysen hinzugezogen werden, in denen die

Uberlebensmodelle auf die Stérfaktoren angepasst werden kénnen.

3.9.3.2 Multivariate Analysen des Gesamt- und Progressionsfreien
Uberlebens
Wie auch bei der Kaplan-Meier Analyse wird mit Hilfe des Cox Regressions Modells der
Einfluss bestimmter Variablen, in der vorliegenden Arbeit waren dies die viralen und
zellularen Marker, auf das Auftreten eines bestimmten Zielereignisses, z. B. tumor-
abhangiges Versterben oder Tumorfolgeereignisse, analysiert. Im Gegensatz zur rein
deskriptiven Analyse (Kaplan-Meier) kénnen aber bei der Cox Regression verschiedene
Einflussfaktoren (auch Kovariaten genannt) berlicksichtigt und nach diesen angepasst
(adjustiert) werden. Zusatzlich muss die ,proportional hazard’, die eine notwendige
Voraussetzung fiur die Validitdt des Cox Regressions Modells ist, gepriift werden. So muss
jede im Modell befindliche Variable Uber die Zeit proportional sein. Ist dies nicht der Fall, so
muss mit anderen Methoden, z. B. der Stratifikation, fur die entsprechende(n) Variable(n)
adjustiert werden. Die Assoziation zwischen den Variablen und dem Uberleben werden
schliellich als hazard ratio (HR) ausgedrickt. Diese gelten als Mald fur die Starke der

Assoziation zwischen Variable und Zielereignis.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Uberleben fiir die viralen und zellularen Marker
zusammen mit den Kovariaten Alter (kontinuierliche Variable), Geschlecht (weiblich vs.
mannlich), klinisches Stadium (IV vs. I-Ill), Alkohol- und Tabakkonsum (ja oder ex vs. nie)
und Primartherapie (Radio- und/oder Chemotherapie vs. Operation) bestimmt. Bei den
viralen Markern wurden die HPV-negativen OPSCC (HPV™ Gruppe), bei den zellularen
Markern wurden die fir HPV-negative Tumoren typischen Expressionslevel bzw. —muster als
Referenzkategorie herangezogen. Die ,proportional hazard’ wurde nach Grambsch &
Therneau (127) bzw. nach Schoenfeld (128) Uber die ‘Schoenfeld residuals’ geprift und alle
Kovariaten erfillten diese Voraussetzung. Interaktionen zwischen den Variablen wurden

getestet, aber nicht gefunden.

3.9.4 Assoziationsanalysen

Logistische Regressions Modelle, mit deren Hilfe odds ratios (OR) und die entsprechenden
95% Konfidenzintervalle (95%KI) berechnet werden, wurden angewandt, um Assoziationen

zwischen den zellularen Markern oder Markerkombinationen und den HPV Gruppen (RNA™,
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RNA*/CxCa®) zu bestimmen. Die OR gilt dabei als MaR fir die Starke der Assoziation
zwischen Variable (zellularer Marker) und Zielvariable (RNA™ oder RNA"/CxCa* Gruppe).

Analog zu den Uberlebensanalysen wurden auch diese Modelle auf die mdglichen
confounder Alter (kontinuierliche Variable), Geschlecht (weiblich vs. mannlich), klinisches
Stadium (IV vs. I-lll) und Alkohol- und Tabakkonsum (ja oder ex vs. nie) angepasst. Die flr
HPV-negative Tumoren typischen Expressionslevel oder —muster wurden jeweils als
Referenzkategorie herangezogen. Die Gruppe der HPV-negativen Tumoren plus der HPV
DNA-positiven Tumoren ohne virale RNA-Muster (non-HPV) wurden als Kontrollen, die

Gruppe der Tumoren mit viralen RNA-Mustern (RNA*/CxCa®) als Falle definiert.

3.9.5 Berechnungen von Sensitivitat, Spezifitat, positiver und
negativer pradiktiver Wert

Die Berechnung von Sensitivitdt, Spezifitat, positiver und negativer Vorhersagewert flr die
zelluldren Marker und Markerkombinationen war durch die Erstellung von Kreuztabellen
mdglich (Tabelle 3-3). Wahrend die Sensitivitdt den Anteil der durch den Marker als korrekt-
positiv klassifizierten Tumoren angibt (P(positiv erkannt| tatsachlich positiv)=d/(b+d)), gibt die
Spezifitdt den Anteil der durch den Marker als korrekt-negativ klassifizierten Tumoren an
(P(negativ erkannt| tatsachlich negativ)=al/(a+c)). Mit dem positiven Vorhersagewert wurde
der Anteil der korrekt-positiven (d) unter der Gesamtheit (c+d) der durch den Marker
erkannten positiven Tumoren berechnet (P(korrekt positiv| positiv erkannt)=d/(c+d)), mit dem
negativen Vorhersagewert wurde der Anteil der als korrekt-negativen (a) unter der
Gesamtheit (a+b) der durch den Marker negativ erkannten Tumoren (P(korrekt

negativ| negativ erkannt)=a/(a+b)) bestimmt (Tabelle 3-3).

Tab. 3-3 Kreuztabelle fiir die Berechnung von Se, Sp, PPV und NPV.

Zellularer Marker HPV-negativ RNA"/CxCa* total
Expressionslevel oder —muster

typisch HPV— a b atb
Expressionslevel oder —muster

typisch RNA*/CxCa” ¢ d ctd
total a+c b+d a+b+c+d
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4 ERGEBNISSE

4.1 Analysen an frisch-gefrorenem Tumormaterial:
Virale Marker

Zunachst wurden die 199 Oropharynxtumoren (OPSCC) auf die viralen Marker HPV DNA,
Viruslast, onkogene RNA (E6*Il und E6*| Transkript) und RNA-Muster untersucht. Fir diese
Analysen wurden frisch-gefrorene Tumorbiopsien verwendet. Der Begriff Marker oder auch
Markerkombination wird in der vorliegenden Arbeit flr alle Faktoren oder deren
Kombinationen, die auf eine aktive HPV-Beteiligung hinweisen koénnten, verwendet und
schlief3t u.a. auch multiple Faktoren, wie z. B. die RNA-Muster als sog. Einzelmarker ein, die

aus der Analyse meherer HPV Transkripte resultieren.

AnschlieBend wurde das Potential jedes Markers analysiert, einen HPV-assoziierten
Oropharynxtumor zu identifizieren. Als Mal® flr die Relevanz eines Markers wurde das

Uberleben der Patienten herangezogen.

4.1.1 HPV DNA-Analyse

Die DNA der Tumoren wurde mittels BSGP5+/6+-PCR/Multiplex HPV-Genotypisierung
(MPG) und mittels quantitativer real-time HPV16 PCR (qPCR) auf die Anwesenheit von

humaner Papillomvirus-DNA untersucht.

Wahrend die MPG-Analyse erlaubte, in einem Ansatz die Pravalenz von 27 mukosalen HPV-
Typen, darunter alle als Hochrisiko- oder mdgliche Hochrisiko-Typen klassifiziert, gleichzeitig
nachzuweisen und die Viruslast zu quantifizieren (123, 124, 129), sollten mittels gPCR die
qualitativen sowie quantitativen Ergebnisse der MPG-Analyse flr den wichtigsten HPV-Typ
(HPV16) bestatigt werden. Da man a priori nicht davon ausgehen kann, dass HPV16 der
einzige HPV-Typ ist, den man beim OPSCC finden kann, ist die PCR-basierte Methodik der
In-Situ Hybridisierung eindeutig vorzuziehen. Die von uns gewahlte Technologie ist

aulRerdem wesentlich sensitiver und erlaubt eine quantitative Bestimmung der Viruslast.

Der Nachweis eines bestimmten HPV-Typs wahrend der MPG erfolgte mit Hilfe des Luminex
100 Analyzers Uber die Messung der Fluoreszenzintensitat, die durch die spezifische
Hybridisierung eines PCR Produktes an die entsprechende Sonde erzeugt wurde. Die
Messung einer Probe im Luminex war abgeschlossen, wenn mindestens 100 Beads jeder
Beadsorte gezahlt wurden. Ergebnisse wurden als Mediane Fluoreszenzintensitat (median
fluorescence intensity, MFI) aller gezahlten Beads einer Sorte ausgedrickt. Zu jeder

beadgekoppelten Sonde wurden anschlieflend Hintergrundsignale, dargestellt durch die
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Fluoreszenzintensitat ohne PCR-Produkte, von den MFI-Werten subtrahiert und die MFI-

Netto-Werte zur Auswertung herangezogen.

Der Nachweis von HPV16 DNA wahrend der qPCR erfolgte durch die Messung der
Fluoreszenz des amplifizierten HPV DNA-Transkripts nach jedem PCR Zyklus. Die Methode
ermoglichte durch die erhaltenen Standkurven die direkte und quantitative Angabe der

HPV16 Genomkopien pro Zelle (copy/cell; Schmitt et al., in Bearbeitung)

411.1 HPV DNA-Préavalenz

Von den 199 Tumoren waren 100 (50%) in der BSGP5+/6+-PCR/MPG positiv fir HPV DNA,
davon waren 97 Tumoren positiv fir HPV16; die drei Ubrigen waren jeweils positiv flr
HPV18, 33 oder 35. Wegen der geringen Fallzahlen wurden diese drei Tumoren von den
weiteren Analysen ausgeschlossen. Multiple Infektionen oder Infektionen mit ,low-risk’ HPV-

Typen wurden nicht gefunden.

Es wurde ein signifikanter Anstieg der HPV16 DNA-Pravalenz Uber die Jahre 1990 bis 2008
beobachtet: Unter den ersten 98 Tumoren, die von 1990 bis Juni 1999 gesammelt wurden,
waren 36 (37%) HPV16 DNA-positiv, wahrend unter den letzten 98 Tumoren, die von Juli
1999 bis Juli 2008 gesammelt wurden, 61 (63%) HPV16 DNA-positive OPSCC zu
verzeichnen waren (Tabelle 4-1). Der kontinuierliche Anstieg Uber die Zeit war auch in
kleineren Zeitsegmenten sichtbar (Abbildung 4-1). Hierfur wurde die gesamte Tumorkohorte
(n=196) als Quartile Uber den Studienzeitraum aufgeteilt; jedes Quartil enthielt
dementsprechend 49 Tumoren. Die relative HPV16 DNA-Pravalenz stieg kontinuierlich von
35% in der ersten Uber 39% in der zweiten und 57% in der dritten, auf schlieRlich 67% in der

letzten Studienperiode an (Abbildung 4-1).

100 — — - eyt
1 HPV"

80 +
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Anzahl (%)

40 -

N I I
0

5/1990 - 6/1996 7/1996 - 6/1999 7/1999 - 9/2002 10/2002 - 7/2008

Studienperiode p<0.001

Abb. 4-1 HPV16 DNA-Pravalenz iiber den gesamten Studienzeitraum.

Die Studienperioden wurden durch jeweils n=49 Tumoren dargestellt.

Schwarz, HPV' OPSCC (%); grau, HPV~ OPSCC (%); der p-Wert wurde durch den Chi-
Quadrat-Test bestimmt.
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Von 97 HPV16 DNA-positiven Tumoren ermittelt durch BSGP5+/6+-PCR/MPG wurden
gleichzeitig 86 Tumoren positiv durch die qPCR getestet. Demnach wurde eine
Ubereinstimmung beider Methoden von 89% (Spearman’s rank Korrelationskoeffizient
r=0.93, p<0,01) erreicht. Jedoch wurden 11 Tumoren mittels qPCR HPV16 DNA-negativ
getestet. Diese zeigten auch in der MPG sehr niedrige HPV16 MFI-Werte. Die MPG Analyse
scheint daher die sensitivere Methode zu sein, sie hat eine analytische Sensitivitat von 1 bis
10 Genomkopien pro PCR fir die Detektion von HPV16 (124), wahrend die Sensitivitat der
gPCR bei 10 Genomkopien pro Zelle liegt. Die Signale der 11 Tumoren lagen demnach

unterhalb der Detektionsgrenze der pPCR.

Die Stratifizierung nach HPV16 DNA fir die folgenden Analysen erfolgte anhand der
qualitativen BSGP5+/6+-PCR/MPG-Ergebnisse, sodass 99 HPV-negative (HPV~™ Gruppe)
und 97 HPV16-positive (HPV® Gruppe) OPSCC Patienten fur die weiteren Analysen

eingeschlossen wurden (Abbildung 4-9).

41.1.2 Co-Amplifizierung von HPV16 und Beta-Globin

Sowohl in die BSGP5+/6+-PCR als auch in die gPCR waren Primer flr die Amplifikation des
zellularen Beta-Globin Gens integriert. Dies diente als DNA-Qualitatskontrolle, um falsch-
negative HPV-Ergebnisse auszuschlieffen. Zusatzlich dienten die Beta-Globin Signale bei
der BSGP5+/6+-PCR/MPG (MFI-Signale) zur Quantifizierung der HPV-Signale. Die Beta-
Globin PCR-Produkte hybridisierten wahrend der MPG spezifisch an beadgekoppelte Beta-

Globin Sonden und wurden anschlieend durch den Luminex Analyser detektiert.

Die Qualitat der 199 DNA Proben dieser Studie war ausreichend gut, da das Beta-Globin
Gen in jeder Tumor-DNA co-amplifiziert werden konnte. Bei degradierter DNA bzw. einer
DNA-Konzentration von weniger als 1 ng in der Probe (124, 130) ware die Amplifikation und
infolgedessen eine Detektion der Beta-Globin Signale nicht moéglich. Ein Ausschluss von

Tumoren aus der Studie war demnach nicht erforderlich.

Erwartungsgemal stand die gleichzeitige Amplifikation des Beta-Globin Gens und des
HPV16-Gens wahrend der MPG in einer inversen Beziehung zueinander, d. h. je mehr HPV-
Genomkopien in der Probe vorhanden waren, desto geringer waren die Beta-Globin MFI-
Signale; bei Proben mit geringen HPV16 MFI-Werten (wenige HPV-Genomkopien) oder bei
HPV-negativen Proben fielen die Beta-Globin MFI-Signale dementsprechend héher aus. Die
inverse Beziehung zwischen den Beta-Globin Signalen und den HPV16 Signalen ist in
Abbildung 4-2 dargestellt und statistisch signifikant (r= -0,73; p<0,001; Pearson’s

Korrelation).
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Abb. 4-2 Korrelation der HPV16 und Beta-Globin Signale in der
BSGP5+/6+-PCR/MPG. HPV16 MFI-Werte sind auf der x-Achse, Beta-
Globin MFI-Werte sind auf der y-Achse dargestellt; jedes Dreieck
reprasentiert eine Tumor-DNA. Der Korrelationskoeffizient betragt r= -0,73
und wurde durch Pearson Korrelation bestimmt.

4113 HPV Viruslast

Die Viruslast der Tumoren wurde quantitativ sowohl fir die BSGP5+/6+-PCR/MPG-

Ergebnisse als auch fur die gPCR-Ergebnisse bestimmt.

Eine Quantifizierung der HPV16 MPG-Signale wurde zunachst fir jede positive Reaktion
durch die Berechnung der relativen HPV16 MFI-Signale in Prozent erreicht. Hierfir wurden
die gemessen HPV16 MFI-Signale jeweils durch das maximal gemessene HPV16 MFI-
Signal (max. Signal=3702 MFI) dividiert (%HPV MFI-Wert). Anschliefend wurden die
relativen MFI-Werte durch die gleichzeitig gemessenen Beta-Globin MFI-Signale der
jeweiligen Probe dividiert; dadurch wurde ein nicht-deskriptiver Wert der Viruslast erhalten
(%HPV MFI-Wert/Beta-Globin MFI Signal). Eine hohe Viruslast war durch einen
vordefinierten Cut-off (7x10™* units) fir Hr-HPV Typen festgelegt. Dieser Cut-off war so
optimiert worden, um zwischen Abstrichen des Gebarmutterhalses mit normaler und
abnormaler Zytologie unterscheiden zu kénnen (Schmitt et al., in Bearbeitung). Basierend
auf diesem Cut-off hatten von 97 HPV* Tumoren 66 (68%) eine niedrige und 31 (32%) eine

hohe Viruslast.

Durch die gPCR war eine genauere Definition der Viruslast méglich, weil hier im Gegensatz
zur MPG, die exakte HPV-Genomkopienzahl pro Zelle bestimmt werden konnte. Da eine
HPV-Genomkopie pro Zelle als biologisch relevant und ausreichend fir eine kausale

Beteiligung am Tumorgeschehen anzusehen ist, und da der durchschnittliche Tumoranteil im
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Gewebe in dieser Studie 50% betrug, wurde der Cut-off fiir eine hohe Viruslast auf 0,5 HPV-
Kopien pro Zelle festgelegt. Nach der gPCR wurden von 97 HPV® OPSCC 64 (66%) als
Tumoren mit niedriger und 33 (34%) als Tumoren mit hoher Viruslast eingestuft (Abbildung
4-9).

Die Ergebnisse beider Methoden, BSGP5+/6+-PCR/MPG und gPCR, korrelierten signifikant
(r=0,95; p<0,01; Spearman’s rank Korrelation). Lediglich zwei Tumoren, die nach
BSGP5+/6+-PCR/MPG mit niedriger Viruslast eingestuft wurden, hatten nach pPCR eine
hohe Viruslast. Beide Tumoren lagen in der Nahe des MPG und auch des qPCR Cut-offs
(Abbildung 4-3).
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Abb. 4-3 Korrelation der HPV DNA Analysen durch MPG und qPCR.
Die Werte der MPG sind auf der y-Achse (HPV16MFI/bgMFI/max16
MFI), die Werte der qPCR auf der x-Achse als HPV16 Genomkopienzahl
pro Zelle (HPV16 copy#/cell) und die Cut-offs als gestrichelte Linien
dargestellt. Der Korrelationskoeffizient betragt r=0,95 (Spearman’s rank
Korrelation; p<0,01).

Die Stratifizierung nach HPV-Viruslast fur die folgenden Analysen erfolgte auf Basis der
gPCR. Dementsprechend wurde die Tumorgruppe mit niedriger Viruslast (HPV,,,) durch 64
und die Tumorgruppe mit hoher Viruslast (HPVyg) durch 33 Tumoren reprasentiert
(Abbildung 4-9).
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4.1.2 HPV16 mRNA Analyse

Um eine aktive Beteiligung des Virus am Tumorgeschehen zu untersuchen, wurden die 97
HPV* Tumoren auf die Expression von (i) onkogenen E6*I und E6*Il Transkripten und (ii)
viralen RNA-Mustern, die spezifisch fur Karzinome und hochgradige Lasionen der Zervix

sind (39), analysiert.

4.1.2.1 Quantitative HPV16 E6*l und E6*lIl RNA Analysen

Die Prasenz von HPV16 DNA im Tumor weist zwar auf eine Infektion des Gewebes mit dem
Virus hin, jedoch kann (ber die biologische Aktivitat des Virus keine Aussage getroffen
werden. Als wichtiger Indikator fiir eine aktive Beteiligung des Virus am Tumorgeschehen gilt
die Expression der Onkogene E6 und/oder E7. Da es bislang keine fir immunhisto-
chemische Analysen geeigneten und kommerziell erwerblichen Antikorper gegen das EG6-
und/oder E7-Protein gibt, wurden in dieser Arbeit die 97 HPV® Tumoren zunachst auf die
viralen E6*ll und E6*I mRNA Transkripte untersucht (siehe 3.5.2, Methodenteil). Wird eine
Virus-mRNA von der Wirtszelle transkribiert, so ist die anschlieRende Expression des
Virusproteins sehr wahrscheinlich und das Virus gilt somit als biologisch aktiv. Bei beiden
Transkripten handelt es sich um haufige Splicevarianten von HPV16, die potentiell flr das
frhe Virusprotein E7 kodieren (39). Die E6*I mRNA ist gegenuber der E6*Il mRNA in

Tumorzellen die haufigere Splicevariante; sie wird ca. 10-mal haufiger transkribiert (40).

Durch die Zugabe von in vitro transkribierter E6*1l-Kalibrator RNA (Q-RNA) einer bestimmten
Konzentration zum NASBA-Reaktionsmix wurde die Quantifizierung der E6*ll und E6*I
Transkripte der Tumorproben ermdglicht. Wildtyp-RNA (wt-RNA) und Q-RNA wurden
wahrend der NASBA zunachst als cDNA synthetisiert. Da beide cDNA-Typen mit den
gleichen Primerpaaren amplifiziert wurden, handelte es sich hierbei um eine kompetitive
Amplifikation der beiden RNA Typen (siehe 3.5.2.1, Methodenteil). Das Verhaltnis (Ratio
E6*Il oder E6*l vs. Q-E6*Il) beider Amplimere am Ende der Reaktion spiegelte somit das
tatsachliche Verhaltnis der beiden Transkripte, wt-E6*Il und Q-E6*ll, zu Beginn der
Amplifikation wider. Schliefdlich wurde die in der Tumorprobe befindliche wt-RNA anhand
einer externen Standardkurve quantifiziert. Die Standardkurve wurde durch eine 10-fach
Verdinnungsreihe von in vitro transkribierter wt-RNA unter Anwesenheit einer konstanten Q-
RNA Konzentration generiert. Sie stellt das Verhaltnis zwischen in vitro transkribierter wt-
RNA (E6*Il) und Q-RNA dar (Abbildung 4-4). Die kompetitive Amplifikation beider Transkripte
ist deutlich zuerkennen; je héher die Konzentration eingesetzter wt-RNA, d. h. je héher die
MFI-Werte der wt-RNA, desto niedriger die entsprechenden Q-RNA MFI-Werte im gleichen

Ansatz. Diese inverse Beziehung wurde wie erwartet auch zwischen der wt-RNA klinischer
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Proben und der Q-RNA bei gleichzeitiger Amplifikation beobachtet (r= -0,76; p<0,01;
Pearson Korrelation, Abbildung 4-5). Die wt-RNA MFI-Werte der klinischen Proben wurden
entsprechend durch die Q-RNA MFI-Werte dividiert und anhand der externen Standardkurve

quantifiziert.
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Abb. 4-4 Externe Standardkurve von in vitro transkribierter wt-RNA (E6*I1)
und Q-RNA zur Quantifizierung der klinischen Tumorproben.
Jedes Dreieck stellt den Quotienten fiir die wt-RNA vs Q-RNA (y-Achse) und die
entsprechende Kopienanzahl fiir das E6*ll Transkript (x-Achse) dar. Quotienten
unterhalb des Cut-offs wurden als E6*ll-negativ gewertet.
Da fir diejenigen Proben, die nur fur das E6*I Transkript positiv waren, keine entsprechende
Q-RNA zur Verfigung stand, wurden diese ebenfalls mit Hilfe der E6*Il Q-RNA und der

E6*1lI-Standardkurve quantifiziert.
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Abb. 4-5 Korrelation der HPV16 EG6*I/E6*I MFI Signale und der EG6*II-
Kalibrator (Q-RNA) MFI-Signale. Schwarze Dreiecke, OPSCC mit E6*Il MFI-
Werten; weille Dreiecke, OPSCC mit E6*I MFI-Werten; der Korrelations-
koeffizient betragt r= -0,76 (Pearson Korrelation, p<0,001).
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Von 96 HPV® Tumoren, ein HPV,, Tumor musste aufgrund unzureichenden Biopsie-
materials von den RNA-Analysen ausgeschlossen werden, exprimierten 48 (50%) das E6*I
Transkript, von denen 38 zusétzlich das EG*Il Transkript exprimierten. Die Gruppierung nach
HPV16 E6*Il und E6*I RNA-Status ergab dementsprechend 48 RNA-positive Tumoren
(RNA" Gruppe) und 48 RNA-negative Tumoren (RNA— Gruppe, Abbildung 4-9).

Von den 33 Tumoren mit einer hohen Viruslast exprimierten 32 (97%) Tumoren die viralen
E6*-Transkripte, mit einer Ausnahme waren alle positiv fir E6*ll und E6*l. Diese Tumoren
hatten zudem eine hohe Kopienanzahl an RNA-Transkripten (Abbildung 4-6). Dagegen
waren unter den 64 Tumoren mit einer niedrigen Viruslast 16 (25%) RNA® Tumoren zu
verzeichnen, von denen nur sieben Tumoren positiv flr beide Transkripte waren. Aulierdem
waren diese Tumoren eher durch eine niedrige RNA-Kopienanzahl charakterisiert (Abbildung
4-6).
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Abb. 4-6 HPV16 Viruslast in Abhangigkeit der E6*1I/E6*] Kopienzahl.

Schwarze Dreiecke, OPSCC mit Kopienzahlen fiir das E6*ll Transkript; weille Dreiecke,
Kopienzahlen fir das E6*l Transkript in OPSCC ohne E6*Il Transkript; gestrichelte Linien
reprasentieren die jeweiligen Cut-offs. Das wt/Q-Verhaltnis fur E6*II/E6*I-negative Tumoren
(MF1=0; Rauten) konnte aufgrund der logarithmischen Skalierung im Graph nicht dargestellt
werden; ihnen wurde daher der Wert wt/Q=0,001 zugewiesen. HPV, und HPVyg,
Tumoren mit niedriger bzw. hoher Viruslast.
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41.2.2 HPV16 RNA-Muster

Kirzlich wurden spezifische HPV16 RNA-Muster (RNA Muster-1 und 2, siehe 3.5.2.5,
Methodenteil) beschrieben, anhand derer Zervixabstriche mit normaler Zytologie oder mit
niedriggradigen Lasionen von solchen mit hochgradigen Lasionen oder mit Zervixkarzinomen
(CxCa) unterschieden werden konnen (39). Diese viralen RNA-Muster beruhen auf der
Expression vier verschiedener Transkripte, E6*ll (226%526), E1"E4 (88073358), E1C
(88072582) und L1 (363225639), und deren quantitativen Verhaltnissen zu einander. In der
vorliegenden Studie war es von Interesse, ob diese spezifischen viralen RNA-Muster ebenso
in den Tumoren des Oropharynx exprimiert werden. In diesem Fall wirden sie einen
besseren Marker fiir eine aktive Beteiligung von HPV16 darstellen als das E6*Il oder E6*I
Transkript allein. Insbesondere sollten die viralen RNA-Muster ermdglichen, zwischen

Tumoren mit integrierten und episomalen HPV16 Genomen zu differenzieren.

Um die spezifischen RNA-Muster in den OPSCC dieser Studie zu analysieren, wurden die
48 RNA" Tumoren auf die Expression der Transkripte E12E4, E1C und L1 untersucht. Fur
die RNA-Qualitatskontrolle wurden alle 48 RNA™ Tumoren zusatzlich auf die Expression des
zellularen Ubiquitin C (Ubc) Transkripts untersucht, um falsch-negative E6*Il oder E6*I-
Ergebnisse auszuschlieRen. Bei degradierter RNA oder einer zu geringen RNA-
Konzentration ware die Amplifikation und entsprechend eine Detektion der Ubc-Signale nicht
maoglich. Da das Ubc Transkript fir jede der 48 RNA™ Proben amplifiziert wurde, war ein

Ausschluss von Tumoren aus der Studie nicht erforderlich.

Die Quantifizierung der jeweiligen Transkripte erfolgte analog zu den E6*Il oder E6*I
Transkripten mit den entsprechenden Q-RNAs und externen Standardkurven (siehe 3.5.2.4,
Methodenteil und 4.1.2.1, Ergebnisteil). Eine signifikant inverse Beziehung zwischen wi-RNA
und Q-RNA wurde fur die Transkripte E1*E4 (Abbildung 4-7A; r= -0,83; p<0,001; Pearson
Korrelation) und L1 (Abbildung 4-7B; r= -0,56; p<0,001; Pearson Korrelation) beobachtet; flr
die Transkripte E1C (r=-0,17; p=0,2; Pearson Korrelation) und Ubc (r=-0,11; p=0,4; Pearson
Korrelation) wurde eine nur schwache inverse Korrelation festgestellt. Dieser Befund ist auch
fur klinische Proben der Zervix bekannt (39). Es werden bei den klinischen Proben fur E1C
haufig nur sehr geringe MFI-Werte gemessen, die weniger als 5000 Kopien pro Reaktion
reprasentieren. In diesem Bereich kommt es allerdings noch nicht zu einer kompetitiven
Amplifikation der entsprechenden Q-RNA. Die Quantifizierung der E1C Transkripte war
trotzdem maoglich; die Quantifizierung fir das Ubc Transkript war nicht erforderlich, da es

allein der Qualitatskontrolle diente.
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Abb. 4-7 Korrelationen zwischen den MFI-Signalen der wt-Transkripte
E1*E4 (A) und L1 (B) und den entsprechenden Kalibrator (Q) MFI-
Signalen. Dreiecke reprasentieren das wt-RNA Signal (x-Achse) der klinischen
Proben und das gleichzeitig gemessene Q-RNA Signal (y-Achse); die
Korrelationskoeffizienten wurden mittels Pearson Korrelation bestimmt.

Um schlieBlich die RNA Muster-1 und 2 zu erhalten, wurden die Transkript-Verhaltnisse (wt-
RNA vs. Q-RNA) durcheinander dividiert: E6*-Verhaltnis vs. E1*E4-Verhaltnis (Muster-1),
sowie E1C-Verhéltnis vs. L1-Verhéltnis (Muster-2). Von den 48 RNA® Tumoren dieser
Studie, waren demzufolge 40 (83%) OPSCC positiv fur die viralen RNA-Muster. Von diesen
40 Tumoren exprimierten 12 (25%) das Muster-1 (E6*/E1"E4 Verhaltnis > 1,5), 25
exprimierten das Muster-2 (E1C/L1 Verhaltnis > 0,003) und drei Tumoren waren positiv fur
beide RNA-Muster (Abbildung 4-8). Die acht RNA" Tumoren, die keine spezifischnen RNA-
Muster zeigten, wiesen sehr niedrige Signale flr alle viralen Transkripte auf (Tabelle 9-1,

Anhang).
78



4 Ergebnisse

103'2 v E
] : v
1025 v
] v .
107 5
. s
[V} v :
c > 100' v T
o © 3 v :
::;E Y" H
© A\ v :
Q o v [
2 1014 v i
g W oy :
Y v :
{v v ;
102 v s
A ) i ------------------------------------------------------
10'31 Vey Vv E \ vV A v
i1 v v Vi Wy e
10 44— :

104 102 10 10° 10" 102 10° 104 105 108 107

pattern 1
(ratio E6*II/E6*| vs E1"E4)

Abb. 4-8 Virale RNA-Muster analog zum Zervixkarzinom in HPV16
E6*I/E6*] positiven OPSCC (n=48). Tumoren mit Muster-1 (pattern 1)
befinden sich im Quadranten rechts unten (n=12), Tumoren mit Muster-2
(pattern 2) links oben (n=25), Tumoren mit beiden RNA-Mustern rechts
oben (n=3) und Tumoren ohne RNA-Muster befinden sich im Quadranten
links unten (n=8). Schwarze Dreiecke, OPSCC positiv fir E6*II/E6*; weille
Dreiecke, OPSCC positiv nur fir E6*l. Gestrichelte Linien reprasentieren
die Cut-offs fur die Transkript-Ratios (Cut-off Muster-1 > 1,5; Cut-off
Muster-2 > 0,003).

Insgesamt lagen die Transkript-Verhaltnisse (E6* vs. E12E4) fur 15 von 40 (37%) OPSCC
oberhalb des Cut-offs fur Muster-1, d. h. bei diesen 15 Tumoren lag das HPV16 Genom
héchstwahrscheinlich integriert vor, wahrend bei 25 (63%) OPSCC das Virusgenom nicht
integriert, sondern vermutlich als episomales Plasmid vorlag, da diese Tumoren das Muster-
2 exprimierten (E1C vs. L1).

Die Stratifizierung der HPV16 DNA-positiven Tumoren nach viralen RNA-Mustern flr die
folgenden Analysen ergab damit 40 Tumoren mit viralen RNA-Mustern (RNA'/CxCa*
Gruppe) und 56 Tumoren, die sich aus 48 RNA™ Tumoren plus 8 RNA" Tumoren ohne virale
RNA-Muster (RNA*/CxCa— Gruppe) zusammensetzten (Abbildung 4-9).
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Abb. 4-9 Ubersicht der OPSCC-Gruppierungen in Abhangigkeit von DNA-Status,
Viruslast und RNA-Status.

HPV~, HPV DNA-negative OPSCC; HPV', HPV16 DNA-positive OPSCC, analysiert durch MPG
(BSGP5+/6+-PCR/MPG); HPVow/HPVyigh, OPSCC mit niedriger/hoher Viruslast, bestimmt nach
quantitativer real-time PCR (qPCR); RNA™, HPV16 DNA-positive, aber E6*II/E6*I RNA-negative
OPSCC; RNA", HPV16 DNA- und E6*1I/E6*I RNA-positive OPSCC; RNA"/CxCa—, HPV16 DNA- und
E6*II/E6*I RNA-positive OPSCC, jedoch ohne RNA-Muster; RNA*/CxCa®, HPV16 DNA- und
E6*II/E6*] RNA-positive OPSCC mit RNA-Mustern. NASBA, nucleic acid sequence based
amplification. In der Abb. nicht gezeigt: 1/64 HPV,,, OPSCC wurde aufgrund ungeniigenden
Biopsiematerials von den RNA-Analysen ausgeschlossen.

4.1.2.3 HPV16 RNA-Pravalenz

Analog zum Anstieg der HPV16 DNA-Pravalenz wahrend des Beobachtungszeitraums
(siehe 4.1.1.1, Ergebnisteil), stieg ebenso die Pravalenz der Tumoren mit viralen RNA-
Mustern in der gesamten Tumorkohorte signifikant an: In der ersten Studienperiode (5/1990
bis 6/1996) waren 9/49 (19%) RNA'/CxCa* Tumoren und in der letzten Studienperiode
(10/2002 — 7/2008) waren doppelt so viele (19/49; 39%) RNA'/CxCa® Tumoren zu
verzeichnen (Abbildung 4-10). Unter den HPV® Tumoren war dagegen kein signifikanter
Anstieg der RNA*/CxCa* Tumoren zu erkennen: Wahrend in der ersten Studienperiode 9/17

(53%) der HPV® OPSCC die viralen RNA-Muster exprimierten, waren es in den folgenden
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zwei Perioden nur noch 6/19 (32%) bzw. 6/28 (21%) und in der letzten Periode wieder 19/33
(58%, Abbildung 4-10).
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Abb. 4-10 Pravalenz der HPV16 RNA-Muster in HPV16 DNA-positiven OPSCC.

Die Balken reprasentieren die HPV" Pravalenz (%) in den verschiedenen Studien-
perioden; eine Studienperiode umfasste jeweils n=49 Tumoren. Schwarz, Anteil der
HPV*" OPSCC mit viralen RNA-Mustern (%); grau, Anteil der HPV" OPSCC ohne virale
RNA-Muster (RNA™ plus RNA"/CxCa ). Der p-Wert wurde durch den Chi-Quadrat-
Test ermittelt und bezog sich auf den Anstieg der RNA'/CxCa’ innerhalb der
gesamten Studienkohorte tber den Zeitraum von 1990 bis 2008.

4.1.3 Patienten- und Tumorcharakteristika in Abhangigkeit des
HPV16 DNA- und RNA-Status

Demographische und klinische Daten, z. B. die Risikofaktoren Alkohol- und Tabakkonsum,
wurden aus den Anamnesebdgen der elektronischen Patientenakten des Universitats-
klinikums in Heidelberg erfasst. Im Folgenden wurden die Patienten- und Tumor-
charakteristika unter Bericksichtigung des HPV16 DNA- und RNA-Status des Tumors
analysiert (Tabelle 4-1).

Fur Geschlecht, Alter und Tabakkonsum der Patienten, sowie Tumorgréfie, Lymphknoten-
und Fernmetastasenstatus und klinisches Stadium wurden keine Unterschiede zwischen
HPV~ und HPV® Tumoren festgestellt. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
HPV~— und HPV"® war dagegen fiir die Tumorlokalisation innerhalb des Oropharynx und fir
den Alkoholkonsum der Patienten zu verzeichnen: Wahrend HPV* Tumoren hauptséchlich in
den Tonsillen lokalisiert waren, waren unter den Patienten der HPV™ Gruppe vermehrt
ehemalige Alkoholiker (Tabelle 4-1).

Patienten mit viralen RNA-Mustern in den Tumoren unterschieden sich dagegen signifikant

von HPV* Patienten ohne diese RNA-Muster hinsichtlich ihres Alters, ihres Tabakkonsums
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und der Primartherapie. Patienten der RNA'/CxCa® Gruppe waren 3alter, haufiger
Nichtraucher und sie wurden meist primar operiert im Vergleich zu Patienten der RNA™
Gruppe. AuRerdem waren RNA'/CxCa® Tumoren von geringerer GroRe (T1-T2), hatten
weniger Fernmetastasen, aber einen hoheren Lymphknotenstatus (N>0) und demzufolge ein

fortgeschritteneres klinisches Stadium (Stadium 1V; Tabelle 4-1).

Tab. 4-1 Patienten- und Tumorcharakteristika in Bezug auf den HPV16 Status.

HPV™* HPV™ RNA~® RNA*CxCa*’

Total (n=99) (n=97) (n=56) (n=40)
Characteristika n n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Geschlecht
méannlich 146 79 (80) 67 (89) 0,08" 41 (73) 25  (63) 0,3
weiblich 50 20 (20) 30 (31) 15 (27) 15 (37)
Alter (Jahre)
median 57 56,7 57,4 0,4* 56,1 62,1 0,01*
Oropharynx Region
Tonsille 84 33 (33) 51 (53) 0,02" 30 (54) 20  (50) 0,17
Zungengrund 45 27 (27) 18 (18) 7 (12) 11 (27)
andere 67 39 (40) 28 (29) 19 (34) 9 (23)
Tumorgrofle
T1-T2 87 44 (45) 43 (45) 0,9 20  (36) 23 (59) 0,03"
T3-T4 107 54 (55) 53 (55) 36  (64) 16 (41)
na' 2 1 1 1
Lymphknoten
NO 47 24 (24) 23 (24) 0,9 18 (32) 5 (13) 0,03"
N+ 147 74 (76) 73 (76) 38  (68) 34 (87)
na' 2 1 1 1
Fernmetastasen
MO 179 93  (95) 86 (96) 0,9* 49  (92) 36 (100)  0,04*
M1 9 5 (5) 4 (4) 4 (8) 0 (0)
na' 8 1 7 3 4
Klinisches Stadium
111 60 33 (34) 27  (28) 0,47 20  (36) 7 (18) 0,05"
v 134 65 (66) 69 (72) 36  (64) 32 (82)
na' 2 1 1 1
Primartherapie
Operation 125 59 (64) 66 (72) 0,3" 33 (62) 32 (84) 0,027
R/C? 59 33 (36) 26 (28) 20  (38) 6 (16)
na' 12 7 5 3 2
Tabak
Nichtraucher 21 6 (6) 15 (16) 0,08 0 (0) 15  (38) <0,001"
Ex-Raucher 20 9 (9 11 (1) 8 (14) 3 (8)
Raucher 153 83 (85) 70 (73) 48  (86) 21 (54)
na' 2 1 1 1
Alkohol
Abstinenz 15 9 (9) 6 (6) 0,017 2 (4) 4 (10) 0,3"
Ex-Alkoholiker 23 18 (19) 5 (5) 4 7) 1 (3)
Konsument 155 71 (72) 84 (89) 49  (89) 34  (87)
na' 3 1 2 1 1
HPV Pravalenz®
Studienperiode
5/1990-7/1999 98 62 (63) 36 (37) <0,001" 20  (36) 15 (37) 0,9
8/1999-7/2008 98 37 (37) 61 (63) 36 (64) 25  (63)

'Daten nicht vorhanden; “Radio- und/oder Chemotherapie; 3Studienkohorte wurde in zwei Teile mit jeweils n=98
Patienten zerlegt; “HPV16 DNA-negative OPSCC; *HPV16 DNA-positive OPSCC; °E6*II/E6*I-negative OPSCC
plus E6*II/E6*I-positive OPSCC ohne RNA-Muster; "HPV* mit RNA-Mustern; signifikante p-Werte sind kursiv
dargestellt; *exakter Test nach Fisher; TChi-Quadrat-Test; #Wilcoxon-Rang-Test.
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4.1.4 Uberlebensanalysen

Patienten mit HPV-assoziierten Oropharynxtumoren zeigen ein besseres Uberleben als
Patienten mit HPV-negativen OPSCC (66, 68, 71, 81-83). Deshalb wurde das Uberleben der
Patienten, sowohl das Gesamt- (overall survival, OS) wie auch das progressionsfreie
Uberleben (progression-free survival, PFS) stratifiziert nach den viralen Markern DNA,
Viruslast, E6*II/E6*] RNA und virale RNA-Muster analysiert, um das diagnostische und

prognostische Potential dieser Marker zu prifen.

41.4.1 Gesamtiberleben (OS)

Fur die Berechnung des Gesamtiberlebens wurde fir jeden Patienten die Zeitspanne ab
dem Diagnose-Zeitpunkt des Primartumors im Oropharynx bis zum Studienaustritt bestimmt.
Den Studienaustritt stellte entweder das Todesdatum oder das Datum der letzten Vorstellung
des Patienten in der Klinik oder beim niedergelassenen Facharzt dar. Patienten, die aus der
Nachbeobachtung verloren gingen (lost to follow-up’) oder tumorunabhangig verstorben
waren, wurden als so genannte zensierte Beobachtungen gewertet, wahrend Patienten, die
in Folge ihres Oropharynxtumors verstorben waren, als Event gewertet wurden (siehe 3.9.3,
Methodenteil). Die mediane Nachbeobachtungszeit des Patientenkollektivs dieser Studie
betrug 8,5 Jahre (103 Monate).

Zunachst wurde das Gesamtlberleben des Patientenkollektivs abhangig der viralen Marker
DNA, Viruslast, onkogener RNA und RNA-Mustern univariat mittels deskriptiver Kaplan-
Meier Uberlebenskurven dargestellt. AnschlieRend wurde das Gesamtiiberleben durch
multivariate Analysen (Cox proportional Hazard models) unter Berticksichtigung der anderen

klinischen EinflussgroRen berechnet.

4.1.41.1 Univariate Analysen

Nach univariater Analyse ergab sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fir die Patienten
stratifiziert nach Viruslast, onkogener RNA und viraler RNA-Muster, nicht jedoch nach
HPV16-DNA (Abbildung 4-11). Patienten der HPV® Gruppe hatten einen nur leichten
Uberlebensvorteil gegeniiber Patienten der HPV— Gruppe: Im Vergleich zu den HPV™
Patienten hatten HPV® Patienten eine ca. doppelt solange mediane Uberlebenszeit (61
Monate fir HPV® vs. 26 Monate fir HPV—, Tabelle 4-2) und der Anteil der tumorabhangig
verstorbenen Patienten war etwas geringer (44% fur HPV* vs. 60% fir HPV—, Tabelle 4-2).
RNA* Patienten hatten dagegen ein fast 5-fach ldngeres medianes Uberleben als HPV™
Patienten. Bei HPVygn und RNA'/CxCa” Patienten wurde der Zeitpunkt, an dem die Uber-
lebenswahrscheinlichkeit der Patienten 50% betragt, Uber den gesamten Beobachtungs-

zeitraum nicht erreicht (Tabelle 4-2; Abbildung 4-11B+D). Auch die Anzahl der beobachteten
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tumorabhéngigen Todesfalle sank von 31% in der RNA" Gruppe auf 24% bzw. 23% in den
Gruppen HPVjigr und RNA/CxCa”.

Tab. 4-2 Gesamtiiberleben der OPSCC Patienten nach HPV16 Status.

) mediane Events
Parameter n (total) Z%ﬁiﬁ:ﬁ:t; % p*
HPV™ 99 26 59 60
HPV* 97 61 43 44 0,06
HPV o 64 44 35 55
HPVhign 33 n.e. 8 24 0,02
RNA™ 48 34 28 58
RNA" 48 122 15 31 0,01
RNA™ plus RNA"/CxCa ™~ 56 34 34 61
RNA/CxCa" 40 n.e. 9 23 0,003

HPV/HPV®, OPSCC negativ/positiv fir HPV16 DNA; HPVou/HPVhigh, OPSCC mit
niedriger/hoher Viruslast; RNA—, HPV® OPSCC negativ fiir E6*II/E6*| RNA; RNA,
HPV® OPSCC positiv fiir E6*II/E6*| RNA; RNA"/CxCa—, RNA" OPSCC ohne RNA-
Muster; RNA'/CxCa®, RNA" OPSCC mit RNA-Muster; *Log-Rank-Test; n.e., nicht
erreicht.

4.1.41.2 Multivariate Analysen

Im Gegensatz zur univariaten Kaplan-Meier Analyse, bei der allein der Einfluss des HPV-
Status auf das Uberleben des Patienten berlicksichtigt wurde, beriicksichtigten multivariate
Analysen des Gesamtliberlebens neben dem HPV-Status auch andere Einflussgréfen. Das
Gesamt- wie auch das progressionsfreie Uberleben der Patienten ist bekanntermalen von
diversen anderen Faktoren, wie z. B. Alter oder Geschlecht, Tabak- und/oder
Alkoholkonsum, Tumorstadium oder der Therapie abhangig. So ist allgemein bekannt, dass
z. B. altere verglichen mit jlingeren Patienten eine schlechtere Prognose (d. h. eine
geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit) haben; ebenso Raucher oder Alkoholiker im
Vergleich zu Nichtrauchern oder Nichttrinkern und Patienten mit fortgeschrittenen Tumor-
stadien (> Stadium Il vs. Stadien I-lll). Diese EinflussgrofRen sollten in den folgenden

Analysen berlcksichtigt werden.
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Abb. 4-11 Gesamtiiberleben der OPSCC Patienten abhdangig vom HPV16-Status. Die Patienten wurden nach den viralen Markern HPV16 DNA (A), Viruslast (B), E6*II/E6*I RNA (C) und
RNA-Mustern (D) stratifiziert. HPV—, HPV DNA-negative OPSCC; HPV', HPV16 DNA-positive OPSCC; HPV ou/HPViign, OPSCC mit niedriger/hoher Viruslast, RNAT/RNA", HPV' OPSCC
negativ/positiv fiir E6*II/E6*I RNA; (RNA*/CxCa~)/ (RNA'/CxCa"), HPV* OPSCC ohne/mit RNA-Muster. Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven wurden durch den Log-Rank-Test bestimmt.
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So genannte Cox-Modelle erméglichten dabei, die Relevanz der vier viralen Marker (DNA,
Viruslast, onkogene RNA und RNA-Muster) unter gleichzeitiger Berticksichtung der anderen
Einflussgrofien (Alter, Geschlecht, Tumorstadium, Tabak- und/oder Alkoholkonsum und
Therapie) hinsichtlich des Gesamtuberlebens der Patienten zu bestimmen. Das Risiko am
Tumor zu versterben wurde schliellich in der so genannten Hazard Ratio (HR) ausgedriickt.
Bei einer HR=1,0 fiir eine Patientengruppe gab es keinen Unterschied zur Referenzgruppe;
bei einer HR<1,0 hatte die Patientengruppe im Vergleich zur Referenzgruppe ein besseres
Uberleben und bei einer HR>1,0 hatte die Patientengruppe im Vergleich zur Referenzgruppe

ein schlechteres Uberleben.

Zunachst wurden die Hazard Ratios fir die allgemeinen demographischen und klinischen
EinflussgroRen Alter, Geschlecht, klinisches Stadium, Tabak- und Alkoholkonsum in einem
gesonderten Modell berechnet (Tabelle 4-3). Wie erwartet waren hier vor allem das klinische
Stadium und der Therapie-Status signifikante Einflussgrofien auf das Gesamtiiberleben der
Patienten. Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium (Stadium V) hatten ein um
79% signifikant erhdhtes Risiko am Tumor zu versterben (HR=1,79; 95%KI 1,03-3,12) im
Vergleich zu Patienten mit weniger fortgeschrittenen Stadien (Stadium I-1ll). Des Weiteren
hatten Patienten, die Radio- und/oder Chemotherapie als Erstbehandlung des Tumors
erhalten hatten, ein um 125% signifikant erhéhtes Risiko zu versterben verglichen mit
Patienten, die primar eine Tumoroperation erhalten hatten (HR=2,25; 95%KI 1,42-3,57).
Auch fir die anderen Faktoren konnten Einflisse, wenn auch nicht signifikant, auf das
Uberleben beobachtet werden: Mit jedem Altersjahr erhéhte sich die Wahrscheinlichkeit zu
versterben um jeweils 1%; Frauen hatten ein leicht erhdhtes Risiko gegenliber den Mannern
in dieser Studie und vor allem die Raucher und Alkoholkonsumenten hatten ein erhdhtes

Risiko gegenulber Nichtrauchern und Nichttrinkern (Tabelle 4-3).

Anschliellend wurden die Hazard Ratios flir die viralen Marker adjustiert nach den oben
genannten Einflussgroflen berechnet, wobei die Gruppe der HPV™ Patienten stets die
Referenzgruppe darstellte (Tabelle 4-3). Analog zu den Kaplan-Meier Analysen, hatten HPV”
Patienten ein ahnliches Risiko zu versterben wie HPV™ Patienten (HR=0,68; 95%KI 0,45-
1,04). E6*II/E6*] RNA ergab als Gesamtmodell betrachtet ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied, allerdings hatten RNA® Patienten ein um 52% signifikant verringertes
Sterberisiko (HR=0,48; p=0,06; 95%KI 0,26-0,89). Signifikante Unterschiede zur HPV™
Gruppe bestanden nur fur Viruslast und virale RNA-Muster. HPV,g, und RNA'/CxCa’
Patienten hatten ein um 67% bzw. 69% verringertes Sterberisiko verglichen mit HPV™
Patienten (Tabelle 4-3).

86



4 Ergebnisse

Tab. 4-3 Multivariate Analysen des Gesamtiiberlebens.

Klinische und demographische

Faktoren HR 95% Ki p-Wert
Alter 1,01 0,81-1,25 0,9
Geschlecht (weiblich vs. mannlich) 1,09 0,66-1,77 0,7
Klinisches Stadium (IV vs. I-lll) 1,79 1,03-3,12 0,04
Therapie Status (R/C vs. OP) 2,25 1,42-3,57 <0,001
Tabakstatus

Raucher vs. Nichtraucher 2,09 0,83-5,30

Ex-Raucher vs. Nichtraucher 1,27 0,40-4,01 0,1

Alkoholkonsum

Konsument vs. Abstinenz 1,22 0,48-3,10

Ex-Alkoholiker vs. Abstinenz 1,24 0,42-3,62 0,9

HPV Marker n HR 95% KI p-Wert
HPV™ (Referenz) 99 1,00
HPV* 97 0,68 0,45-1,04 0,07
HPV ™ (Referenz) 99 1,00
HPV ow 64 0,82 0,53-1,26
HPVhign 33 0,33 0,15-0,76 0,03
HPV™ (Referenz) 99 1,00
RNA™ 48 0,90 0,56-1,44
RNA" 48 0,48 0,26-0,89 0,06
HPV™ (Referenz) 99 1,00
RNA™ plus RNA"/CxCa™ 56 0,95 0,61-1,48
RNA*/CxCa* 40 0,31 0,14-0,68 0,01

HR, Hazard Ratio; Kl, Konfidenzintervall. Die Modelle wurden adjustiert nach Alter,

Geschlecht, klinischem Stadium, Therapie Status,

Alkohol-

und Tabakkonsum.

Statistisch signifikante Werte sind fett dargestellt. Die p-Werte fir die HPV Marker

wurden jeweils fir das gesamte Modell berechnet.

Patienten zu identifizieren.

Die Marker Viruslast und virale RNA-Muster hatten demnach das grofdte Potential, um einen
HPV-assoziierten Tumor zu identifizieren. Der Vorteil der viralen RNA-Muster gegeniber
dem der Viruslast bestand lediglich in einer hoheren Sensitivitat: Wahrend in der HPV g

Gruppe nur 33 Patienten eingeschlossen wurden, war es mdglich durch die RNA-Muster 40
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4.1.4.2 Progressionsfreies Uberleben (PFS)

Analog zum Gesamtliberleben, wurde flr die Berechnung des progressionsfreien
Uberlebens die Zeitspanne ab dem Studieneintritt bis zum Datum einer Tumorprogression
oder bis zur letzten Vorstellung des Patienten herangezogen. Progression war definiert als
Auftreten eines oder mehrerer Folgeereignisse, wie Lymphknoten- oder Fernmetastase,
Rezidiv oder Zweitkarzinom in der Kopf-Hals Region, sowie als Ableben eines Patienten
infolge des Oropharynxtumors. Wie auch flir das Gesamtuberleben wurde zunachst das PFS
des Patientenkollektivs abhangig von den vier viralen Markern univariat mittels deskriptiver
Kaplan-Meier Uberlebenskurven dargestellt und anschlieRend der Einfluss der viralen
Marker auf das PFS der Patienten durch multivariate Analysen (Cox proportional Hazard

models) errechnet.

4.1.4.2.1 Univariate Analysen

Auch fir das PFS ergab sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir die Patienten stratifiziert
nach Viruslast, onkogener RNA und viralen RNA-Mustern. Ebenso wie fir das OS konnte flr
HPV16 DNA allein kein signifikanter Unterschied zwischen HPV® und HPV~ Patienten
festgestellt werden (Abbildung 4-12). HPV® Patienten hatten einen nur leichten Vorteil
gegeniiber HPV— Patienten beziglich ihres progressionsfreien Uberlebens: Insgesamt
erlitten unter den HPV* Patienten 53% (51/97) eine Tumorprogression, im Mittel erfolgte die
Diagnose nach 37 Monaten, wahrend unter den HPV™ Patienten 65% (64/99) eine
Progression aufwiesen und diese im Mittel schon nach nur 14 Monaten auftrat (Tabelle 4-4).
Bei den Patienten der RNA" Gruppe wurde dagegen bei 44% (21/48) der Patienten eine
Tumorprogression im Mittel nach 55 Monaten festgestellt. Die Stratifizierung nach Viruslast
oder nach viralen RNA-Mustern ergab wie auch fur das Gesamtuberleben den grofiten
Uberlebensvorteil fir die Patienten: 33% (11/33) der HPV,ign Patienten erlitten eine
Progression und sie hatten eine mediane Uberlebenszeit von 122 Monaten, wahrend 35%
(14/40) der RNA'/CxCa" Patienten eine Progression erfuhren; der Zeitpunkt, an dem die
Wahrscheinlichkeit eines progressionsfreien Uberlebens der Patienten nur noch 50%
betragt, wurde jedoch Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nicht erreicht (Abbildung
4-12B+D).
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Tab. 4-4 Progressionsfreies Uberleben der OPSCC Patienten nach

HPV16 Status.
_Mediane Events
Uberlebens-
Parameter n(total) it (Monate) % p*
HPV™ 99 14 64 65
HPV* 97 37 51 53 0.09
HPViow 64 26 40 63
HPVhign 33 122 11 33 0.02
RNA™ 48 21 29 60
RNA" 48 55 21 44 0.04
RNA™ plus RNA*/CxCa ™~ 56 23 36 64
RNA"/CxCa" 40 n.e. 14 35 0.01

HPV/HPV®, OPSCC negativ/positiv fir HPV16 DNA; HPViow/HPVhigh, OPSCC mit
niedriger/ hoher Viruslast; RNA™, negativ fir E6*II/E6*] RNA; RNA®, positiv fiir
E6*II/E6*| RNA; RNA'/CxCa—, ohne RNA-Muster; RNA*/CxCa®, mit RNA Mustern;
*Log-Rank-Test; n.e., nicht erreicht.

4.1.4.2.2 Multivariate Analysen

Auch fir das PFS wurde der Einfluss der viralen Marker unter Berlicksichtigung der anderen
EinflussgroRen (Alter, Geschlecht, klinisches Stadium, Tabak- und Alkoholkonsum, Therapie

Status) durch Cox-Regressions Modelle bestimmt.

Zunachst wurden die Hazard Ratios fir die allgemeinen demographischen und klinischen
EinflussgroRen berechnet, die hier das Risiko der Patienten angeben, eine

Tumorprogression zu erleiden (Tabelle 4-5).

Ein signifikanter Einfluss auf das PFS der Patienten war vor allem fur den Therapie-Status
und den Tabakkonsum gegeben. Patienten, die Radio- und/oder Chemotherapie als
Erstbehandlung ihrer Tumorerkrankung erhielten, hatten ein um 89% signifikant erhohtes
Risiko eine Tumorprogression zu erfahren, als Patienten, die zuerst operiert wurden
(HR=1,89; 95%KI 1,22-2,91). Auferdem hatten Raucher ein um 152% erhOhtes
Progressions-Risiko gegeniber Nichtrauchern (HR=2,52; 95%KI 1,08-5,92). Die anderen
Faktoren zeigten nur tendenziellen Einfluss: Das Tumorprogressions-Risiko stieg mit jedem
Lebensjahr um jeweils 1% an; Frauen hatten ein leicht verringertes Risiko gegeniber
Mannern und Patienten mit fortgeschrittenem klinischem Tumorstadium (Stadium 1V) hatten
ein hoheres Risiko als Patienten mit Stadium I-lll. Patienten, die Alkohol konsumierten bzw.

Ex-Alkoholiker waren, hatten ebenso ein erhéhtes Tumorprogressions-Risiko (Tabelle 4-5).
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Abb. 4-12 Progressionsfreies Uberleben der OPSCC Patienten abhingig vom HPV16-Status. Die Patienten wurden nach den viralen Markern HPV16 DNA (A), Viruslast (B),
E6*II/E6*I RNA (C) und RNA-Muster (D) stratifiziert. HPV—, HPV DNA-negative OPSCC; HPV", HPV16 DNA-positive OPSCC; HPV/o/HPVyign, OPSCC mit niedriger/hoher Viruslast; RNA/RNA", HPV*
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Fur die viralen Marker ergab sich analog zur univariaten PFS-Analyse und zur OS-Analyse
kein signifikanter Unterschied zwischen HPV® und HPV~ Patienten beziglich ihres
progressionsfreien Uberlebens (HR=0,77; 95%KI 0,53-1,12). Auch die Gesamtmodelle fiir
die anderen Marker ergaben keine signifikanten Unterschiede, jedoch wurde fir die Gruppen
HPVhign und RNA'/CxCa” ein signifikant verringertes Tumorprogressions-Risiko berechnet.
HPV,gn Patienten hatten ein um 54% und RNA*/CxCa" ein um 41% verringertes Risiko
gegeniber den HPV™ Patienten (Tabelle 4-5).

Tab. 4-5 Multivariate Analysen des progressionsfreien Uberlebens.
Klinische und demographische

Faktoren HR 95% KI p-Wert
Alter 1,01 0,83-1,23 0,9
Geschlecht (weiblich vs. mannlich) 0,93 0,60-1,44 0,7
Klinisches Stadium (IV vs. I-lll) 1,30 0,82-2,07 0,3
Therapie Status (R/C vs. OP) 1,89 1,22-2,91 0,004
Tabakstatus

Raucher vs. Nichtraucher 2,52 1,08-5,92

Ex-Raucher vs. Nichtraucher 1,39 0,49-3,90 0,03

Alkoholkonsum

Konsument vs. Abstinenz 1,10 0,49-2,56

Ex-Alkoholiker vs. Abstinenz 1,18 0,45-3,11 0,9

HPV Marker n HR 95% KI p-Wert
HPV ™ (Referenz) 99 1,00
HPV* 97 0,77 0,53-1,12 0,2
HPV™ (Referenz) 99 1,00
HPV ow 64 0,88 0,60-1,30
HPVhigh 33 0,46 0,23-0,92 0,09
HPV ™ (Referenz) 99 1,00
RNA™ 48 0,90 0,58-1,40
RNA* 48 0,63 0,37-1,06 0,2
HPV ™ (Referenz) 99 1,00
RNA™ plus RNA*/CxCa™ 56 0,93 0,61-1,40
RNA"/CxCa" 40 0,51 0,27-0,95 0,1

HR, Hazard Ratio; Kl, Konfidenzintervall; R/C, Radio- und/oder Chemotherapie. Die
Modelle wurden adjustiert nach Alter, Geschlecht, klinischem Stadium, Therapie Status,
Alkohol- und Tabakkonsum. Statistisch signifikante Werte sind fett dargestellt. Die p-
Werte fur die HPV Marker wurden jeweils fir das gesamte Modell berechnet.

Analog zum OS hatten auch beim PFS die Marker Viruslast und virale RNA-Muster das
groBte Potential, einen HPV-assoziierten Tumor zu identifizieren. Wiederum lag der Vorteil
des Markers RNA-Muster gegeniuber dem des Markers Viruslast in einer hdheren
Sensitivitat. Wahrend durch eine hohe Viruslast 33 Patienten identifiziert wurden, waren es

durch die RNA-Muster 40 Patienten.
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4.2 Analysen an Formalin-fixiertem und in Paraffin-
eingebettetem Tumormaterial

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob Oropharynxtumoren mit aktiver HPV16-
Beteiligung durch die HPV16 Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung (FISH) oder durch mogliche
zellulare Proteinmarker identifiziert werden kénnen. Da eine zuverlassige ldentifizierung der
HPV-assoziierten Tumoren auf RNA-Ebene zumindest bislang nur an frisch-gefrorenem
Tumormaterial moglich und zudem recht kompliziert, zeitaufwendig und kostenintensiv ist,
waren zellulare Proteinmarker sowie die FISH fir die Identifizierung von HPV-assoziierten
OPSCC von groflem Nutzen. Die FISH und die immunhistochemischen Analysen stellen
eine praktikable, kostengunstige und schnelle Methode fur die Routinediagnostik dar,
insbesondere werden sie an Formalin-fixietem und in Paraffin-eingebettetem (FFPE)
Material durchgeflihrt, wie es routinemaRig zur Archivierung der Biopsien prapariert wird und

somit an allen Kliniken in dieser Form zur Verfugung steht.

4.2.1 Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung zur Analyse der Virus-DNA

Der Einsatz der Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung (FISH) mit HPV16-Sonden war fir die
hier vorgelegte Arbeit urspringlich nicht geplant, da die Methodik im Vergleich zur PCR
wesentlich weniger sensitiv ist und eine quantitative Analyse nicht mdglich ist. Die FISH wird
aber vor allem in nordamerikanischen Studien haufig als einzige Methode benutzt, um HPV-
assoziierte Kopf-Hals Tumoren zu identifizieren (68, 75, 81-83, 111, 113, 120, 131, 132).
Daher wurde nach Abschluss der bis hier beschriebenen Untersuchungen beschlossen, die
FISH an dem fir die immunhistochemischen Analysen angefertigten Gewebechip
einzusetzen. Es sollte untersucht werden, wie die FISH im Vergleich zu den oben
beschriebenen DNA- und RNA-Analysen bezliglich Sensitivitdt und Spezifitat abschneidet,
um HPV-assoziierte OPSCC mit aktiver HPV-Beteiligung zu identifizieren. Aus zeitlichen
Grinden wurde dieser Teil der Arbeit nicht im Labor in Heidelberg durchgefiihrt, sondern
wahrend eines Aufenthalts im Labor von Dr. Ernst-Jan Speel, Abteilung Molekulare
Zellbiologie an der Universitat in Maastricht/UMC, Niederlande. Die FISH mit HPV16-Sonden
ist bei den Kollegen in Maastricht, mit denen wir seit mehreren Jahren kollaborieren (133),
etabliert.

Von den Kollegen aus Maastricht wurde auch beschrieben, dass es moglich sei, mit Hilfe der
FISH zwischen integrierten und episomalen HPV Genomen in den Tumorzellen zu
unterscheiden. Markante punktuelle Hybridisierungssignale wurden als integrierte HPV16
Genome interpretiert, diffuse und granulare Signale dagegen als episomales HPV16 (41,
114, 134-138).
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Die Auswertungen der FISH am Gewebechip wurden dokumentiert und mit den viralen RNA-
Mustern verglichen, die ebenfalls Hinweise zum physikalischen Status des HPV16-Genoms

im Tumor lieferten (siehe 4.1.2.2, Ergebnisteil).

Wie erwahnt, wurde die FISH am Gewebechip durchgefihrt, auf dem 188/199 OPSCC und
funf Kontrollen (gesunde Uvula-Schleimhaut) zusammen vereinigt waren. Die Stratifizierung
der 188 Tumoren nach HPV DNA- und RNA-Status ist in Abbildung 4-13 dargestellt. Die
Ergebnisse der FISH wurden als Scores ausgedriickt (siehe 3.7.7, Methodenteil). Somit war

anschlieRend eine Korrelation mit anderen Parametern dieser Arbeit schnell und einfach

moglich.
188 FFPE
18 n.a.
170 OPSCC
81 HPV—
89 HPV*
58 HPV,,,, 31 HPV, 4,
42 RNA— 15 RNA* 1 RNA— 30 RNA*
7 8 0 30
RNA*/CxCa— RNA*/CxCa* RNA*/CxCa— RNA*/CxCa*

Abb. 4-13 Ubersicht iiber die OPSCC Stratifizierungen nach DNA- und RNA-Status fiir
die FISH-Analysen. HPV~, HPV DNA-negative OPSCC; HPV', HPV16 DNA-positive
OPSCC; HPVioW/HPVhigh, OPSCC mit niedriger/hoher Viruslast; RNA™, HPV16 DNA-
positive, aber E6*II/E6*| RNA-negative OPSCC; RNA*, HPV16 DNA- und E6*II/E6*I RNA-
positive OPSCC; RNA'/CxCa—, HPV16 DNA- und E6*II/E6*I RNA-positive OPSCC, aber
ohne virale RNA-Muster; RNA"/CxCa®, HPV16 DNA- und E6*II/E6*I RNA-positive OPSCC
mit viralen RNA-Mustern; n.a., nicht auswertbar. 1 HPV,,, OPSCC war aufgrund
ungentgenden Biopsiematerials von den RNA Analysen ausgeschlossen.
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Insgesamt waren 170/188 (90%) Tumoren auswertbar. 79% (134/170) der OPSCC-Falle
wurden HPV16 FISH-negativ (FISH™) gewertet; 36/170 (21%) OPSCC waren
dementsprechend FISH-positiv (FISH™).

Unter den 81 HPV™ Tumoren, analysiert durch MPG, waren 79 Tumoren (98%) ebenfalls
FISH™, jedoch auch 2 Tumoren (2%) FISH®. Unter den 89 HPV" Tumoren waren dagegen
55 FISH™ (62%) und nur 34 FISH" (38%; Abbildung 4-14).

Durch die FISH wurden nicht ausschlieBlich HPVig, Tumoren detektiert, sondern es wurden
auch 10/58 (17%) HPV,,w Tumoren FISH* bewertet. Von den Tumoren mit biologisch aktivem
HPV16 wurden 62% (28/45; RNA") bzw. 71% (27/38; RNA'/CxCa") durch die FISH
detektiert. Allerdings wurden jeweils 14% (6/42 RNA™ bzw. 7/49 RNA™ plus RNA"/CxCa™)

der Tumoren ohne aktive HPV16-Beteiligung ebenso als FISH" bewertet.

110
100 - — — —
90 -
80 -
70 1
60 4
50 4
40 -
30 -
20
10 A

Anzahl (%)

N ¢ & 5§ § ¢ & 4 & 2
£ & & &£ ¢ & F 5§ & §
s & > F @ 8
X Y N
e & g §
m— FISH- P £ <
1 FISH+ 3
B FISH+ integrated gr
[ FISH+ episomal &
HPV Gruppe

Abb. 4-14 HPV16 FISH-Ergebnisse nach HPV16 DNA- und RNA-Status. Tumoren,
die nach FISH-Analyse HPV16-negativ waren, sind schwarz dargestellt (FISH™).
Tumoren, die nach FISH-Analyse HPV16-positiv waren, sind grau dargestellt (FISH").
FISH-positive Tumoren mit integriertem HPV16 sind dunkelgrau (FISH" integrated),
FISH-positive Tumoren mit episomalem HPV16 sind hellgrau dargestellt (FISH"
episomal).

Insgesamt zeigten 31/36 (86%) Tumoren die charakteristischen punktuelle Signale, d. h. hier
lagen die Virusgenome potentiell integriert vor, wahrend fir nur 5 Tumoren das granulare,
diffuse Signal wahrgenommen wurde. Bei den 5/36 (14%) OPSCC lag das Virusgenom

dementsprechend in episomaler Form vor.
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Von 13 Tumoren mit potentiell integrierten HPV16 Genomen, ermittelt durch das RNA
Muster-1, wurde bei 5 Tumoren (38%) durch die FISH ebenso die Integration des
Virusgenoms festgestellt (Abbildung 4-14). Diese Tumoren zeigten die fur die Integration
typischen markanten Punkte (Abbildung 4-15A). Bei nur 5/25 (20%) Tumoren, die durch das
RNA Muster-2 ermittelt wurden, konnten die episomal vorliegenden HPV16 Genome
bestatigt werden (Abbildung 4-14). Bei diesen Tumoren wurde das diffus-granulare Muster
detektiert (Abbildung 4-15B). Rechnerisch wurde dementsprechend eine verhaltnismafig
schwache positive Korrelation zwischen dem physikalischen Status des HPV Genoms nach
der Analyse der RNA-Muster und dem der FISH-Analyse bestimmt (r=0,59; p<0,001;

Spearman'’s rank correlation).

H

Abb. 4-15 HPV16 FISH bei HPV* OPSCC.
A, episomales HPV16 Genom; B, integriertes HPV16 Genom; Aufnahmen jeweils mit 10-fach bzw. 40-
fach Objektiv.
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4.2.2 Immunhistochemie zur Analyse zellularer Proteinmarker

Zentrale Marker bei der Immunhistochemie (IHC) waren die Proteine p53 und pRb, da diese
durch die aktive Expression und Interaktion der viralen E6 und E7 Proteine direkt inhibiert
werden (siehe 1.3.3, Einleitungsteil). Zusatzlich wurden Proteine des pRb-Signalwegs,
p16™“2 und Cyclin D1, untersucht, die als Folge der Inhibierung von pRb durch HPV16
ebenso veranderte Proteinexpressionsmuster aufweisen sollten. Analog zu den viralen
Markern wurde im Anschluss an die immunhistochemischen Analysen das Potential der
zellularen Proteinmarker bestimmt, einen HPV-assoziierten OPSCC zu identifizieren. Als
MaR fir die Relevanz eines Markers wurde erneut das Uberleben der Patienten

herangezogen.

Zum Nachweis der zellularen Proteinexpression wurden immunhistochemische Farbungen
mit Antikdrpern gegen pRb, p16™¢2 Cyclin D1 und p53 am Gewebechip (tissue micro array,
TMA, siehe 3.6, Methodenteil) unter Verwendung zwei verschiedener Nachweissysteme
(ImmPRESS™ und TSA™, siehe 3.8.1, Methodenteil) durchgefiihrt. Fiir die Farbungen
wurden die FFPE-Gewebeblocke aus der Pathologie der Universitat Heidelberg bezogen.
Von den 199 Patienten dieser Studie standen 188 FFPE-Gewebeblocke zur Verfugung. Als
Referenz wurden die Proteine auch an Schnitten von funf Schleimhauten des Oropharynx

von Nicht-Tumorpatienten immunhistochemisch gefarbt.

Die Einzelergebnisse der Farbungen wurden fir jeden Patienten als Score ausgedrickt
(siehe 3.8.2, Methodenteil). Dies hatte den Vorteil, dass die Auswertungen der Analyse direkt
und unkompliziert mit anderen Parametern, die in dieser Arbeit generiert wurden, verglichen

werden konnten.

Aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse der DNA- und RNA-Analysen (siehe 4.1,
Ergebnisteil), wurde die Analyse der viralen RNA-Muster in HPV* Tumoren als so genannter
Goldstandard fir die Identifizierung HPV-assoziierter Tumoren betrachtet. Dementsprechend
wurde das Kollektiv aus 188 Tumoren fir die folgenden Untersuchungen stratifiziert: Die
HPV™ Gruppe umfasste 93, die Gruppe der Tumoren ohne E6*Il oder E6*| Expression oder
ohne die viralen RNA-Muster umfasste 55 (zur Vereinfachung im Folgenden als RNA™
abgekiirzt) und die RNA*/CxCa" Gruppe umfasste 40 Tumoren (Abbildung 4-16).
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199 OPSCC

11 n.v.

188 FFPE

93 HPV— 95 HPV*

40

55 RNA= RNA*/CxCa*

Abb. 4-16 Ubersicht der OPSCC Patienten stratifiziert nach
RNA*/CxCa’ fiir die Analyse der zelluliren Proteinmarker.

n.v., nicht verfiigbar; FFPE, in Formalin-fixiert und in Paraffin-
eingebette Tumorblécke; HPV—, HPV DNA-negative OPSCC; HPV",
HPV16 DNA-positive OPSCC; RNA™, OPSCC ohne EG6*II/E6*|
Expression oder ohne RNA-Muster; RNA*/CxCa*, OPSCC mit RNA-
Mustern.

Es war nun von Interesse zu untersuchen, ob die HPV® Tumoren ohne E6* Expression
und/oder ohne virale RNA-Muster sich auch beziiglich der Expression der zelluldren

Proteinmarker wie HPV— Tumoren verhielten.

Um die prognostische Relevanz der einzelnen IHC-Marker zu bestimmen, wurden die
Assoziationen der entsprechenden Proteinmuster mit dem Gesamtiberleben der Patienten

uni- und multivariat analysiert.

4.2.2.1 Proteinexpression und deren Pravalenz in den HPV Gruppen

Die gesunde Oropharynx-Schleimhaut zeigte die typische niedrige Expression der Proteine
p16™“2 Cyclin D1 und p53, die nur durch eine Signalverstarkung mit Tyramid (TSA)
visualisiert werden konnte (flr p53 in Abbildung 3-5, Kapitel 3.8, Methodenteil dargestelit),
wahrend pRb dagegen die typisch starke Expression zeigte (Abbildung 3-6, Kapitel 3.8,
Methodenteil).

In den Tumoren wurde wie bereits bekannt haufig eine aberrante Expression der
untersuchten zellularen Proteine beobachtet: Von den 188 OPSCC zeigten 54 (31%) eine
erhdhte p16™“*@-Expression, weitere 54 (29%) zeigten ein niedriges pRb-Expressionslevel
und 78 (44%) bzw. 83 (45%) zeigten ein erhdhtes Expressionslevel von Cyclin D1 und p53
(Tabelle 4-6).
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Insgesamt zeigte die Mehrheit der HPV~ OPSCC einen Verlust der p16™“2-Expression, ein
normales Expressionslevel fir pRb und eine starke Expression sowohl von Cyclin D1 als
auch von p53 (Abb. 4-18A). RNA*/CxCa" Tumoren waren dagegen hauptsachlich durch
hohe p16™%*? niedrige pRb und normale p53 Expressionslevel charakterisiert. Zudem wurde
Cyclin D1 in diesen Tumoren entweder gar nicht oder auf normal niedrigem Level exprimiert
(Abb. 4-18B). Das Proteinexpressionsmuster in den RNA™ Tumoren war wiederum dem der
HPV~— Tumoren recht dhnlich; hier wurde die Gruppe hauptséchlich durch normale p16™*?

und pRb, sowie durch hohe Cyclin D1 und p53 Expressionslevel charakterisiert (Tab. 4-6).

Tab. 4-6 Expressionslevel der zellularen Proteinmarker in den OPSCC nach HPV16

Status.
2 3 RNA"/
Total n=188 HPV RNA CxCa™
. n=93 n=55 n=40
Expressionslevel der
zelluldren Proteine n (%) n (%) n (%) n (%)
p16INK4a
Expressionsverlust 72 (41) 49  (58) 19  (37) 4 (10)
normal 50 (28) 24 (28) 22 (42) 4 (10)
hoch 54 (31) 12 (14) 11 (21) 31 (80)
na' 12 8 3 1
pRb
niedrig 54 (29) 10 (11) 10 (18) 34 (85H)
normal 132 (71) 81 (89) 45  (82) 6 (15)
na' 2 2 0 0
Cyclin D1
Expressionsverlust 42 (24) 11 (13) 9 17) 22  (55)
normal 57 (32) 26 (31) 15  (29) 16  (40)
hoch 78 (44) 48  (56) 28 (54) 2 (5)
na' 11 8 3 0
p53
Expressionsverlust 44 (24) 28 (31) 11 (21) 5 (12)
normal 56 (31) 18  (20) 9 (17) 29 (73)
hoch 83 (45) 44  (49) 33 (62) 6 (15)
na' 5 3 2 0

Tnicht auswertbar; 2HPV DNA-negative Tumoren; SHPV16 DNA-positive Tumoren ohne RNA-Muster;
*“HPV16 DNA-positive Tumoren mit RNA-Muster.

Da die Verteilung der Expressionslevel ,keine Expression’ und ,normal’ fir die Marker
p16|NK4a

diese beiden Levels fur die folgenden Analysen zu einem Level ,niedrig’ zusammengefasst.

und Cyclin D1 in der RNA*/CxCa"* Gruppe sehr gleichmaBig war (Tab. 4-6), wurden

Die HPV~ und RNA*/CxCa* OPSCCs unterschieden sich haufig auch in ihrer Histologie
(Abb. 4-17). Die RNA"/CxCa" Tumoren waren typischerweise nur wenig differenziert; die
Keratinisierung der Tumorzellen bleibt bei diesen Tumoren meist aus. Zusatzlich zeigten
diese Tumoren haufig eine Morphologie, die fir die basaloiden Kopf-Hals Tumoren typisch
ist. Im Gegensatz dazu waren HPV-negative Tumoren meist gut differenziert und keratinisiert
(Abb. 4-17C). Obwohl die basaloide Morphologie haufiger bei den HPV-assoziierten OPSCC
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anzutreffen ist, gibt es auch unter den HPV-negativen Tumoren mit typischen Protein-

expressionsmustern diese Morphologie (Abb. 4-18A).

Abb. 4-17 Beispiele fiir p16™“**-Proteinexpressionslevel in den OPSCC.

A, typischer RNA'/CxCa* OPSCC mit hohem p16™ **-Expressionslevel (Score 2, Uber-
expression). B, untypischer RNA*/CxCa® OPSCC mit niedrigem p16™ **-Expressionslevel
(Score 0, Expressionsverlust nach TSA-IHC). C, typischer HPV~ OPSCC mit niedrigem
p16'NK4"’-ExpressionsIeveI (Score 0, Expressionsverlust nach TSA-IHC). D, untypischer HPV™
OPSCC mit hohem p16™*“2-Expressionslevel (Score 2, Uberexpression). Aufnahmen jeweils mit
10-fach Objektiv.

Die typischen Proteinexpressionsmuster fir HPV~ und RNA*/CxCa® Tumoren lieRen sich
aullerdem durch eine Clusteranalyse deutlich machen. Die Proteinexpressionsmuster
wurden daflr nach den Parametern HPV16 DNA, Viruslast und RNA-Muster ,geclustert® und
anschlieBend graphisch dargestellt (Abbildung 4-19). Zum einen ist die Uberlappung
zwischen den Gruppen HPV,,, und RNA™ (blau und hellblau), sowie zwischen den Gruppen
HPVhign und RNA'/CxCa” (violett und hellviolett) sehr deutlich zu erkennen. Andererseits
werden die unterschiedlichen Expressionsprofile zwischen den Gruppen RNA*/CxCa* und
HPV™—, sowie die ahnlichen Expressionsprofile der RNA™ und der HPV™ Gruppe durch die
unterschiedliche Farbgebung (rot, hohe Expressionslevel; schwarz, niedrige oder keine

Expressionslevel) sehr gut veranschaulicht.
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A HPV™ OPSCC B RNA*/CxCa* OPSCC

Abb. 4-18 Typische Proteinexpressionsmuster fiir HPV~ (A) und RNA*/CxCa* (B) OPSCC. Der HPV~ OPSCC wurde mit Score 0 fiir p16™*? (trotz TSA
keine Farbung; aberrant im Vergleich zur Referenzfarbung der Schleimhaut) und Score 2 (starke Farbung) fiir die Proteine pRb (normale Farbung im Vergleich
zur Schleimhaut), p53 (aberrant, Uberexpression) und Cyclin D1 (aberrant, Uberexpression) bewertet. Der RNA*/CxCa® OPSCC dagegen wurde mit Score 2 fiir
p16INK4a (aberrant, Uberexpression) und jeweils mit Score 1 (leichte Farbung, sichtbar nur nach TSA-IHC) fiir die Proteine p53 (normale Expression) und Cyclin

D1 (normale Expression), sowie Score 1 fir pRb (niedrige Expression im Vergleich zur Schleimhaut) bewertet. Aufnahmen jeweils mit 10-fach Objektiv; T,
Tumor; S, Stroma.
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o
plEINEda o

P53

pEb

CyD1 1
HEV-
HEV1ow
RMNA-
HPVhigh

RNA+/ CxCat

Abb. 4-19 Clusteranalyse (heat-map) zwischen den Expressionsleveln der zellularen Proteine p16'NK4a, p53, pRb und Cyclin D1 (CyD1) und dem HPV-
Status der Tumoren. In diese Analyse wurden nur Tumoren eingeschlossen, die fur alle vier Proteine auswertbare IHC-Ergebnisse hatten (n=169); HPV-
negative OPSCC (HPV ", grau) n=80; Tumoren mit niedriger Viruslast (HPV,,,, blau) n=56; HPV16 DNA-positive Tumoren ohne E6*II/E6*| Expression oder ohne
RNA-Muster (RNA™, hellblau) n=50; Tumoren mit hoher Viruslast (HPVyg, violett) n=33; HPV16 DNA-positive Tumoren mit RNA-Muster n=39 (RNA'/CxCa",
hellviolett). Die Farbskala der Expressionslevel entspricht den Gesamtscores; 1, niedrige Expressionslevel (Score 0+1, schwarz); 2, hohe Expressionslevel
(Score 2, rot). Ziffern in der untersten Reihe reprasentieren die Patienten-ID, die fiir diese Analyse eingeschlossen wurden.

101



4 Ergebnisse

42.2.2 Assoziationen zwischen zelluldren Proteinmarkern und HPV16
RNA-Status der Tumoren

Aufgrund der Ergebnisse aus Tabelle 4-6 wurde angenommen, dass es sich bei dem

Expressionsprofil p16™*

-niedrig, pRb-normal, Cyclin D1- und p53-hoch um ein fur HPV™
Tumoren typisches Expressionsmuster handelt. Da die Tumoren der HPV™ Gruppe (n=93)
fur die folgende Analyse die Kontrollgruppe darstellten, wurden die Expressionslevel dieses
Musters als Referenzkategorien herangezogen, um Assoziationen zwischen den
RNA*/CxCa* (n=55) oder den RNA™ (n=40) mit den zelluldren Proteinmarkern bestimmen zu
kénnen. Als Mal fiir die Assoziationen zwischen den Expressionsniveaus der Proteinmarker
und dem HPV RNA-Status wurden Odds Ratios (OR) mittels logistischer Regressions-

analyse berechnet (siehe 3.9.4, Methodenteil).

Die Gruppen HPV™ und RNA™ waren hinsichtlich der klinischen und demographischen
Variablen recht homogen (Tabelle 4-7). Die Patienten beider Gruppen unterschieden sich
weder in ihrem Alter, Geschlecht, klinischem Stadium noch in ihrem Rauchverhalten.
Lediglich der Alkoholkonsum war signifikant mit der RNA™ Gruppe assoziiert (OR=3,75;
95%KI 1,1-12,2).

Tab. 4-7 Assoziationen zwischen den klinischen/demographischen Variablen und den
zelluldren Proteinmarkern im Vergleich der RNA™ mit den HPV— OPSCC.

Klinische und demographische Variablen OR 95%KI p
Alter 1,01 0,9-11 0,8
Geschlecht (weiblich vs. mannlich) 1,78 0,8-4,1 0,2
Klinisches Stadium (IV vs. I-Ill) 0,82 0,4-1,7 0,6
Tabakstatus (Raucher vs. Ex-Raucher) 0,45 0,1-1,4 0,2
Alkoholkonsum
Abstinenz vs. Ex-Alkoholiker 1,86 0,2-13,6 0,5
Konsument vs. Ex-Alkoholiker 3,75 1,1-12,2 0,03
—1 —2
Proteinmarker HPrY RNnA OR 95%KI p
p1 6INK4a
niedrig 73 41 1,0
hoch 12 11 2,00 0,7-5,3 0,2
pPRb
normal 81 45 1,0
niedrig 10 10 1,5 0,6-4,2 0,4
Cyclin D1
hoch 48 28 1,0
niedrig 37 24 1,4 0,7-3,1 0,4
p53
hoch 44 33 1,0
Expressionsverlust 28 11 0,5 0,2-1,3 0,2
normal 18 9 0,9 0,3-2,6 0,9

"HPV DNA-negative Tumoren (Kontrollgruppe); ’HPV16 DNA-positive Tumoren ohne E6*II//E6*|
Expression oder ohne RNA-Muster; OR, Odds Ratio adjustiert nach Alter, Geschlecht, klinischem
Stadium, Alkohol- und Tabakkonsum; signifikante OR sind fett dargestellt; KI, Konfidenzintervall.
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Ebenso war die Expression der zelluldren Proteinmarker zwischen HPV™ und RNA™
Tumoren nicht unterschiedlich; keiner der Marker war signifikant mit der RNA™ Gruppe
assoziiert (Tabelle 4-7). Fur die folgenden Analysen wurden daher beide Gruppen HPV™ und

RNA™ zur Referenzgruppe ohne HPV-Beteiligung (non-HPV; n=148) zusammengefasst.

Beim Vergleich der RNA*/CxCa® OPSCC (n=40) mit den Tumoren ohne aktive HPV16-
Beteiligung (non-HPV, reprasentiert durch die HPV™ plus RNA™ Tumoren, n=148), zeigten
sich sinnvolle und signifikante Unterschiede: sowohl ein fortgeschrittenes klinisches Stadium
(OR=3,3; 95%KI 1,1-9,8), als auch der Nichtraucher-Status (OR=9,4; 95%KI 1,7-51,5) waren
mit der RNA*/CxCa"* Gruppe assoziiert (Tabelle 4-8).

Tab. 4-8 Assoziationen zwischen den klinischen/demographischen Variablen und
zelluldren Proteinmarkern im Vergleich zwischen den RNA*/CxCa* und den OPSCC
ohne aktive HPV16-Beteiligung.

Klinische und demographische Variablen OR 95%KI p
Alter 1,04 0,9-1,1 0,1
Geschlecht (weiblich vs. mannlich) 1,77 0,7-4,4 0,2
Klinisches Stadium (IV vs. I-111) 3,3 1,19,8 0,03
Tabakstatus
Nicht- vs. Ex-Raucher 9,4 1,7-51,5 0,009
Raucher vs. Ex-Raucher 0,73 0,2-3,0 0,7
Alkoholkonsum
Abstinenz vs. Ex-Alkoholiker 2,4 0,2-29,8 0,5
Konsument vs. Ex-Alkoholiker 3,5 0,4-28,7 0,2
non- RNA'/
Proteinmarker HPV' CxCa®” OR 95%KI p
n n
p16INK4a
niedrig 114 8 1,0
hoch 23 31 14,0 5,0-39,6 <0,01
pRb
normal 126 6 1,0
niedrig 20 34 27,3 8,7-25,6 <0,01
Cyclin D1
hoch 76 2 1,0
niedrig 61 38 17,5 3,8-80,3 <0,01
p53
hoch 77 6 1,0
Expressionsverlust 39 5 1,9 0,5-7,2 0,4
normal 27 29 10,6 3,4-33,3 <0,01

'HPV DNA-negative Tumoren plus HPV16 DNA-positive OPSCC ohne RNA-Muster
(Kontrollen); ’HPV16 DNA-positive Tumoren mit RNA-Muster (Falle); OR, Odds Ratio
adjustiert nach Alter, Geschlecht, klinischem Stadium, Alkohol- und Tabakkonsum;
signifikante OR sind fett dargestellt; Kl, Konfidenzintervall.
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Hinsichtlich der zellularen Proteinmarker waren die RNA*/CxCa® Tumoren im Vergleich zu
den Tumoren ohne aktive HPV16-Beteiligung signifikant mit hohen p16™<*?, niedrigen pRb,
Cyclin D1 und p53 Expressionsleveln assoziiert (Tabelle 4-8). Der starkste Marker flr
RNA*/CxCa* OPSCC waren nicht wie erwartet hohe p16™“? sondern niedrige pRb-
Expressionslevel (OR=27,3; 95%KI 8,7-25,6), wahrend eine normale p53 Expression den
schwachsten Marker flr eine aktive HPV-Beteiligung (OR=10,6; 95%KI 3,4-33,3) darstellte.

4.2.2.3 Uberlebensanalysen in Abhangigkeit zu den zellularen
Proteinmarkern
Um die prognostische Relevanz der untersuchten zellularen Marker zu bestimmen, wurden
die Tumoren nach den Expressionsleveln (den Scores) der jeweiligen Proteinmarker

stratifiziert und das OS und PFS fir die einzelnen Gruppen uni- und multivariat berechnet.

Nach deskriptiver Analyse ergab sich ein signifikanter Vorteil fir das OS der Patienten mit
hoher p16™ *2_Expression oder niedriger pRb-Expression in ihren Tumoren (jeweils 122
Monate gegeniiber 34 bzw. 31 Monaten, Tabelle 4-9). Auch fiir die Patienten mit einer
niedrigen Cyclin D1-Expression war die mediane Uberlebenszeit deutlich héher (102 Monate
gegenlber 32 Monaten). Zwar verfehlte dieser Marker knapp das Signifikanzniveau (p=0,06,
Tabelle 4-9), es zeigte sich aber sein Potential in einer Markerkombination relevant zu

werden.

Fir den Marker p53 konnte ebenfalls kein signifikanter Uberlebensvorteil festgestellt werden.
Auch hier war jedoch ein fir Markerkombinationen moglicherweise relevanter Trend
erkennbar: Patienten mit einer normalen p53-Expression in den Tumoren (niedriges
Expressionslevel) hatten eine mediane Uberlebenszeit von 87 Monaten, wahrend Patienten
mit einer Uberexpression ein medianes OS von 44 und Patienten mit p53-Verlust gar nur ein
medianes OS von 32 Monaten aufwiesen. Zudem gab es in der Patientengruppe mit einer
normalen p53-Expression nur 41% OPSCC-bedingte Todesfalle, wahrend in den Gruppen
,hoch’ bzw. ,keine Expression’ mehr als die Halfte der Patienten an ihrem Tumor verstorben

waren (Tabelle 4-9).
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Tab. 4-9 Gesamtiiberleben der OPSCC Patienten nach zellularer
Proteinexpression.

mediane Events
Proteinmarker n (total) Ub((al\r/llc(a)t:](;r;es)z eit n % p*
p16INK4a
niedrig 122 34 71 58
hoch 54 122 18 33 0,03
pRb
normal 132 31 77 58
niedrig 54 122 19 35 0,01
Cyclin D1
hoch 78 32 47 60
niedrig 99 102 42 42 0,06
p53
hoch 83 44 44 53
Expressionsverlust 44 32 27 61
normal 56 87 23 41 0,5

*Log-Rank-Test

Analog zum OS war eine hohe p16™“% bzw. eine niedrige pRb-Expression ebenso
signifikant mit einem besseren PFS assoziiert (Abb. 4-20A+B und 4-21A+B). Zusatzlich
resultierte hier fur eine niedrige Cyclin D1-Expression ein signifikant besseres PFS. Im
Vergleich zum OS waren die medianen Uberlebenszeiten des PFS fir jeden Marker
insgesamt kirzer und es wurden fur das PFS haufiger Ereignisse registriert als fur das OS
(Tabelle 4-10).

Tab. 4-10 Progressionsfreies Uberleben der OPSCC Patienten nach
zelluldrer Proteinexpression.

mediane Events
Proteinmarker n (total) Ub((a'\r/llizeartws)z eit n % p*
p1 6INK4a
niedrig 122 20 81 66
hoch 54 67 21 39 0,02
pRb
normal 132 17 86 65
niedrig 54 55 22 41 0,004
CyD1
hoch 78 17 54 69
niedrig 99 51 48 48 0,01
p53
hoch 83 18 50 60
Expressionsverlust 44 21 31 70
normal 56 40 25 45 0,3

*Log-Rank-Test
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Die multivariaten Uberlebensanalysen zeigten ein anderes Bild: Nur die niedrige Expression
von pRb war ein signifikanter Vorteil fur die Patienten, sowohl flir das Gesamtliberleben als
auch firr das progressionsfreie Uberleben. Die betroffenen Patienten hatten ein um 47%
bzw. um 43% geringeres Risiko an ihrem Tumor zu versterben (HR=0,53; 95%KI 0,3-0,9)
oder eine Tumorprogression zu erleiden (HR=0,57; 95%KI 0,3-0,9) als Patienten mit

normaler pRb-Expression in ihrem Tumor (Tabelle 4-11).

Tab. 4-11 Uberlebensanalysen mittels multivariater Cox-Regressions Modelle.

OS PFS
Proteinmarker HR 95%KI p HR 95%KI p
p16INK4a
niedrig 1,0 1,0
hoch 0,74 0,4-1,4 0,3 0,89 0,5-1,5 0,7
pRb
normal 1,0 1,0
niedrig 0,53 0,3-0,9 0,04 0,57 0,3-0,9 0,04
Cyclin D1
hoch 1,0 1,0
niedrig 0,83 0,5-1,3 0,4 0,76 0,5-1,2 0,2
p53
hoch 1,0 1,0
Expressionsverlust 1,37 0,8-2,3 0,2 1,29 0,8-2,0 0,3
normal 1,31 0,7-2,4 0,4 1,23 0,7-21 0,5

08, Gesamtiiberleben (overall survival); PFS, progressionsfreies Uberleben (progression-free survival);
HR, Hazard Ratio adjustiert nach Alter, Geschlecht, klinisches Stadium und Alkohol- und Tabakkonsum;
signifikante HR sind fett dargestellt; Kl, Konfidenzintervall.
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Abb. 4-21 Progressionsfreies Uberleben der OPSCC Patienten stratifiziert nach zellulirer Proteinexpression. Die Patienten wurden nach den Expressionsleveln der

potentiellen zelluldren Proteinmarker p16™<*? (A), pRb (B), Cyclin D1 (C) und p53 (D) stratifiziert. Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven wurden durch den Log-Rank-Test
bestimmt.
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4.3 Markerkombinationen zur Identifizierung von OPSCC
mit aktiver HPV16-Beteiligung

In diesem Teil der Arbeit wurden die untersuchten viralen und zellularen Marker miteinander
kombiniert, um zu prifen, ob bestimmte Kombinationen die OPSCC mit einer aktiven

HPV16-Beteiligung am Tumorgeschehen noch effizienter identifizieren kdnnen.

4.3.1 Viruslast und virale RNA-Muster

Zunachst wurden die beiden viralen Marker Viruslast und RNA-Muster miteinander
kombiniert, da beide Marker eine sehr gute prognostische Relevanz besalien (siehe 4.1.4,
Ergebnisteil) und da zwischen den beiden entsprechenden Patientengruppen eine sehr hohe
Kongruenz bestand; 31/33 (94%) der HPVyg, Tumoren waren gleichzeitig RNA'/CxCa’.
Jedoch wurden 9 RNA'/CxCa® OPSCC durch den Marker HPV,4, nicht detektiert (Abbildung
4-22). Da aber davon auszugehen war, dass die viralen RNA-Muster einen kritischen
Parameter fur die HPV16-induzierte Transformation darstellen, wurden die HPVg, Tumoren
mit den RNA"/CxCa" Fallen der HPV,,,, Gruppe zur HPV ..s+ Gruppe (n=42) kombiniert. Die
HPVi,w Tumoren ohne die viralen RNA-Muster reprasentierten dagegen die HPVianst
Gruppe (n=54; Abbildung 4-22).
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Abb. 4-22 Korrelation zwischen der HPV16 qPCR (copy#/cell, x-Achse) und BSGP5+/6+-
PCR/MPG-Analyse. Jedes Symbol reprasentiert einen Tumor; Tumoren der HPV,.,.sf Gruppe sind
durch weilRe, Tumoren der HPV..s+ Gruppe sind durch schwarze Symbole dargestellt. Tumoren
waren entweder positiv fir die viralen RNA-Muster (CxCa"yansi+, ScChwarze Dreiecke) oder positiv fiir
die viralen E6*-Transkripte allein (RNA", Quadrate). E6*-negative Tumoren (RNA™) sind durch Kreise
dargestellt. Gestrichelte Linien reprasentieren die Cut-offs der jeweiligen Analyse zwischen einer
niedrigen und einer hohen Viruslast.
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Die Relevanz der Markerkombination aus Viruslast und viralen RNA-Mustern wurde
entsprechend der einzelnen Virusmarker erneut tiber das Uberleben der Patienten definiert
und mit dem der Einzelmarker verglichen. Nach der Kaplan Meier Analyse (Abbildung 4-23)
und ebenfalls nach multivariater Uberlebensanalyse (Tabelle 4-12) ergab die Kombination
beider Marker einen ahnlichen signifikanten Uberlebensvorteil fiir die Patienten wie er fir die
Marker jeweils allein berechnet wurde. Patienten der HPV. s+ Gruppe hatten sowohl ein
ahnlich geringes Risiko am Oropharynxtumor zu versterben (HR=0,33; 95%KI 0,1-0,7), als
auch ein ahnliches Risiko eine Tumorprogression zu erleiden (HR=0,50; 95%KI 0,3-0,9), wie
Patienten der RNA"/CxCa" bzw. der HPVyg, Gruppe (Tabelle 4-12). Patienten mit Tumoren
ohne biologisch aktives HPV16, die hier durch die HPVy.nsi Gruppe reprasentiert wurden,
hatten wiederum ein ahnliches Risiko am Tumor zu versterben bzw. eine Tumorprogression

zu erleiden, wie Patienten mit HPV™ Tumoren (Tabelle 4-12).

Tab. 4-12 Cox Regressions-Analyse fiir die Markerkombination Viruslast-RNA*/CxCa"
im Vergleich zu den Einzelmarkern.

oS PFS

Parameter

n HR  95% KiI p HR 95% KI p
HPV Marker
HPV™ (Referenz) 99 1,00 1,00
HPV ow 64 0,82 0,513 0,88 0,6-1,3
HPVhigh 33 033 0,2-08 0,03 0,46 0,2-09 0,09
HPV ™ (Referenz) 99 1,00 1,00
RNA™ plus RNA"/CxCa™ 56 0,95 0,6-1,5 0,93 0,614
RNA'/CxCa" 40 0,31 0,1-0,7 0,01 0,51 0,3-0,9 0,1
HPV Markerkombination
HPV ™ (Referenz) 99 1,00 1,00
HPViranst 54 096 0,6-1,5 0,95 0,6-1,4
HPViranst 42 0,33 0,1-0,7 0,01 0,50 0,3-09 0,08

OS, Gesamtiiberleben (overall survival); PFS, progressionsfreies Uberleben (progression-free survival);
HR, Hazard Ratio; Kl, Konfidenzintervall. Modelle wurden adjustiert nach Alter, Geschlecht, klinischem
Stadium, Therapie und Alkohol-/Tabakkonsum. Statistisch signifikante Werte sind fett dargestellt. Die p-
Werte wurden fur jedes Gesamtmodel berechnet.
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Abb. 4-23 Gesamtiiberleben (A) und progressionsfreies Uberleben (B) der
Patienten stratifiziert nach der HPV Markerkombination Viruslast und RNA-
Muster (HPViuanss)- HPV ™, HPV DNA-negative OPSCC; HPVias , OPSCC mit
niedriger Viruslast und ohne virale RNA-Muster; HPVignstt, OPSCC mit hoher
Viruslast und/oder viralen RNA-Mustern.

Zusatzlich zu den berechneten Hazard Ratios wurde die Vorhersagegute (prediction

accuracy) der einzelnen Marker und der Markerkombination fur die prognostische Relevanz

jedes Markers bestimmt. Die Vorhersagegite wurde mittels Log-likelihood-Test berechnet.

Mit diesem Test wurde das Cox-Modell der klinischen/demographischen Variablen mit den

Modellen, in denen die Marker jeweils inkludiert waren, verglichen. Dadurch wurde ermittelt,

ob ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Modellen vorlag.
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Verglichen mit dem klinischen Grund-Modell (Tabelle 4-3, Kapitel 4.1.4.1.2, Ergebnissteil),
war die Vorhersagegiite des Gesamtiberlebens immer dann verbessert, wenn die einzelnen
viralen Marker in das klinische Cox-Modell mit aufgenommen wurden, d. h. die
Vorhersagegiite wurde durch die viralen Marker verbessert. Die starkste Verbesserung
resultierte aus der Kombination von Viruslast und RNA-Mustern (Tabelle 4-13). Fir das PFS
konnte dagegen keine Verbesserung der Vorhersageglte fiir die einzelnen Marker DNA und
RNA beobachtet werden; jedoch waren erneut fir die Marker Viruslast, RNA-Muster und

deren Kombination eine Verbesserung gegeben (Tabelle 4-13).

Tab. 4-13 Log-likelihood Test zur Bestimmung der prognostischen Relevanz der viralen
Marker und Markerkombination fiir das Gesamt- und progressionsfreie Uberleben.

oS PFS
zusatzlicher Parameter Chi-Quadrat p Chi-Quadrat p
DNA 4,3 0,04 2,5 0,1
Viruslast 9.4 0,009 8,3 0,02
RNA 7,2 0,03 4,3 0,1
RNA-Muster 11,3 0,004 6,6 0,04
Kombination* 11,4 0,003 7,4 0,02

08, Gesamtiiberleben (overall survival); PFS, progressionsfreies Uberleben (progression-free survival);
*Kombination bezieht sich auf Viruslast und RNA-Muster; signifikante Werte sind fett dargestellt.

4.3.2 Zellulare Proteinmarkerkombinationen

Jeder einzelne zelluldre Proteinmarker pRb, p16™NK4

RNA*/CxCa* Tumoren dieser Arbeit, d. h. Tumoren mit aktivem HPV16, assoziiert (Tabelle

, Cyclin D1 und p53 war mit den

4-8, Kapitel 4.2.2.2, Ergebnisteil), jedoch wies keiner der Marker allein ein vergleichbares
prognostisches Potential wie z. B. die viralen Marker Viruslast oder RNA-Muster auf. Daher
wurde in diesem Teil untersucht, ob die Kombination zwischen den zellularen Markern zu
einer ahnlichen diagnostischen und prognostischen Relevanz fiihrt wie sie fir die

vorgenannten viralen Marker gefunden wurde.

Da mit nur einer Ausnahme (p16™*?/p53) alle Proteinmarker signifikant miteinander
korrelierten (Tabelle 4-14), wurden Assoziationen zwischen allen mdglichen Protein-
kombinationen (n=10) und den RNA/CxCa* Tumoren berechnet. Zwischen den Proteinen
p16™%*? und pRb, sowie p16™**® und Cyclin D1 bestand eine inverse Beziehung (Tabelle 4-
14), d. h. bei einem hohen Expressionslevel von p16™¢*® wurde haufig ein niedriges
Expressionslevel von pRb oder Cyclin D1 nachgewiesen; zwischen den Proteinen pRb und

p53, pRb und Cyclin D1 oder p53 und Cyclin D1 resultierte dagegen eine positive
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Korrelation, d. h. bei einem niedrigen Proteinexpressionslevel des einen Proteins, lag fir das

andere Protein meist ebenso eine niedrige Expression vor.

Tab. 4-14 Korrelationen zwischen den einzelnen Proteinmarkern.

_ pRb p53 Cyclin D1
Proteinmarker
s p s p s p
p16/NKa 0,65 <0,0001 -0,08 0,3 -0,36  <0,0001
pRb 0,17 0,03 0,47 <0,0001
p53 0,26  <0,0001

rs, Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient; signifikante Korrelationskoeffizienten sind fett dargestellit.

Die Kombination von zwei Proteinmarkern ergab fiir eine hohe p16™“2-Expression bei
gleichzeitig niedriger pRb-Expression die starkste Assoziation mit der RNA*/CxCa" Gruppe
(OR=59,1; 95%KI 15,3-228,8; p<0,01; Tabelle 4-15). Alle RNA"/CxCa" Tumoren mit einer
hohen p16™“2_Expression hatten auch niedrige Expressionslevel fiir pRb (31/40, 78%),
wahrend nur 8/148 (5%) der Tumoren ohne aktive HPV16-Beteiligung diese spezifische

Markerkombination aufwiesen (vgl. Tabelle 4-8, Kapitel 4.2.2.2, Ergebnisteil).

Nach der Kombination von drei Proteinmarkern wurde die starkste Assoziation mit den
RNA*/CxCa* Tumoren fiir das Proteinexpressionsmuster p16™ **-hoch/pRb-niedrig/p53-
normal (OR=85,5; 95%KI 17,4-420,5; p<0,01) gefunden. Das Proteinexpressionsmuster
nach Kombination aller vier Proeinmarker (p16™***-hoch/pRb-niedrig/p53-normal/CyD1-
normal) zeigte ebenso eine sehr starke Assoziation mit den RNA/CxCa® Tumoren
(OR=82,5; 95%CI 16,8-404,0; p<0,01; Tabelle 4-15).

Als Mal der Vorhersagekraft der Proteinmarkerkombinationen die RNA*/CxCa* Tumoren zu
identifizieren, wurden auRerdem Sensitivitat (Se), Spezifitdt (Sp), positiver und negativer
Vorhersagewert (PPV, NPV) herangezogen. Obwohl die Proteinexpressionsmuster der
Dreifachkombination p16™“2-hoch/pRb-normal/p53-normal und der Vierfachkombination die
starksten Assoziationen mit den RNA*/CxCa* Tumoren aufwiesen, war die Vorhersagekraft
dieser Markerkombinationen nicht eindeutig besser als z. B. die der Zweierkombination
p16™¥*2_hoch/pRb-niedrig (Sensitivitdt 74% vs. 79%, Tabelle 4-15), die ebenso eine starke

Assoziation mit den RNA*/CxCa"* Tumoren zeigte.

Analog zu den viralen Markern wurde die Relevanz der Proteinmarkerkombinationen Uber
das Uberleben der Patienten ermittelt. Fir die Markerkombinationen mit den stéarksten
Assoziationen wurden entsprechende Hazard Ratios in multivariaten Cox Regressions-

Modellen berechnet. Zum Vergleich wurde die HR des Proteinmarkers pRb, das als einziges

113



4 Ergebnisse

Protein einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir die Patienten zeigte (Tabelle 4-11, Kapitel
4.2.2.3, Ergebnisteil), sowie die des besten viralen Markers (RNA*/CxCa*, Kapitel 4.1.4.1.2,
Ergebnisteil) in die Tabelle 4-16 eingefiigt.

Tab. 4-15 Assoziationen zwischen den Proteinmarkerkombinationen und den RNA*/CxCa*
OPSCC.

non-HPV' RNA*/CxCa"
n=148 n=40
o i tion n N OR(95%KI) se®  Sp® PPV NPV?
p16/pRb
andere 129 8 1,0
hoch/nied 8 31 59,1 (15,3-228,8) 79 94 79 94
p16/p53
andere 128 12 1,0
hoch/nor 6 27 42,3 (11,3-158,7) 69 95 82 91
p16/CyD1
andere 119 8 1,0
hoch/nied 13 31 26,3 (8,4-82,9) 79 90 70 94
pRb/CyD1
andere 123 6 1,0
nied/nied 14 34 48,0 (13,3-173,0) 85 90 71 95
pRb/p53
andere 135 11 1,0
nied/nor 7 29 37,7 (10,8-131,6) 72 95 81 92
p53/CyD1
andere 99 7 1,0
nor/nied 36 33 12,0 (4,1-35,2) 82 73 48 93
p16/pRb/p53
andere 129 10 1,0
hoch/nied/nor 5 29 85,5(17,4-420,5) 74 96 85 93
p16/pRb/CyD1
andere 124 8 1,0
hoch/nied/nied 8 31 56,6 (14,6-218,6) 79 94 79 94
pRb/p53/CyD1
andere 127 9 1,0
nied/nor/nied 8 31 66,8 (15,4-289,5) 77 94 79 93
p16/pRb/p53/CyD1
andere 125 10 1,0
hoch/nied/nor/nied 5 29 82,5(16,8-404,0) 74 96 85 93

"HPV DNA-negative plus HPV16 DNA-positive Tumoren ohne RNA-Muster (Kontrollgruppe), ’HPV16 DNA-
positive Tumoren mit RNA-Mustern (Félle), 3Sensitivitat (Se;%), Spezifitat (Sp; %), positiver Vorhersagewert
(PPV; %) und negativer Vorhersagewert (NPV; %) wurden als MaR fiir die korrekte Klassifikation der
RNA*/CxCa" OPSCC fiir die Markerkombinationen berechnet; OR, Odds Ratio adjustiert nach Alter, Geschlecht,
klinischem Stadium, Alkohol- und Tabakkonsum; signifikante OR sind fett dargestellt; Kl, Konfidenzintervall; nor,
normal; nied, niedrig
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Tab. 4-16 Cox Regressions-Analyse fir die Proteinmarkerkombinationen im Vergleich zu
pRb und virale RNA-Muster.

Protein/Marker/ Expressionsmuster/
Markerkombination P Gruppe HR 95%KI P
pRb nor 1,0
nied 0,53 (0,3-0,9) 0,04
p16™*3/pRb andere 1,0
hoch/nied 0,34 (0,1-0,8) 0,01
p16™*2/pRb/p53 andere 1,0
hoch/nied/nor 0,31 (0,1-0,9) 0,04
p16™2/pRb/p53/CyD1 andere 1,0
hoch/nied/nor/nied 0,39 (0,2-0,9) 0,03
HPV16 RNA HPV™ 1,0
RNA™ 0,95 (0,6-1,5)
RNA*/CxCa" 0,31 (0,1-0,7) 0,01

HR, Hazard Ratio adjustiert nach Alter, klinisches Stadium, Alkohol- und Tabakkonsum, Therapiestatus
und Geschlecht; signifikante HR sind fett dargestellt; KI, Konfidenzintervall; nor, normal; nied, niedrig.

Patienten stratifiziert nach der Doppelproteinmarker-Kombination p16™2-hoch/pRb-niedrig
hatten im Vergleich zu Patienten ohne dieses Proteinexpressionsmuster ein um 66%
reduziertes Risiko am Oropharynxtumor zu versterben (HR=0,34; 95%CI 0,15-0,79; p=0,01).
Ein &hnlich signifikanter Uberlebensvorteil wurde fiir Patienten mit dem Expressionsmuster
p16™K*2_hoch/pRb-niedrig/p53-normal oder p16™*3-hoch/pRb-niedrig/p53-normal/CyclinD1-
niedrig ermittelt (Tabelle 4-16). Diese Uberlebensvorteile lagen im Bereich der viralen RNA-

Muster und waren deutlich besser als das Ergebnis flr den Proteinmarker pRb allein.

4.3.3 Virus DNA und zellulare Proteinmarker

Ein fir die Routinediagnostik einfacher und praktikabler Algorithmus fir die Identifizierung
von Formalin-fixierten und in Paraffin-eingebetten (FFPE) Kopf-Hals Tumoren mit aktiver
HPV16-Beteiligung wurde von Smeets et al. (114) vorgeschlagen (siehe 1.4, Einleitungsteil).
Demnach hatten die Tumoren eine aktive Virusbeteiligung, wenn sie zunachst in p16™<*a-
Immunhistochemie positiv waren und anschlieRend zusatzlich in einer GP5+/6+-PCR HPV-

DNA nachweisbar war. Jedoch war diese Studie auf nur 12 Karzinome beschrankt.

Da in dieser Arbeit der HPV DNA-Status bestimmt, sowie auch die Immunhistochemie fir
p16™@ durchgefiihrt wurde, wurde dieser Algorithmus an der Kohorte von 199 Oropharynx-
tumoren gepriift, jedoch mit einem Unterschied: Der DNA-Status in dieser Studie wurde an
Frischgewebe-Biopsien bestimmt, wahrend der der Smeets-Arbeit an FFPE-Material

untersucht wurde.
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Aulerdem zeigte sich in dieser Arbeit, dass pRb als IHC-Marker allein und vielmehr noch in

Kombination mit p16™<*

ein gutes prognostisches und diagnostisches Potential aufwies, die
Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung zu identifizieren (siehe 4.3.2, Ergebnisteil). Daher
wurde zusétzlich pRb, sowie die Kombination p16™“?/pRb mit den Ergebnissen der HPV
DNA-Analyse zusammengefiigt und mit den Ergebnissen der einzelnen IHC-Marker

verglichen.

Tab. 4-17 Assoziationen zwischen den Kombinationen von Proteinmarkern und HPV16 DNA
und den RNA'/CxCa’ OPSCC im Vergleich zu den Proteinmarkern allein.

non-HPV' RNA*/CxCa*
n=148 n=40
e ation n N OR (95%KI) se® Sp° PPV NPV
p16
niedrig 114 8 1,0
hoch 23 31 14,0 (5,0-39,6) 79 83 57 94
p16/16DNA
andere 126 8 1,0
hoch/16+ 11 31 36,4 (11,1-118,9) 79 92 74 94
pPRb
normal 126 6 1,0
niedrig 20 34 27,3 (8,7-25,6) 85 86 77 96
pRb/16DNA
andere 136 6 1,0
niedrig/16+ 10 34 75,7 (19,3-296,1) 85 93 77 96
p16/pRb
andere 129 8 10
hoch/nied 8 31 59,1 (15,3-228,8) 79 94 79 94
p16/pRb/16DNA
andere 133 8 10
hoch/nied/16+ 4 31 109,1 (23,9-499,2) 79 97 89 94

"HPV DNA-negative plus HPV16 DNA-positive Tumoren ohne RNA-Muster (Kontrollgruppe), ’HPV16 DNA-
positive Tumoren mit RNA-Muster (Falle), 3Sensitivitat (Se;%), Spezifitat (Sp; %), positiver Vorhersagewert
(PPV; %) und negativer Vorhersagewert (NPV; %) wurden als MaR fiir die korrekte Klassifikation der
RNA*/CxCa” OPSCC fiir die Markerkombinationen berechnet; 16+, Tumoren positiv fiir HPV16-DNA nach
GP5+/6+-PCR/MPG; OR, Odds Ratio adjustiert nach Alter, Geschlecht, klinischem Stadium, Alkohol- und
Tabakkonsum; signifikante OR sind fett dargestellt; KlI, Konfidenzintervall; nor, normal; nied, niedrig

Wenn der HPV16-Status mit den zellularen Proteinmarkern kombiniert wurde, konnte flr alle
Marker und Markerkombinationen eine starkere Assoziation zu den Tumoren mit viralen
RNA-Mustern (RNA*/CxCa®) erreicht werden (Tabelle 4-17). Wahrend die Sensitivitat fir alle
Kombinationen unverandert blieb, wurde durch die Hinzunahme des viralen DNA-Staus vor
allem die Spezifitdt verbessert, d. h. die Anzahl der falsch-positiven Falle wurde fur jede
Kombination um die Halfte reduziert (Tabelle 4-17). Die starkste Assoziation mit der

RNA*/CxCa* Gruppe wurde fiir die Tumoren berechnet, die hohe p16™*%  gleichzeitig
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niedrige pRb-Expressionslevel zeigten und zusatzlich in der BSGP5+/6+-PCR/MPG positiv

waren.

Fir die Proteinmarker p16™“? und pRb allein wurde durch die Beriicksichtigung des HPV
DNA-Status ebenso das prognostische Potential verbessert. Trotzdem war fir die
Kombination von hohen p16™¢*%.Expressionsleveln mit HPV16 DNA-Positivitat, also der
Algorithmus angelehnt an Smeets et al. (114) kein signifikanter Uberlebensvorteil fir die
Patienten ersichtlich (Tabelle 4-18). Fiir die Kombination von pRb mit HPV16 DNA-Positivitat
wurde dagegen eine Hazard Ratio erreicht, die vergleichbar war zu der des besten viralen
Markers, den viralen RNA-Mustern. Die Berlcksichtigung des viralen DNA-Status bei der
Proteinmarkerkombination p16™**3/pRb ergab keine weitere Verbesserung fir die

prognostische Relevanz (Tabelle 4-18).

Tab. 4-18 Cox Regressions-Analyse fiir die Kombinationen der Proteinmarker mit HPV16
DNA-Status im Vergleich zu den Proteinmarkern und zu den viralen RNA-Mustern.

Protein/Marker/ Expressionsmuster/
Markerkombination P Gruppe HR 95%KI P
p16 niedrig 1,0
hoch 0,74 (0,4-1,4) 0,3
p16/16DNA andere 1,0
hoch/16+ 0,66 (0,3-1,3) 0,2
pRb normal 1,0
niedrig 0,53 (0,3-0,9) 0,04
pRb/16DNA andere 1,0
niedrig/16+ 0,37 (0,2-0,7) 0,01
p16™“**/pRb andere 1,0
hoch/niedrig 0,34 (0,1-0,8) 0,01
p16™“?/pRb/16DNA andere 1,0
hoch/niedrig/16+ 0,36 (0,2-0,8) 0,02
HPV16 RNA HPV™ 1,0
RNA™ 0,95 (0,6-1,5)
RNA'/CxCa” 0,31 (0,1-0,7) 0,01

16+, Tumoren positiv fir HPV16-DNA nach GP5+/6+-PCR/MPG; HR, Hazard Ratio adjustiert nach Alter,
klinisches Stadium, Alkohol- und Tabakkonsum, Therapiestatus und Geschlecht; signifikante HR sind fett
dargestellt; Kl, Konfidenzintervall.
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5 DISKUSSION

Einige wenige der Uber 100 Typen des Humanen Papillomvirus, die so genannten ,high-risk’
Typen, koénnen Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome im Genitalbereich,
insbesondere im Gebarmutterhals, induzieren (3). Die DNA des haufigsten ,high-risk’ Typen,
HPV16, wurde in den letzten Jahren auch bei einem Teil (zwischen 20 und 80%) der
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereiches (head and neck squamous cell carcinoma,
HNSCC), vor allem in der Oropharynxregion, gefunden (60, 68). Eine kausale Beteiligung
von HPV16 am Tumorgeschehen gilt jedoch nur fir eine Untergruppe dieser Tumoren mit

aktiver Expression der Onkogene E6 und E7 als gesichert (43, 86).

Um eine kausale Assoziation von HPV mit den Oropharynxtumoren festzustellen, wurde in
den bisherigen Studien als Marker haufig die Virus-DNA herangezogen, analysiert mittels
PCR oder In-Situ Hybridisierung (ISH). Es zeigte sich jedoch vor allem in Studien aus
Westeuropa, dass der Nachweis von Virus-DNA allein nicht ausreichend ist, um eine aktive
Beteiligung von HPV16 am Tumorgeschehen nachzuweisen. Nur die Analyse nach der
Expression der viralen Onkoproteine E6 und/oder E7 gilt als klinisch und biologisch relevant
(43, 65, 86, 87, 97, 139). Jedoch ist die Analyse der viralen RNA Transkripte bislang auf
frisch-gefrorene Gewebebiopsien beschrankt. An Formalin-fixierten und in Paraffin-
eingebetteten (FFPE) Biopsien — nur diese stehen flir die Routinediagnostik und auch fir die

meisten Forschungslabore zur Verfiigung — ist die Analyse heute noch nicht zuverlassig.

In dieser Arbeit wurde der Versuch einer umfassenden und vergleichenden Analyse aller
potentiellen viralen und zellularen Marker fir die Identifizierung von OPSCC mit aktiver
HPV16-Beteiligung unternommen, unter Einschluss sowohl von frisch-gefrorenem
Biopsiematerial als auch von archiviertem FFPE-Material, das auf einem Gewebechip
vereinigt wurde. Als Endpunkt wurden das Gesamt- und das progressionsfreie Uberleben der
Patienten herangezogen, da in mehreren Studien gezeigt wurde, dass Patienten mit HPV-
positiven Tumoren ein besseres Uberleben zeigen als Patienten mit HPV-negativen
Tumoren (66, 68, 71, 81-83).

Im ersten Teil der Arbeit wurden frisch-gefrorene Gewebebiopsien von 199 Oropharynx-
karzinomen auf eine aktive HPV16-Beteiligung untersucht. Potentielle Marker waren HPV
DNA, Viruslast, onkogene RNA (E6*II/E6*I) und virale RNA-Muster. Im zweiten Teil wurde an
archiviertem Material (FFPE-Material) derselben Tumoren zum einen die HPV16 FISH
durchgefiihrt, um ihre Wertigkeit mit der Viruslast und der RNA Expressionsanalyse zu
vergleichen; zum anderen wurden zellulare Proteine immunhistochemisch an den Tumoren

untersucht, um zu testen, wie gut die Expressionslevel dieser Proteine mit den viralen
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Markern korrelieren. Sollten sie gut korrelieren, waren sie den viralen Markern vorzuziehen,
da sie schneller und kostengunstiger zu erfassen sind und als Surrogat- bzw. Biomarker in
die Routinediagnostik eingebettet werden konnten. Als entscheidend stellte sich hierbei
heraus, dass nicht nur p16™¢** untersucht wurde, sondern auch pRb als Zielprotein des
viralen Onkoproteins E7, sowie Cyclin D1, das direkt von pRb reguliert wird, und p53 als

Zielprotein des E6-Onkoproteins.

5.1 Analyse an frisch-gefrorenem Biopsiematerial:
Virale Marker zur Identifizierung von OPSCC mit
aktiver HPV16-Beteiligung

Die hier gefundene Pravalenz (49%) der HPV-positiven Oropharynxtumoren (HPV* Gruppe),
die durch die BSGP5+/6+-PCR/MPG-Analyse nachgewiesen wurde, bestatigt bereits
publizierte Studien (1, 60, 68, 70, 73, 140, 141). Auch die ausgepragte Dominanz von
HPV16 mit 97% (siehe 4.1.1.1, Ergebnisteil) war mit anderen Studien gut vergleichbar;
beispielsweise wiesen in einer Studie von Gillison et al. (68) unter den HPV-positiven
Tumoren 90% den HPV-Typ 16 auf. Die Dominanz von HPV16 ist bei den HNSCC somit
wesentlich ausgepragter als beim Zervixkarzinomen (CxCa), bei dem der Anteil von HPV16
nur bei etwa 60% liegt (5).

Die 199 Tumoren, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, stammten
ausschliefllich aus dem Oropharynx. Damit wurde ausgeschlossen, dass eventuell zu
beobachtende Heterogenitaten im biologischen und klinischen Verhalten der Tumoren auf
andere Kopf-Hals Regionen zurickzufuhren waren, bei denen zwar auch zu einem gewissen
Anteil (bis zu 25%) HPV DNA entdeckt werden kann (141), eine karzinogene Rolle des Virus

aber zweifelhaft ist.

Nach HPV DNA-Status allein wiesen die HPV" Tumoren und die HPV-negativen Tumoren
(HPV~ Gruppe) nur geringfligige Unterschiede in ihren Tumoreigenschaften auf; die HPV"
Tumoren stammten hauptsachlich aus den Tonsillen des Oropharynx und es waren mehr
ehemalige Alkoholiker in der HPV™ als in der HPV"® Gruppe vertreten (Tabelle 4-1, Kapitel
4.1.3, Ergebnisteil). Dies steht im Einklang mit anderen Studien, in denen v. a. die Tonsillen
als die Region des Oropharynx gelten, die am haufigsten mit HPV-assoziiert sind (1, 142,
143). Ebenso wurde in anderen Studien belegt, dass ein starker Alkoholkonsum eher mit
HPV-negativen HNSCC assoziiert ist (41, 69, 71, 75). Eine Beschrankung der Analysen auf
Karzinome des ,Waldeyer'schen Tonsillenrings’ hatte in dieser Arbeit 23% (9/40) der
Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung (Tabelle 4-1, Kapitel 4.1.3, Ergebnisteil) verpasst.

Daher ist der Einschluss aller Lokalisationen des Oropharynx in dieser Arbeit gerechtfertigt.
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Fir das Uberleben wurden allerdings weder im univariaten Modell (Kaplan Meier Analysen,
Abbildung 4-11 und 4-12, Kapitel 4.1.4, Ergebnisteil) noch im multivariaten Cox Regressions-
modell statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit HPV* und HPV—
Tumoren berechnet (Tabellen 4-3 (OS) und 4-5 (PFS); Kapitel 4.1.4, Ergebnisteil). Die
Stratifizierung nach der Expression der onkogenen RNA (viralen E6*II/E6*I Transkripte,
RNA* Gruppe) war dagegen wesentlich besser geeignet, um die Patienten mit einem
besseren Uberleben zu definieren (Tabelle 4-3, Kapitel 4.1.4, Ergebnisteil). Eine kiirzlich aus

Frankreich publizierte Studie kam zum gleichen Ergebnis (86).

Zusatzlich wurde in der vorliegenden Studie die Viruslast in den Tumoren bestimmt und es
wurde zum ersten Mal untersucht, ob die HPV16 DNA-positiven Oropharynxtumoren
spezifische virale RNA-Muster exprimieren, wie sie flir das HPV16-positive Zervixkarzinom
(CxCa) und hochgradige Lasionen der Zervix kurzlich beschrieben wurden (39). Es zeigte
sich, dass die Marker Viruslast und virale RNA-Muster die Patienten mit einem besseren
Uberleben noch genauer definierten als der Marker onkogene RNA (Tabelle 4-3, Kapitel
4.1.4, Ergebnisteil). Darlber hinaus wiesen die viralen RNA-Muster im Vergleich zur
Viruslast eine hohere Sensitivitat auf, durch sie wurden 31/33 HPVhg, Tumoren sowie
zusétzlich 9 HPV,,, Tumoren als RNA'/CxCa" klassifiziert (Abbildung 4-9, Kapitel 4.1.2.2,
Ergebnisteil).

Zwischen den Patienten mit Tumoren positiv fir RNA Muster-1 und Muster-2 waren
beziiglich des Uberlebens keine signifikanten Unterschiede zu erkennen (Ergebnisse nicht
gezeigt). Da die Gruppen aber verhaltnismaRig klein waren (Muster-1, n=15; Muster-2,
n=25), sollten diese Befunde an gréReren Studien weiterverfolgt werden, um eine
zuverlassige Aussage dariiber treffen zu kénnen. Nur 37% der RNA'/CxCa® Tumoren
zeigten das Muster-1, d. h. eine hohe Kopienzahl von E6*I/E6*| bei gleichzeitig niedriger
oder abwesender Kopienzahl des E1*"E4 Transkripts. Obwohl ein Nachweis bislang noch
fehlt, kann dieses Muster hochstwahrscheinlich die Integration des Virusgenoms ins
Wirtszellgenom anzeigen (40, 144). Der Prozentsatz von 37% der OPSCC mit HPV16-
Integration aus dieser Studie ist niedriger als der Prozentsatz von ca. 55% wie er fur das
Zervixkarzinom beschrieben wurde (145), er ist aber vergleichbar mit dem, der in anderen
OPSCC Studien publiziert wurde (41-43). Wenn auch spekulativ, scheint die HPV-Integration
fur die Karzinogenese im Kopf-Hals Bereich daher kein notwendiges Ereignis zu sein,
sondern im Falle von episomal vorliegenden HPV-Genomen auf anderen Mechanismen, wie

z. B. der Hochregulation des E1C-Transkriptes, zu beruhen (40).

Die Analyse der viralen RNA-Muster ist jedoch sehr komplex und nicht in jedem Labor

durchflihrbar. Ein vereinfachter, aber dennoch praziser Algorithmus die Tumoren mit aktiver
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HPV16-Beteiligung zu identifizieren, wurde durch die Kombination der Marker Viruslast mit
den viralen RNA-Mustern erreicht. Die Tumoren der HPVyg, Gruppe wurden mit den
RNA*/CxCa* Tumoren der HPV,,, Gruppe zur Gruppe HPVi..s+ zusammengeschlossen,
wahrend HPV,,,, Tumoren ohne virale RNA-Muster die HPVi..sf Gruppe reprasentierten
(Abbildung 5-1). Die Analyse der viralen RNA-Muster war somit nur noch auf die Tumoren
mit einer niedrigen Viruslast beschrankt, ohne dabei an Sensitivitdt zu verlieren. Hinsichtlich
des Uberlebens zeigte die Markerkombination HPV.nsf €in ebenso gutes Potential wie der
beste Einzelmarker, die viralen RNA-Muster (Tabellen 4-12 und 4-13, Kapitel 4.3.1,
Ergebnisteil). Die Vorteile der Kombination liegen dabei in Zeitersparnis und Kostensenkung,
indem zunachst alle Tumoren mittels der sehr einfachen, schnellen und kostenglinstigen
BSGP5+/6+-PCR/MPG, gefolgt von der qPCR fir die HPV16-positiven Falle analysiert
werden und anschlieBend nur diejenigen Tumoren mit einer niedrigen Viruslast die
kompliziertere, zeitaufwendigere und kostenintensivere Analyse der viralen RNA-Muster

durchlaufen.

199 OPSCC
BSGP5+/6+-PCR/MPG
97 HPV*
gPCR 64 HPV,, 33 HPV,,,,
NASBA 7 R RNA*/CxCa— | | RNA*/CxCa*

54 HPV, 42 HPV

transf_ transf+

Abb. 5-1 Ubersicht der OPSCC stratifiziert nach der Markerkombination Viruslast und RNA-
Muster. HPV*, HPV16 DNA-positive OPSCC; HPViow/HPVhigh, OPSCC mit niedriger/hoher
Viruslast, bestimmt durch qPCR; RNA™, HPV16 DNA-positive und E6*II/E6*] RNA-negative
OPSCC; RNA'/CxCa~, HPV16 DNA- und E6*II/E6*I RNA-positive OPSCC, jedoch ohne virale
RNA-Muster; RNA"/CxCa”, HPV16 DNA- und E6*II/E6*I RNA-positive OPSCC mit viralen RNA-
Mustern; HPV st , OPSCC mit niedriger Viruslast und ohne RNA-Muster; HPV ;ansit, OPSCC mit
hoher Viruslast und/oder RNA-Mustern. NASBA, nucleic acid sequence based amplification.
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Die Analysen der viralen Marker zur Identifizierung von OPSCC mit aktiver HPV-Beteiligung,
vor allem die Uberlebensanalysen der Patienten, wiesen jedoch auch einige Schwéachen auf,
insbesondere da es trotz der Studienkohorte von 199 Tumoren statistisch nicht mdglich war,
zwischen den RNA® Tumoren mit und ohne virale RNA-Muster zu unterscheiden
(RNA/CxCa— vs. RNA'/CxCa"). Es konnte fiir die RNA"/CxCa® Tumoren gegeniiber den
RNA*/CxCa~ Tumoren keine verbesserte Vorhersageglte (prediction accuracy) ermittelt
werden, was auf die geringe Anzahl der RNA*/CxCa— Tumoren (n=8) zurlickzufiihren ist. Da
aber eine ahnliche Hazard Ratio fiir die acht RNA"/CxCa— Tumoren berechnet wurde wie flr
die Tumoren ohne aktives HPV16 (RNA™ Gruppe), diese acht Tumoren auch in der
Histologie, der Tumorsublokalisation und den zellulédren Proteinexpressionsmustern ahnlich
zu den RNA™ Tumoren waren, konnte davon ausgegangen werden, dass sie sich wie
Tumoren ohne aktives HPV16 verhalten und infolgedessen wurden sie in die RNA™ Gruppe

mit aufgenommen.

Die Pravalenz von HPV16 DNA in den Oropharynxkarzinomen dieser Studie mit 49% und
insbesondere die der viralen RNA-Muster mit 20%, die die Tumoren mit aktiver HPV-
Beteiligung reprasentieren, ist vergleichbar mit der aus anderen westeuropaischen Studien
(80, 86, 87, 112, 146). Sie ist aber deutlich geringer als diejenige, die in den wichtigsten
skandinavischen und US-amerikanischen Studien publiziert wurde ((66, 75, 82, 85, 141,
147); Abbildung 5-2). In den US-amerikanischen und auch in den skandinavischen Studien
wurde von einer DNA-Pravalenz zwischen 64% und 85% berichtet, die der
westeuropaischen Studien liegt dagegen zwischen 13% und 54%. Allerdings stammten die
niedrigen Pravalenzwerte von Studien, in denen alle Kopf-Hals Regionen eingeschlossen
waren (Niederlande (80, 87) und Frankreich (86)). Dennoch ist der geographische
Unterschied deutlich. In einem systematischen Review (141), in dem ca. 1000 OPSCC aus
mehreren Studien und Landern, einschlielBlich den USA, Skandinavien und Westeuropa,
zusammengefasst wurden, lag die HPV DNA-Pravalenz bei 35%. Betrachtet man die HPV-
Pravalenz beim OPSCC bezlglich der Expression der viralen Onkogene E6 und/oder E7,
wird der Unterschied zwischen den USA und Skandinavien einerseits und Westeuropa
andererseits sogar noch groRer. Im Gegensatz zu der hier vorgestellten Studie und den
anderen westeuropaischen Studien (80, 86, 87, 112), in denen weniger als 50% der HPV
DNA-positiven Tumoren gleichzeitig positiv fir die onkogenen Virustranskripte E6/E7 waren,
wurde in den skandinavischen Studien beispielsweise E6/E7 RNA, was als Beleg fur eine
aktive Beteiligung von HPV16 angesehen werden kann, bei 85% bis 98% der HPV DNA-
positiven OPSCC gefunden ((85, 147); Abbildung 5-2).
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Abb. 5-2 HPV DNA-Pravalenz (grau, %) und RNA-Pravalenz (schwarz, %) in den wichtigsten
skandinavischen/nordamerikanischen Studien im Vergleich zu den wichtigsten westeuro-
paischen Studien.

*systematischer Review (2005): Analyse von 969 Oropharynxkarzinomen aus 26 Landern (60
Studien); die Studien Braakhuis, van Houten und Jung haben Kopf-Hals Tumoren aller Regionen
eingeschlossen, die Pravalenzen sind demnach niedriger, alle anderen Studien haben ihre Analysen
auf Tumoren des Oropharynx begrenzt.

Die Unterschiede in der Pravalenz von aktivem HPV16 unter den HPV-positiven Oropharynx-
karzinomen der skandinavischen und der westeuropdischen Studien kénnten mit
unterschiedlichen Lebensstilen, insbesondere mit den Rauchgewohnheiten der Patienten in
Zusammenhang stehen, denn der verringerte Tabakkonsum wurde mit einer sinkenden
Inzidenz von HPV-negativen OPSCC gesehen (52). Gleichzeitig gilt eine hohe Anzahl von
Sexualpartnern und von oral-genitalen Kontakten als Risikofaktor fir HPV-positive OPSCC
(131, 148). Da im Vergleich zu der westeuropaischen Bevolkerung die Pravalenz der
Nichtraucher in den letzten Jahrzehnten viel starker in der nordamerikanischen und
skandinavischen Bevdlkerung zugenommen hat (149), stieg daher gleichermal3en auch die
Pravalenz der HPV-positiven OPSCC in diesen Landern an (52, 76, 150). In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich ebenfalls eine Verdoppelung der HPV DNA-Pravalenz von
1990 bis 2008, die Pravalenz der RNA*/CxCa* Tumoren (Tumoren mit aktivem HPV16) unter
den HPV-positiven OPSCCs stieg Uber die Jahre dagegen kaum an (Abbildung 4-10; Kapitel
4.1.2.3, Ergebnisteil). Zwar fanden sich alle Nichtraucher der HPV" Gruppe (n=15) in der
vorliegenden Studie in der RNA*/CxCa* Gruppe wieder, der Prozentsatz der Raucher unter
allen OPSCC Patienten war aber mit 78% (Tabelle 4-1; Kapitel 4.1.3, Ergebnisteil) viel hGher
als derjenige einer kirzlich publizierten US-amerikanischen Studie von nur 19% (66). Es

scheint daher mdglich, dass der Status als Raucher unter den HPV"® Patienten ohne virale

123



5 Diskussion

RNA-Muster Einfluss auf molekular-pathogene Signalwege hat. Beispielsweise kdnnten trotz
der Prasenz von HPV DNA Mutationen im TP53-Gen auftreten (43, 87, 97), die dann die
EG/E7 Expression Uberfliissig machen. Mdglicherweise wird sich die Anzahl der HPV*
OPSCC ohne aktive HPV16-Beteiligung auch in Westeuropa verringern, sobald sich die
Prozentzahlen der Raucher in den westeuropadischen an die der skandinavischen/US-

amerikanischen Kohorten angeglichen haben.

Zusammenfassend zeigte sich durch die Analysen der viralen Marker HPV DNA, Viruslast,
onkogene RNA und virale RNA-Muster, dass durch die hochsensitiven HPV DNA- und RNA-
Detektionstechnologien nicht nur Oropharynxkarzinome mit einer hohen Viruslast und den
viralen RNA-Mustern detektiert werden, sondern dass auch eine gewisse Anzahl unter den
Tumoren mit einer niedrigen Viruslast biologisch aktives HPV16 zeigen. Durch die Analyse
der HPV DNA allein waren zu viele falsch-positive Falle detektiert worden, dagegen waren
durch die Analyse der Viruslast allein einige positive Falle falschlicherweise als negativ
klassifiziert worden. Die Tumoren mit den viralen RNA-Mustern zeigten im Vergleich zu den
Tumoren ohne aktive HPV-Beteiligung nicht nur ein deutlich unterschiedliches klinisches
Erscheinungsbild, sondern die Patienten hatten vor allem ein besseres Gesamt- und auch
progressionsfreies Uberleben. Demzufolge reprasentieren diese Tumoren gegeniiber den

Kopf-Hals Tumoren ohne HPV-Beteiligung eine eigene Tumorentitat.

Durch die Kombination aus Viruslast und viralen RNA-Mustern gelang zudem ein
verbesserter und praktikabler Algorithmus, die OPSCC mit aktiver HPV-Beteiligung zu
identifizieren. Solang frisch-gefrorene Gewebebiopsien und geschultes Fachpersonal
vorhanden sind, ist dieser Algorithmus am besten geeignet, aus einer heterogenen Gruppe
von OPSCC die tatsachlich HPV-assoziierten OPSCC zu identifizieren.

Da in einigen Studien gezeigt werden konnte, dass Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren
unabhéngig von den Behandlungsmodalitiaten ein besseres Uberleben haben (66, 81, 90-
93), kdnnte somit eine prazise Definition der Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung — wie sie

hier vorgeschlagen wurde — bei der Therapiewahl helfen.
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5.2 Analysen an Formalin-fixiertem und in Paraffin-
eingebettetem Material auf dem Gewebechip

5.2.1 Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung im Vergleich zur PCR und
zur Viruslast

Im Gegensatz zur PCR gelingt mit der In-Situ Hybridisierung (ISH) oder der Fluoreszenz In-
Situ Hybridisierung (FISH; der Nachweis bei der ISH beruht auf chromogenen Signalen, bei
der FISH werden fluoreszierende Farbstoffe eingesetzt) durch den Einsatz von HPV-
spezifischen DNA-Sonden der direkte Nachweis des Virus in den Zellkernen und damit im
Kontext des vorliegenden Gewebes. Bei Kenntnis der Histologie kann man daher
detektieren, ob die Signale Tumorzellen oder aber andere Zellen im Gewebe markieren.
Daruber hinaus ist beschrieben worden, dass man anhand der Signale zwischen integrierten
oder episomalen HPV-Genomen differenzieren kann. Bei diffusen und granularen Signalen
sollen episomale Genome, bei punktierten Signalen in den Zellkernen dagegen integrierte
HPV-Genome vorliegen (41, 114, 134-138). Es sind mittlerweile einige kommerziell
erwerbliche ISH-Kits erhaltlich, die zumindest bei der HPV-Analyse des Zervixkarzinoms alle
eine ahnliche Sensitivitat aufweisen (138) und manche auch multiple HPV-Infektionen
detektieren kénnen. Die Detektion multipler HPV-Infektionen spielt beim HNSCC jedoch eine
untergeordnete Rolle, da die groRe Mehrheit der Tumoren nur fir einen Typ, HPV16, positiv
ist (1, 60, 61, 65, 68, 70, 73, 139-141). Die ISH wird zur Detektion von HPV DNA, meist als
einziger Marker, vor allem in den US-amerikanischen Studien eingesetzt (68, 75, 81-83, 111,
113, 120, 131, 132). Allerdings zeigte sich, dass die Sensitivitdt der ISH gegenuber der
klassischen HPV DNA-Analyse durch PCR geringer ist, denn in einer neueren Metaanalyse
(151) wurden durch HPV PCR 39,9% und durch ISH nur 29,8% OPSCC als HPV-positiv

dokumentiert.

Aufgrund der quantitativen Daten, die im ersten Teil dieser Arbeit an frisch-gefrorenem
Biopsiematerial mittels hochsensitiver Multiplex-PCR, gPCR und den viralen RNA-Analysen
erhoben werden konnten, bot sich nun im zweiten Teil an, an archiviertem FFPE-Material
derselben OPSCC die FISH anzuwenden. Auf diese Weise konnte geklart werden, ob die
FISH als alternative HPV DNA-Detektionsmethode in Frage kommt und OPSCC mit aktiver
HPV-Beteiligung identifizieren kann. Die Methodik ist im Labor Cancer (cyto)Genetics der
Universitat Maastricht seit vielen Jahren etabliert und wurde schon haufig in diversen Studien
publiziert (41, 114, 135-137). Durch eine Signalverstarkung mit Tyramid konnte die
Arbeitsgruppe in Maastricht die Sensitivitat der FISH auf eine Nachweisgrenze von 1-2 HPV
Genomkopien erhéhen; ohne die Signalverstarkung lag die Nachweisgrenze bei 10-20 HPV
Kopien.

125



5 Diskussion

Die Ergebnisse waren jedoch enttduschend. Lediglich in der Spezifitat zeigte die FISH in
dieser Arbeit gute Eigenschaften, denn nur 2% der nach PCR-Methodik HPV-negativen
OPSCC wurden durch die FISH als HPV-positiv gewertet (Abbildung 4-14; Kapitel 4.2.1,
Ergebnisteil). In der Sensitivitdt und insbesondere bei der pradiktiven Wertigkeit war die
FISH gegeniber den am frisch-gefrorenen Material erhobenen Markern jedoch klar
unterlegen. Zwischen HPV DNA, analysiert durch BSGP5+/6+-PCR/MPG, und FISH bestand
eine Ubereinstimmung fir die HPV" OPSCC von nur 38%. Beziiglich der Viruslast, die am
frisch-gefrorenen Material hervorragend mit den RNA Ergebnissen korrelierte, bestand
zwischen OPSCC mit einer hohen Viruslast und FISH eine Ubereinstimmung von nur 77%
(Abbildung 4-14; Kapitel 4.2.1, Ergebnisteil). Die kontrar zum Modellsystem sehr
ungendgende Sensitivitdt der FISH am Gewebechip war hauptsachlich auf Probleme mit
teilweise sehr hohen und von Stanze zu Stanze unterschiedlichen Hintergrundsignalen
zurtckzufuhren. Es war vielfach schwierig, zwischen echten Signalen und Hintergrund-
signalen zu differenzieren; vermutlich wurden auch in den 2% der Félle, die nur in der FISH
positiv waren, die Hintergrundsignale als echte Signale gewertet. Andererseits wurden bei
einigen HPV-positiven Tumorstanzen die echten Signale mdglicherweise durch
Hintergrundsignale aufgrund von zu starker Gewebefixierung Uberlagert und deshalb
falschlicherweise als HPV-negativ eingestuft. Diese Probleme bei der FISH sind bekannt und

wurden auch schon friiher beschrieben (152).

Noch schlechter fiel der Vergleich zwischen den am frisch-gefrorenen Biopsiematerial
erhobenen Daten und der FISH bezlglich des physikalischen Status der HPV DNA aus. Der
groRte Teil der FISH-positiven Tumoren (86%) zeigte die fur integrierte HPV-Genome
typischen punktierten und nur 14% die fur episomale Genome typischen diffusen und
granuldren Signale (siehe 4.2.1, Ergebnisteil). Dies steht in klarem Widerspruch zu den
Ergebnissen der viralen RNA-Muster, anhand derer nur 37% der Tumoren potentiell
integrierte, aber 63% potentiell episomale HPV-Genome aufwiesen (sieche 4.1.2.2,
Ergebnisteil). Auch in anderen OPSCC-Studien wurde berichtet, dass nur eine Minoritat

(zwischen 0% und 41%) der HPV-positiven Tumoren integrierte Genome zeigten (41-43).

Zusammenfassend war die FISH vor allem auf Grund der schlechten Sensitivitat weder als
Marker allein, noch in Kombination mit anderen Markern geeignet, die Tumoren mit aktiver
HPV-Beteiligung zu identifizieren. Auch die Differenzierung zwischen Tumoren mit
integrierten und episomalen HPV-Genomen gelang nicht. Fur klinische Zwecke, d. h. zur
Diagnostik und Prognose, eignet sich die Methodik trotz ihrer guten klinischen

Anwendbarkeit (schnell durchfihrbar, spezifisch und kostenglinstig) daher nicht.
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5.2.2 Zellulare Proteinmarker zur Identifizierung von OPSCC mit
aktiver HPV16-Beteiligung

Da gut funktionierende Antikérper gegen die viralen Onkoproteine E6 und/oder E7 bislang
nicht kommerziell erhaltlich sind, ist die Expressionsanalyse der entsprechenden RNA und
viel mehr noch der Analyse spezifischer HPV16 RNA-Muster — wie im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit gezeigt (siehe 4.1, Ergebnisteil) — momentan als so genannter
Goldstandard anzusehen, um OPSCC mit aktiver HPV-Beteiligung und dementsprechend
Patienten mit einem besseren Uberleben zu identifizieren. Allerdings ist die Analyse der
viralen mRNA-Transkripte bislang durch die Verflugbarkeit von frisch-gefrorenen
Gewebebiopsien limitiert. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit (siehe 4.2, Ergebnisteil)
wurde daher durch die systematische vergleichende Analyse von FFPE-Material derselben
Tumoren untersucht, ob zelluldre Proteine als Surrogatmarker fir eine aktive HPV-
Beteiligung der Tumoren dienen kénnen. Diese waren insbesondere dann von Nutzen, wenn

ausschlie3lich FFPE-Tumorbiopsien zur Verfigung stehen.

Fir die immunhistochemischen Analysen der Proteinmarker p16™<2 pRb, Cyclin D1 und
p53 standen fur 188/199 (94%) OPSCC die entsprechenden FFPE-Gewebe zur Verfugung.
Die Farbungen der Proteine wurden mit zwei unterschiedlichen Detektionssystemen
analysiert, um zwischen einer abwesenden oder einer normal-schwachen Expression
unterscheiden zu koénnen (siehe 3.8.1, Methodenteil). SchlieRlich gaben die Farbungen
Aufschluss Uber die Proteinexpressionsmuster in den Tumorgruppen, stratifiziert nach den
viralen RNA-Mustern. Um die hohe Anzahl der Tumoren moglichst effizient zu analysieren,
wurde ein Gewebechip erstellt. Dabei war es wichtig, von einem Patienten mehrere
Biopsiestanzen des Tumors auf den Gewebechips auszuwerten, um verlassliche Ergebnisse
zu erhalten. Aufgrund der bei Kopf-Hals Tumoren haufig beobachteten intratumoralen
Heterogenitat in der Proteinexpression waren negative Farbungen bei Beurteilungen nur

einer Biopsiestanze nicht sehr zuverlassig.

52.2.1 p16™K4? als Marker fiir Oropharynxkarzinome mit aktiver HPV-
Beteiligung
P16™“% wird in den Zellkernen von gesunden Schleimhautzellen auf niedrigem Niveau
exprimiert. Die Visualisierung der niedrigen Proteinexpressionslevel erfolgte nach
immunhistochemischer Farbung mit Signalverstarkung mittels Tyramid (TSA-IHC, siehe
3.8.1.2, Methodenteil). Auf diese Weise war es moglich zwischen einer normal-schwachen
Expression und dem Verlust des Proteins in den Tumorzellen unterscheiden zu kénnen. Die

erhdhte p16™¢“2-Expression war dagegen leicht mit der Standard-IHC zu sehen.
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Von 188 OPSCC, die auf dem Gewebechip aufgetragen wurden, waren 176 fiir die p16™<*-

Farbung auswertbar. Dabei waren die Tumoren mit einer aktiven HPV-Beteiligung

(RNA*/CxCa* Gruppe) signifikant mit einem hohen Expressionslevel von p16™*?

assoziiert,
80% (31/40) der RNA*/CxCa"* Gruppe zeigten eine hohe Expression des Proteins (Tabellen
4-6 und 4-8, Kapitel 4.2.2, Ergebnisteil). Die Assoziation zwischen p16™¢** und HPV-
positiven OPSCC wurde damit bestatigt, der Prozentsatz der Ausnahmefalle war aber hoher
als in etlichen Studien, in denen nur 0-10% Ausnahmefalle registriert wurden und das Protein
infolgedessen als Surrogatmarker klassifiziert wurde (41, 114, 118, 121, 146, 153). In
anderen Studien wurden wiederum ahnliche Prozentsatze an HPV-positiven Tumoren ohne
p16™K*2_Uberexpression wie in der vorliegenden Arbeit publiziert (83, 111, 116, 154). Der
hohe Prozentsatz (20%; 8/39 OPSCC) an Ausnahmefallen in der vorliegenden Arbeit war
nicht etwa durch technische Probleme bedingt, sondern reflektierte vielmehr die wirklichen
Unterschiede in der Biologie von HPV-assoziierten OPSCC und HPV-assoziierten Zervix-
karzinomen (CxCa). In einer parallelen CxCa-Studie konnte gezeigt werden, dass mittels der
gleichen Methode nur 5 von 301 HPV RNA-positiven Tumoren (2%) keine hohen p16™<*a-
Expressionslevel zeigten (155). Von den acht Patienten mit RNA*CxCa* Tumoren, die keine
hohen p16™“a.Expressionslevel aufwiesen (jeweils vier zeigten eine normale p16™K*-
Expression bzw. den Verlust des Proteins; Tabelle 4-6, Kapitel 4.2.2, Ergebnisteil), waren
sieben Raucher. Eventuell kdnnte das Rauchen als Risikofaktor bei diesen Patienten zu
zusatzlichen genetischen oder auch epigenetischen Veranderungen in den Tumoren geflihrt
haben, die dann fiir den Verlust bzw. flr die normale Expression des Proteins verantwortlich

waren.

Der Verlust der p16™ *®-Expression ist typisch fiir HPV-negative Tumoren. Er ist entweder
auf Allelverluste oder durch epigenetische Veranderungen (Hypermethylierung der DNA) des
9p21-Lokus zurlickzuflinren (156-158). Interessanterweise zeigten die Tumoren ohne aktive
HPV-Beteiligung (RNA™ Gruppe) vermehrt das normale p16™*2-Expressionslevel, die HPV-
negativen Tumoren (HPV™— Gruppe) waren dagegen erwartungsgemaf mit dem Verlust der
p16™K*©_Expression assoziiert. Jedoch gab es auch hier Ausnahmefille, 21% der RNA™
Tumoren und 14% der HPV™ Tumoren, dementsprechend 17% der non-HPV Gruppe,
zeigten ein hohes p16™<**Expressionslevel (Tabellen 4-6 und 4-8, Kapitel 4.2.2,
Ergebnisteil). Dieser Befund wurde ebenfalls in einigen anderen Studien berichtet (41, 114,
115). In der Studie von Smeets et al. (114) wurde die Uberexpression als falsch-positive
p16™K*©_Farbungen postuliert. In der Studie von Smith et al. (115) wurde dagegen zum
ersten Mal beschrieben, dass die Gruppe der HPV-negativen Tumoren mit hoher p16™“2-
Expression ein schlechteres Uberleben (sowohl OS als auch PFS) haben als die Gruppe der

HPV-positiven Tumoren mit hoher p16™“2-Expression. Es ist denkbar, dass in den Féllen
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von hoher p16™¢*2_Expression ohne aktive HPV-Beteiligung das RB selbst Mutationen tragt,

was ebenfalls zur Entkopplung der p16™¢*®-Regulation fiihrt.

Die bisher verdffentlichten Daten zur prognostischen Relevanz von p16™¢“? beim HNSCC
sind kontrovers. Ein p16™“2-Verlust wurde z. B. haufig mit einer schlechten Prognose v. a.
fur Karzinome der Zunge (159), der Tonsille (121), der Mundhohle (160) und HNSCC
anderer Lokalisationen (161) beschrieben, wohingegen andere Studien keine prognostische
Signifikanz fir den Verlust des Proteins fanden (162, 163). Die p16™ *-Uberexpression
wurde dagegen mehrfach mit einer besseren Prognose v. a. fir Patienten mit Oropharynx-
karzinomen in Verbindung gebracht (41, 82, 98, 106, 112, 113, 118, 121, 146, 153, 160, 164)
und dementsprechend oft als prognostisch wichtiger Marker gehandelt. Die Assoziation
zwischen hoher p16™ *®-Expression und einer besseren Prognose beim OPSCC spiegelt die
Tatsache wider, dass sich unter den Oropharynxkarzinomen v. a. Tumoren mit aktiver HPV-
Beteiligung befinden, d. h. in diesen Tumoren wird das Protein als Folge der Interaktion

zwischen pRb und dem viralen Onkoprotein E7 in hohen Mengen synthetisiert (60).

Die Tumoren mit einer hohen p16™ *2-Expression aus dieser Arbeit waren in der univariaten
Kaplan-Meier Analyse ebenfalls mit einem besseren Uberleben assoziiert. Patienten mit
hoher p16™“2_Expression hatten z. B. eine mediane Uberlebenszeit von 122 Monaten,
wahrend Patienten mit niedriger p16™“*2-Expression nur eine mediane Uberlebenszeit von
34 Monaten hatten (p=0,03; Logrank Test; Tabelle 4-9, Kapitel 4.2.2.3, Ergebnisteil). Jedoch
verlor das Protein seine prognostische Relevanz in der multivariaten Analyse. Nach
Adjustierung fir die wichtigen Einflussfaktoren Geschlecht, Alter, klinisches Stadium,
Therapie, Alkohol- und Tabakkonsum, hatten Patienten mit hoher p16™<**-Expression ein
ahnliches Uberleben wie Patienten mit niedriger p16™**-Expression (HR=0,74; 95%KI 0,4-
1,4). Dieser Befund, ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Uberlebens zwischen den
Proteinexpressionsmustern niedrig vs. hoch nach univariater, aber nicht nach multivariater
Analyse, in der wichtige klinische und demografische Eigenschaften berlicksichtigt werden,
wurde auch in anderen Studien beschrieben (41, 82, 115). Dies bekraftigt die Wichtigkeit der

Adjustierung auf wesentliche andere klinische EinflussgroRen.

P16™*@ als Surrogatmarker ware sicherlich exzellent geeignet, da die immunhistochemische
Analyse im Vergleich zu den HPV DNA- und RNA-Analysen an den routinemafig
archivierten FFPE-Tumorbiopsien, kostenglnstig und in kurzester Zeit durchgefuhrt werden
kann. Zudem konnten die Ergebnisse von erfahrenen Pathologen direkt wahrend der
Diagnosestellung beurteilt und ausgewertet werden. Allerdings sollte p16™“ als
Surrogatmarker die Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung detektieren und demzufolge die

Patienten anzeigen, die mit einem besseren Uberleben assoziiert sind. Nicht nur in der
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vorliegenden Arbeit, sondern auch in anderen Studien (82, 115, 116, 153) stellte sich heraus,

dass p16™4a

als Marker allein aufgrund seiner ungenigenden Spezifitat keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Uberlebens zwischen den Patientengruppen mit hoher oder
niedriger Proteinexpression aufdeckte. Hier schnitt sogar die FISH deutlich besser ab; dies

ist auch in anderen Studien belegt worden (114, 165).

INK4
6 a

Zusammenfassend war der Proteinmarker p1 zwar stark mit den RNA*/CxCa* Tumoren

6"NK42 allein

dieser Studie assoziiert (zeigte eine ausreichende Sensitivitat), trotzdem war p1
als Pradiktor fiir ein verbessertes Uberleben der Patienten wesentlich schlechter als die
Viruslast und die viralen RNA-Muster. P16™K*? als IHC-Marker allein war aufgrund seiner
ungenidgenden Spezifitdt nicht geeignet, die Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung zu
identifizieren, die eindeutig eine andere Tumorentitat mit einem verbesserten Uberleben der

Patienten darstellen.

5.2.2.2 pRb als Marker fir Oropharynxkarzinome mit aktiver HPV-
Beteiligung
Das Retinoblastomprotein (pRb) wird in den Zellkernen von gesunden Schleimhauten der
gesamten Kopf-Hals Region einschlief3lich des Oropharynx in grolen Mengen exprimiert. In
HPV16 E7 exprimierenden Zellen liegen dagegen niedrige pRb-Expressionslevel vor, da das
Protein aufgrund der Interaktion mit dem viralen E7 Protein abgebaut wird (166). Wahrend
sowohl die HPV™ als auch die Tumoren der RNA™ Gruppe hauptsachlich die erwarteten
normalen pRb-Expressionslevel zeigten, waren die RNA*/CxCa® Tumoren stark mit einer
niedrigen Expression des Proteins assoziiert. 85% der Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung
wiesen niedrige pRb-Expressionslevel auf (Tabelle 4-6, Kapitel 4.2.2, Ergebnisteil), was den
publizierten Angaben aus der Literatur entspricht (43, 60, 83, 139, 153, 167-169). Nur sechs
RNA*/CxCa" Tumoren (15%) zeigten das fiir HPV-negative Tumoren typische normale pRb-
Expressionslevel. Im Vergleich mit der p16™***-Uberexpression war das niedrige pRb-
Expressionslevel starker mit den RNA*/CxCa* Tumoren assoziiert (Tabelle 4-8, Kapitel 4.2.2,

Ergebnisteil).

Wie schon fiir p16™*@ beobachtet, gab es auch beziiglich pRb bei den HPV™ bzw. den
RNA™ Tumoren Ausnahmefélle mit untypisch erniedrigten pRb-Expressionsleveln. Im
Vergleich zu p16™¥*? fiel der Anteil dieser falsch-positiven Falle allerdings geringer aus (11%
bei den HPV™, 14% bei den RNA™ OPSCC). Der geringere Anteil an Ausnahmefallen von
pRb resultierte in einer besseren Prognose flr die Patienten mit niedrigem Proteinlevel. Wie
in Kapitel 5.2.3 diskutiert, kbnnten RB-Mutationen hier eine Rolle spielen. Ahnliches wurde
auch in anderen Studien beobachtet (43, 60, 153, 167, 168).
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Es gibt nur wenige Studien mit unterschiedlichen Ergebnissen zur prognostischen Relevanz
von pRb beim OPSCC. In den Studien von Chung et al. (167) und Hafkamp et al. (153)
wurde bei OPSCC Patienten keine Assoziation zwischen niedrigem pRb-Expressionslevel
und einem besseren Uberleben gesehen, im Gegensatz zu den Arbeiten von Andl et al. (60),
Hong et al. (168) und Li et al. (170). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine klare
Assoziation zwischen pRb und dem Uberleben gefunden. Die mediane Uberlebenszeit von
Patienten mit niedrigem pRb-Expressionslevel lag bei 122 Monaten, diejenige von Patienten
mit normalem (hohem) Expressionslevel dagegen bei nur 31 Monaten (p=0,01; Logrank
Test; Tabelle 4-9, Kapitel 4.2.2.3, Ergebnisteil). Diese Assoziation blieb — im Gegensatz zum
Marker p16™K+
klinisches Stadium, Therapie, Alkohol- und Tabakkonsum adjustiert wurde (HR=0,53; 95%KI

0,3-0,9). PRb war also unabhangig von den o. g. Einflussfaktoren ein relevanter Marker fir
6INK4a

— auch signifikant, wenn fir die wichtigen Einflussfaktoren Alter, Geschlecht,

die Prognose der OPSCC Patienten und damit, im Gegensatz zu p1 , geeignet als
einzelner IHC-Marker Tumoren mit einer aktiven HPV16-Beteiligung zu identifizieren.
Allerdings war die Assoziation zwischen pRb und dem besseren Uberleben der Patienten
schwacher als sie flr den besten viralen Marker, die viralen RNA-Muster, gefunden wurde
(Tabelle 4-11, Kapitel 4.2.2.3, Ergebnisteil). Die Schwache von pRb als Surrogatmarker fir
die Identifizierung von OPSCC mit aktiver HPV16-Beteiligung liegt in seiner ungenigenden

Spezifitat.

5.2.2.3 Cyclin D1 als Marker fur Oropharynxkarzinome mit aktiver HPV-
Beteiligung

In etlichen Studien zum HNSCC (105, 108, 171) und zu einzelnen Kopf-Hals Regionen, v. a.
bei Karzinomen der Zunge (172) und des Hypopharynx (173, 174) wurde eine
Uberexpression von Cyclin D1 gefunden. Diese Uberexpression fiihrt sequenziell zu einer
verstarkten Aktivierung der Cyclin-abhangigen Kinasen (Cdk4, 6), einer gesteigerten
Phosphorylierung von pRb, zu erhdhter S-Phase Aktivitat und damit zu einer erhohten
Proliferation (175). In HPV-assoziierten OPSCC dagegen, bei denen pRb durch das E7-
Onkoprotein von HPV16 inaktiviert wird, wurde keine erhoéhte, sondern eine unterdriickte,
niedrige Cyclin D1-Expression gefunden. Immunhistochemische Farbungen zeigten ein sehr
niedriges Cyclin D1-Expressionslevel, analog zu dem in gesunder Schleimhaut (41, 60, 139,
168, 169).

In Ubereinstimmung mit den zitierten Arbeiten wurde in der vorliegenden Arbeit bei 95% der
Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung ein niedriges Cyclin D1-Expressionslevel detektiert
(Tabelle 4-6, Kapitel 4.2.2, Ergebnisteil). Nur 2/40 (5%) RNA*/CxCa* Tumoren hatten eine

Uberexpression von Cyclin D1.
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Wahrend das typische Cyclin D1-Expressionslevel gesunder Schleimhaut, d. h. die niedrige
Cyclin D1-Expression, bei den HPV-assoziierten Tumoren zu finden war, hielten sich bei den
HPV~— OPSCC hohe und niedrige Cyclin D1-Expressionlevel in etwa die Waage. Dies durfte
damit zusammenhéngen, dass es zur Cyclin D1-Uberexpression alternative onkogene
Mechanismen gibt. Beispielsweise hat der Verlust von p16™¢** auch vergleichbare
biochemische Konsequenzen wie die Cyclin D1-Uberexpression. Wie bei der vergleichbaren
Studie von Hafkamp et al. (153) tUiberwog auch hier in der HPV™ und RNA™ Gruppe die hohe
Cyclin D-Expression mit 56% bzw. 54% geringfugig (Tabelle 4-6, Kapitel 4.2.2, Ergebnisteil).
Damit war klar, dass Cyclin D1 allein ein vollig ungentgender Surrogatmarker fur aktives
HPV beim OPSCC ist.

Ahnlich wie fir den Marker pRb wurde auch die prognostische Relevanz von Cyclin D1
bisher in nur sehr wenigen HNSCC Studien untersucht (153, 168, 170, 172). Uberwiegend
wurde von einem schlechteren Uberleben bei hoher Cyclin D1-Expression berichtet (153,
168, 172). In der vorliegenden Arbeit wurde zwischen Patienten mit niedrigem und mit
hohem Cyclin D1-Expressionslevel fir das Gesamtliberleben nur ein geringfiigiger
Unterschied ermittelt. Patienten mit niedriger Proteinexpression hatten eine mediane
Uberlebenszeit von 102, Patienten mit hoher Proteinexpression hatten dagegen eine
mediane Uberlebenszeit von nur 32 Monaten (p=0,06, Logrank Test; Tabelle 4-9, Kapitel
4.2.2.3, Ergebnisteil). Diese prognostische Tendenz fiir den Marker wurde auch in der Studie
von Li et al. (170) gezeigt. Im Gegensatz zu den Studien von Hafkamp et al. (153) und Hong
et al. (168) wurde in der vorliegenden Arbeit auch im multivariaten Modell kein
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit einer niedrigen gegeniiber den Patienten mit einer hohen
Cyclin D1-Expression gefunden. Es war fir die Patienten lediglich eine Tendenz erkennbar,
vergleichbar zu der des Markers p16™? (Tabelle 4-11, Kapitel 4.2.2.3, Ergebnisteil).

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass Cyclin D1 trotz der sehr guten Ubereinstimmung
zwischen niedrigem Expressionlevel und den viralen RNA-Mustern sich nicht als

Surrogatmarker eignet, OPSCC mit aktiver HPV-Beteiligung zu identifizieren.

5.2.2.4 p53 als Marker fur Oropharynxkarzinome mit aktiver HPV-
Beteiligung
Das Tumorsuppressorprotein p53 liegt in den Zellen gesunder Mundschleimhaut aufgrund
seiner kurzen Halbwertszeit in nur sehr niedriger Konzentration vor, immunhistochemisch
nachweisbar ist es daher nur mit Signalverstarkung (TSA-IHC). In HPV-negativen
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals Bereichs ist p53 haufig mutiert (die Angaben
schwanken zwischen 30% und 70%), hervorgerufen durch die Hauptrisikofaktoren Tabak-

und Alkoholkonsum (68, 101, 176, 177). Die meisten Mutationen sind Punktmutationen, sie
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fihren zu einer Stabilisierung des mutierten Proteins, was in der IHC als Uberexpression
sichtbar wird, wahrend in einer kleineren Gruppe so genannte Nonsense-Mutationen
vorliegen, die zu einem volligen Verlust der Proteinexpression fiihren und als negative
Farbung auch in der TSA-IHC resultieren. Im Kontext der hier vorliegenden Arbeit ist jedoch
wichtig, dass ein erheblicher Teil der HPV™ Tumoren die normal niedrigen p53-
Expressionslevel, vergleichbar zu denen gesunder Schleimhaut, aufweisen. In HPV-
assoziierten Tumorzellen, in denen p53 fast ausnahmslos als Wildtyp vorliegt (43, 60, 68, 78,
80, 84, 87, 97-100), wirde man theoretisch ebenfalls eine negative Anfarbbarkeit des
Proteins in der IHC erwarten, da das E6-Onkoprotein von HPV16 den verstarkten
proteolytischen Abbau von p53 induziert. Tatsachlich kann man jedoch auch in HPV-
transformierten Tumorzellen kleine Mengen von p53 nachweisen. AulRerdem konnte gezeigt
werden, dass das Protein in diesen Tumorzellen durch Bestrahlung oder Chemotherapeutika

stabilisiert und funktionell aktiviert werden kann (178).

In Ubereinstimmung mit den oben genannten Arbeiten waren die Tumoren mit aktiver HPV-
Beteiligung in der vorliegenden Arbeit mit einer normalen p53-Expression assoziiert; 73% der
RNA*/CxCa® Tumoren wiesen normale (niedrige) p53-Expressionslevel auf. Ebenfalls in
Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (99, 167, 179) zeigten jedoch auch 11/40 (27%)
RNA*/CxCa* Tumoren eine aberrante p53-Expression. Wie damit zu erwarten war, wies p53
allein gegenuber den anderen drei IHC-Markern die geringste Sensitivitat und demzufolge
die schwachste Assoziation mit den RNA*/CxCa® Tumoren auf (Tabelle 4-8, Kapitel 4.2.2,
Ergebnisteil). Die Mehrzahl der RNA*/CxCa® Tumoren mit aberrant hoher p53-Expression (7
von 11) gehorten zu der unten beschriebenen Gruppe mit sehr niedrigen Kopienzahlen der
E6*-Transkripte (siehe unten, Kapitel 5.2.3). Die Assoziation von HPV16 mit dem normal
erscheinenden p53-Expressionlevel wird dahingehend interpretiert, dass es in den HPV-
induzierten Tumoren eine Konkurrenz zwischen Induktion des proteolytischen Abbaus von
p53 durch das virale Onkoprotein E6 und der Aktivierung des Proteins durch eben diesen
onkogenen Stress gibt. Diese uUbereinstimmenden Befunde einschliellich der oben
erwdhnten Experimente an den HelLa-Zellen (178) werden als ein moglicher Mechanismus
fur das gute Ansprechen der HPV-assoziierten Tumoren auf Strahlen- und Chemotherapie

angesehen.

Die Gruppen HPV— und RNA™ waren sich bezlglich der p53-Expression sehr dhnlich. Beide
Gruppen waren hauptsdchlich entweder durch die Uberexpression oder den Verlust des
Proteins charakterisiert, aber auch der Anteil der Tumoren mit normalem (niedrigem) p53-
Expressionslevel in diesen Gruppen war nicht unwesentlich (27 von 148; 18%). Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien (78, 98, 99, 118, 167, 179) In einer

Studie von Bosch et al. (101) wurde gezeigt, dass die aberranten Proteinexpressionslevel in
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diesen Gruppen auf Mutationen im TP53-Gen begriindet sind, der Verlust des Proteins
hauptséchlich auf sog. Nonsense-Mutationen, die Uberexpression auf sog. Missense-

Mutationen.

Wie zu erwarten, hatte p53 allein bei den OPSCC dieser Studie keine prognostische
Relevanz, in Ubereinstimmung mit der Mehrzahl der publizierten Arbeiten zum OPSCC (82,
98, 167, 179, 180). Weder in univariater noch in multivariater Analyse wurde ein
Uberlebensvorteil fir Patienten mit normaler p53-Expression gefunden (Tabelle 4-11 und
Abbildungen 4-20 und4-21, 4.2.2.3, Ergebnisteil).

P53 allein kann damit nicht als Surrogatmarker fur die Identifizierung eines HPV-assoziierten
Tumors herangezogen werden kann. Es wurde zwar eine signifikante Assoziation zwischen
einem normalen p53-Expressionslevel und der RNA*/CxCa® Gruppe gefunden, diese war
jedoch schwacher als die fir die anderen drei IHC-Marker. AulRerdem war das Protein fir die

Vorhersage der Prognose der Patienten nicht von Bedeutung.

5.2.3 Proteinkombinationen als Marker fur Oropharynxkarzinome
mit aktiver HPV-Beteiligung

Aus den Untersuchungen der vier IHC-Marker ging kein einziger Marker hervor, der eine
vergleichbare prognostische Relevanz zeigte, wie sie fur den besten viralen Marker ,RNA-
Muster’ bestimmt wurde. Die Ergebnisse aus den IHC-Einzelanalysen deuteten allerdings
auch darauf hin, dass gegebenenfalls durch die Kombination der zellularen Marker nicht nur
die falsch-negativen, sondern vor allem auch die falsch-positiven Falle verringert werden
kénnten und demzufolge die Assoziation mit den RNA*/CxCa* Tumoren und somit auch mit

einem verbesserten Uberleben erhdht werden kdnnte.

Die Assoziation zwischen dem zelluldren Expressionsmuster p16™*2-hoch/pRb-niedrig und
HPV-assoziierten Kopf-Hals Tumoren wurde schon in einigen Studien untersucht (43, 156,
169) und erstmals in einer Arbeit von Andl et al. (60) beschrieben. Auch in der vorliegenden

6'NK4a stand mit

Arbeit deutete vieles auf die Wichtigkeit dieses Expressionsmuster hin; p1
dem zellularen Marker pRb in signifikant inverser Beziehung. Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit der biochemischen Wirkungsweise des viralen E7 Proteins: Ist pRb
durch das E7 Protein inaktiviert, kommt es zu einer Akkumulierung des p16™ **-Proteins.
Dieses ist aber nicht Ianger fahig, die Zellzyklusprogression zu inhibieren, da pRb auch sein
Substrat ist. Es zeigte sich genau fiir diese Kombination der zwei zellularen Marker in der
vorliegenden Arbeit die starkste Assoziation mit den RNA*/CxCa* Tumoren. Alle Tumoren

mit aktiver HPV-Beteiligung, die eine hohe p16™X**-Expression zeigten, hatten gleichzeitig

134



5 Diskussion

auch eine niedrige pRb-Expression (Tabelle 4-6, Kapitel 4.2.2, Ergebnisteil). Zwar verlor die
Kombination gegenuber dem Einzelmarker pRb etwas an Sensitivitat (85% vs. 79%), daflr
wurden aber durch die Kombination vor allem die falsch-positiven Falle verringert und damit
die Spezifitat deutlich erhdht (86% vs. 94%). Dies spiegelte sich auch in der prognostischen
Relevanz dieser zellularen Markerkombination wider. Der Unterschied fir die
Markerkombination im Vergleich zu pRb allein zwischen den entsprechenden Patienten-
gruppen hinsichtlich eines besseren Uberlebens vergréRerte sich nicht nur, er war sogar
vergleichbar mit dem, der fir den besten viralen Einzelmarker (RNA-Muster) berechnet
wurde (Tabelle 4-16, Kapitel 4.3.2, Ergebnisteil). Die prognostische Relevanz einer
Kombination aus p16™**®-Uberexpression und niedriger pRb-Expression wurde auch in
anderen Studien gezeigt (60, 170), diese Tumoren zeigten zusatzlich haufig eine niedrige
Cyclin D1-Expression (60, 170). In der vorliegenden Arbeit wurde diagnostisch und auch
prognostisch weder ein Vorteil noch ein Nachteil fir diese Dreierkombination
(p16™**?/pRb/Cyclin D1) gegeniiber der Zweierkombination (p16™**¢/pRb) erreicht.

Die Resultate aller anderen moglichen Kombinationen waren analog. Beispielsweise war die
Assoziation zwischen der Kombination p16™ **-hoch/pRb-niedrig/p53-normal oder auch der
Viererkombination mit den RNA'/CxCa® Tumoren zwar etwas starker als die fiir die
Kombination p16™“?/pRb, jedoch wurde hinsichtlich des prognostischen Potentials kein

weiterer Zugewinn erreicht (Tabelle 4-16, Kapitel 4.3.2, Ergebnisteil).

Hinsichtlich der RNA*/CxCa* Patienten mit untypischen Proteinexpressionsleveln, zeigten
von den sechs RNA*/CxCa* Tumoren mit normalem pRb-Expressionslevel fiinf Tumoren
auch keine hohe p16™*2-Expression; einer der sechs RNA*/CxCa* Tumoren war fiir p16™<4
nicht auswertbar. Die betroffenen finf RNA'/CxCa® Patienten mit untypischem
Expressionsmuster (p16™***-niedrig/pRb-normal) waren alle Raucher (wie bereits oben im
Kapitel 5.2.2.1 festgestellt wurde). Es kdnnte also sein, dass durch das Proteinexpressions-
muster in den Tumoren nur ein intaktes pRb vorgetauscht wird, und dass Mutationen im Gen
RB (z. B. in einer fur die Interaktion mit dem E7-Protein notwendigen Sequenz) die Bindung
von E7 und damit den Abbau von pRb verhindern. Die Regulation von p16™“? durch pRb
kénnte bei den Tumoren mit niedriger p16™**-Expression intakt geblieben sein oder die
bereits oben erwdhnten epigenetischen Veranderungen am p16™“*-Lokus kénnten den

INK4
6 a

Verlust von p1 verursacht haben.

Die zwei RNA*/CxCa® Tumoren mit untypischer Cyclin D1-Uberexpression zeigten beide
auch gleichzeitig eine untypische (normal hohe) pRb-Expression. Einer der beiden Tumoren
hatte zusatzlich ein niedriges p16™“2-Expressionslevel, der andere war fiir p16™“? nicht

auswertbar. Beide Patienten wiesen auflerdem deutliche Gemeinsamkeiten in den
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biologischen Eigenschaften ihrer Tumoren und in ihren klinischen Krankheitsverlaufen auf:
Die Tumoren hatten eine sehr niedrige Viruslast und die viralen RNA-Muster deuteten auf
integrierte HPV16 Genome hin. Die Kopienzahl der E6*-Transkripte war allerdings sehr
niedrig (an der Nachweisgrenze gelegen). Der eine Fall zeigte weniger als 250 E6*lI-Kopien,
im anderen Fall konnte E6*Il nicht nachgewiesen werden und E6*l lag unter 25 Kopien.
Diese Daten basieren auf einem Cut-off, der fir die Unterscheidung zwischen niedrig-
gradigen und hochgradigen Lasionen der Zervix bzw. Zervixkarzinomen generiert wurde.
Wahrscheinlich sollte man diesen Cut-off beim OPSCC erh6hen, um die Tumoren mit aktiver
HPV-Beteiligung von solchen zu differenzieren, die fur E6*-Transkripte falsch-positive Falle
darstellen. Dies ist in Zukunft an einer gréReren Fallserie von OPSCC mit geringer
Expression der E6*-Transkripte zu kldren. Im Einklang mit diesen Uberlegungen sind die
klinischen Verldufe dieser beiden Patienten zu sehen: Beide hatten ein stark
fortgeschrittenes Tumorstadium und erhielten infolgedessen primér eine Radio- und/oder
Chemotherapie. Beide Patienten waren Raucher, es trat bei beiden ein Lokalrezidiv bzw. ein
Zweitkarzinom auf und beide Patienten sind an den Folgen ihrer Tumorerkrankung
verstorben. Alle diese Eigenschaften sprechen daflr, dass es sich bei den Tumoren dieser

Patienten um Tumoren ohne aktive HPV-Beteiligung handelte.

Vier der 11 RNA*/CxCa* Tumoren mit aberrantem p53-Expressionslevel zeigten dennoch in
den anderen drei IHC-Markern die typischen Expressionsmuster fir HPV-assoziierte
Tumoren (p16™“2-hoch, pRb-niedrig, Cyclin D1-niedrig). Offensichtlich war das virale
Onkoprotein E6 in diesen Tumoren nicht in der Lage, alle p53-Proteinmolekiile in den
proteolytischen Abbau zu treiben. Dieser Befund wurde auch fir die klassische HPV-positive
Tumorzelllinie, die HelLa-Zellen, so beschrieben (178). In einer Studie von Hafkamp et al.
(78) wurden z. B. bei acht von 10 HPV-positiven Oropharynxtumoren eine hohe p53-
Expression festgestellt, jedoch wurden fir keinen dieser Tumoren p53-Mutationen
nachgewiesen. Ursachen fiir die Hochregulierung des Wildtyp-p53-Genproduktes kénnen
beispielsweise genotoxische Insulte (UV-Strahlung oder Hypoxie) sein (181), zum anderen
kann sie auf der Stabilisierung von p53 (inaktive Form) durch mdm2 (182) oder viraler
Proteine, wie das groRe T-Zell-Antigen des SV40-Virus (78) beruhen. Die Ubrigen sieben
RNA*/CxCa® Tumoren mit aberrantem p53-Expressionslevel zeigten dagegen zusétzlich

zumindest fiir p16™K*

und pRb die fir HPV-negative Tumoren typischen Expressionsmuster
(p16™ *©_niedrig, pRb-normal). Zwei dieser sieben Tumoren wurden oben schon genauer
beschrieben, diese zeigten das typische Proteinexpressionsmuster der HPV-negativen
Tumoren demzufolge in allen vier Proteinmarkern. Die Ubrigen funf hatten drei gemeinsame
Eigenschaften: obwonhl alle finf Patienten Raucher waren, ist keiner der Patienten an seiner

Tumorerkrankung verstorben oder hat ein Rezidiv erleiden missen. Dies deutet auf ein
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verbessertes Ansprechen der Therapie hin und lasst daher wiederum auf eine aktive
Beteiligung von HPV schlieRen. Diese Tatsache unterstreicht die Wichtigkeit der viralen

Marker gegeniiber den zellularen Markern.

Betrachtet man die Ergebnisse der Markerkombinationen im Vergleich zu den Einzelmarkern

allein, so kann die Kombination, insbesondere die von p16™¢

und pRb eher als Marker fir
einen Tumor mit aktiver HPV-Beteiligung gelten. Dennoch erreichte keine Kombination eine

Sensitivitat oder Spezifitat von 100% fur die Klassifizierung der RNA*/CxCa" Tumoren.

Zusammenfassend wurde aus den Analysen der zellularen Marker deutlich, dass die vier
IHC-Marker p16™“2 pRb, Cyclin D1 und p53 allein zwar stark mit den OPSCCs und aktivem
HPV16 assoziiert waren, jedoch nicht alle Marker ein ausreichend prognostisches und
diagnostisches Potential aufwiesen, die HPV-assoziierten Tumoren zu identifizieren. Die
Proteine als IHC-Marker allein sind keineswegs als Surrogatmarker fir Tumoren mit aktiver
HPV-Beteiligung geeignet. Dagegen war die Kombination der =zellularen Marker,
insbesondere die von hohem p16™¢“2- und niedrigem pRb-Expressionslevel, die eine wirklich
einfache sowie praktikable Methodik in der Routinediagnostik darstellen kénnte, besser
geeignet, die Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung zu identifizieren und zeigte aulerdem
beste prognostische Eigenschaften. Die prognostischen Eigenschaften dieser Kombination
waren nur marginal schlechter als die des besten viralen Markers, den RNA-Mustern.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Tumoren ohne aktive HPV-Beteiligung die gleichen
Proteinexpressionsmuster aufwiesen, wie die HPV-negativen Tumoren. Steht also nur FFPE-
Material zur Verfiigung, so kann zur Identifizierung der OPSCCs mit aktiver HPV-Beteiligung

die IHC der Proteine p16™“? und pRb angewandt werden.

5.3 Kombination zellularer Proteinmarker und HPV16
DNA-Status

Dass die Kombination von zellularen Proteinmarkern und HPV16 DNA-Status gegeniber
den Einzelmarkern allein Vorteile bringt, um die Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung zu
identifizieren und schlieBlich auf diese Weise die Patienten mit einem besseren Uberleben
genauer zu definieren, wurde schon in einigen anderen Studien belegt (83, 99, 112, 114-116,
118, 119, 179).

Insbesondere der von Smeets et al. (114) vorgeschlagene Algorithmus, der auf der p16™4

immunhistochemischen Analyse und einer anschlieRenden HPV PCR bei den Tumoren mit
hohem p16™ *2-Expressionslevel beruht, konnte auch in anderen Studien vor allem mit

einem besseren Uberleben fiir die Patienten mit p16™<*-hoch/HPV DNA-positiv in
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Zusammenhang gebracht werden (112, 115, 118, 119). Die von Smeets et al. (114)
postulierte Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 100% konnte jedoch in keiner dieser

6"NK42 gllein, wurde in der

Studien bestatigt werden. Im Vergleich zu dem zellularen Marker p1
vorliegenden Arbeit durch die Kombination von hohem p16™“2-Expressionslevel und der
Anwesenheit von HPV16 DNA (HPV") die Spezifitat von 83% auf 92% erhoht, die Sensitivitat
(79%) wurde dagegen nicht verbessert. Fir diese Kombination wurde zwar auf Grund der
verringerten Anzahl der falsch-positiven Falle eine leicht verbesserte prognostische
Relevanz gefunden, jedoch war auch nach Berticksichtigung des HPV DNA-Status analog zu
p16™K*? allein kein signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen zu erkennen
(Tabelle 4-18, Kapitel 4.3.3, Ergebnisteil), ein Befund der in Einklang mit einer anderen
Studie steht (116). Dies ist hauptsachlich darauf zurlickzuflhren, dass trotz der Kombination
von p16™“? und dem HPV DNA-Status immer noch 8/40 (20%) RNA*/CxCa* Tumoren nicht
als solche klassifiziert wurden, aber zusatzlich 8% der non-HPV Tumoren das Muster

p16™“2_hoch/HPV* zeigten.

Die Kombination der anderen zelluldren Marker mit dem HPV DNA-Status resultierte in
dieser Arbeit vor allem in einer erhdhten Spezifitdt, die Sensitivitat blieb dadurch jeweils
unverandert. Beispielsweise wurde fir die Kombination pRb/HPV16 DNA die Spezifitdt von
86% auf 93% und fiir die Kombination p16™<*3/pRb/HPV16 DNA von 94% auf 97% erhéht.
Dies spiegelte sich auch in der prognostischen Relevanz dieser Kombinationen wider. Vor
allem die Kombination pRb/HPV16 DNA zeigte einen deutlich besseren Uberlebensvorteil fiir
die Patienten als die Marker jeweils allein. Fiir die Kombination p16™*?/pRb/HPV16 DNA
wurde dagegen kein weiterer prognostischer Vorteil fir die Patienten berechnet, die
GruppengrofRen unterschieden sich hier nur durch vier Patienten, was zu gering ist, um einen
Effekt im multivariaten Uberlebensmodell erkennen zu kénnen. Die Markerkombination der
zellularen Proteine p16™<*?/pRb zeigte aber ohnehin schon vergleichbar gute prognostische

Eigenschaften mit dem Marker ,RNA-Muster’.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Validitdt sowie die Zuverlassigkeit des
,Smeets’-Algorithmus’ nicht bestatigt werden. Es gab sowohl unter den Tumoren mit aktiver
HPV-Beteiligung als auch unter den HPV-negativen Tumoren zu viele Ausnahmefalle, die
durch diese Markerkombination infolgedessen falsch klassifiziert worden waren. Au3erdem
konnten die Patienten mit einem besseren Uberleben durch diese Kombination nicht ermittelt
werden, daher ist sie als Marker fUr eine aktive HPV-Beteiligung nicht empfehlenswert.
Trotzdem ist die Kombination fur die ldentifizierung einer aktiven HPV-Beteiligung besser
geeignet als der Marker p16™¢*® allein. Die Kombination des HPV16 DNA-Status mit pRb
oder p16™¥*/pRb erwies sich dagegen als wertvoll. Insbesondere die Kombination der drei

6INK4a

Marker p1 , PRb und HPV16 DNA =zeigte eine sehr starke Assoziation mit den
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RNA*/CxCa" Tumoren und mit einem besseren Uberleben. Jedoch wéren auch hier zu viele
der RNA'/CxCa® Tumoren (20%) als HPV-negativ klassifiziert worden, so dass fir die
Identifizierung der Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung die viralen RNA-Muster als Marker
klar vorzuziehen sind. Ist jedoch nur FFPE-Material zur Verfligung, dann eignet sich die
Kombination der zelluldren Marker p16™“?/pRb, wenn mdglich zusammen mit der HPV16

DNA-Analyse, am besten fir die Klassifizierung der Tumoren.

5.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit waren sehr viel versprechend, was geeignete Marker zur
Identifizierung der Kopf-Hals Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung betrifft. Es konnte nicht
nur gezeigt werden, dass die Expressionsanalyse der viralen Onkoproteine E6/E7 von
Bedeutung ist, sondern viel mehr noch dass die viralen RNA-Muster, die spezifisch bei
hochgradigen Lasionen der Zervix und bei Zervixkarzinomen gefunden wurden (39), auch
bei der aktiven Beteiligung von HPV16 beim HNSCC eine entscheidende Bedeutung hat und
als Marker am besten geeignet zu sein scheinen. Trotz der geringen Fallzahlen an RNA"
Tumoren ohne die viralen RNA-Muster (RNA'/CxCa— n=8), konnten richtungweisende

Erkenntnisse Uber die Tumoren mit viralen RNA-Mustern (RNA*/CxCa*) gewonnen werden.

Fir die Tumoren ohne aktive HPV-Beteiligung, konnte zudem gezeigt werden, dass sie sich
klinisch sowie biologisch von den HPV-negativen Tumoren nicht unterscheiden. Sie zeigten
ahnliche zellulare Proteinexpressionsmuster und die Patienten hatten eine &ahnliche
Prognose. Fur die Zukunft ist demzufolge eine Differenzierung nach HPV RNA-Mustern fiir
den Patienten entscheidend, wenn man davon ausgeht, dass diese Patienten unabhangig
der verabreichten Therapie eine gute Prognose haben. Es koénnte daher in Zukunft
untersucht werden, ob Patienten mit aktivem HPV16 weniger aggressive Behandlungs-
modalitaten erhalten kdnnten, um dadurch eine bessere Lebensqualitat sowie geringere

Nebenwirkungen zu erfahren.

6INK4a

Durch die zellbiologischen Untersuchungen konnte die Eignung von p1 mit sowie ohne

Berticksichtigung des HPV DNA-Status als Surrogatmarker klar widerlegt werden, an dessen

Stelle ist die Kombination der zellularen Marker p16™ 42

und pRb getreten. Insbesondere die
Kombination von HPV DNA-Analyse zusammen mit den zelluldren Markern hat sich hier als
besonders effizient fur die Identifizierung der Tumoren mit aktiver HPV-Beteiligung bewiesen.
Solange keine fir die Routinediagnostik geeigneten Tests fur die RNA-Muster zur Verfligung
stehen, kénnte die ldentifizierung anhand der zellularen Marker ggf. in Ergdnzung mit der

HPV DNA angewandt werden.
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Durch die Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnen in Zukunft auch Tumoren anderer Kopf-Hals
Lokalisationen auf eine mdgliche HPV-Beteiligung auf diese Weise identifiziert werden.
AuRerdem sollten sie Grund geben, geeignete, praktikable und im Hochdurchsatzverfahren
anwendbare Tests zu entwickeln, mit deren Hilfe eine schnelle und kostenglnstige
Identifizierung der RNA*/CxCa® Tumoren gelingt. Auf diese Weise konnte schnell und
unkompliziert der funktionelle HPV-Status der Patienten bestimmt werden und daraufhin in
grolten randomisierten prospektiven Studien analysiert werden, welche Behandlungs-

modalitaten fir die entsprechenden Patienten am besten in Frage kommen.
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8 ABKURZUNGEN

A Adenin

Abb. Abbildung

AMV-RT Avian myeloblastosis virus-Reverse Transkriptase
ATP Adenosin-5-Triphosphat

Bg Beta-Globin

bp Basenpaare

BS Breitspektrum

bzw. Beziehungsweise

ca. Circa

Cdk Cyclin-abhangige Kinase

cDNA Komplementare DNA

°C Grad Celsius

C Cytosin

CxCa Zervixkarzinom

CyD1 Cyclin D1

ds Doppelstrang-

d. h. Das heif3t

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
ddH,O Di-destilliertes Wasser

DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

E Early, HPV Gene und Genprodukte
E. coli Escherichia coli

EDC N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid
EDTA Etheylendiamintetraessigsaure

et al. Et alteri (und andere)

EtOH Ethanol

FA Formaldehyd

FISH Fluoreszenz In-Situ Hybridisierung
G Guanin

g Gramm

g Gravitationskonstante
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GP

h; Std.
H20:
HCI

HE
HNSCC
HPLC
HPV
HPV*
HPV™
HPVhigh
HPV 0w
HPVianstt

HPViranst
HR
hrHPV
HSIL

IHC
kDa
Kl

LCR
IrHPV
LSIL

MeOH
MES
MFI
mg
MgCl,
min

ml

General primer

Stunde

Wasserstoffperoxid

Salzsaure (Chlorwasserstoff)

Hamalaun-Eosin

Kopf-Hals Tumor (head and neck squamous cell carcinoma)
High performance liquid chromatography

Humanes Papillomvirus

HPV16 DNA-positive Tumoren

HPV DNA-negative Tumoren

hohe Viruslast

niedrige Viruslast

HPV transformierte OPSCCs, Tumoren mit hoher Viruslast und/oder
viralen RNA-Mustern

Tumoren mit niedriger Viruslast und ohne virale RNA-Muster
Hazard Ratio

,Hochrisiko’-(high-risk) HPV

Hochgradige intraepitheliale Lasion (high grade squamous
intraepithelial lesion)

Identitdtsnummer

Immunhistochemie

Kilo-Dalton (Masseeinheit fir Molekule)

Konfidenzintervall

Liter

Late, HPV Gene und Genprodukte

Long control region

,Niedrigrisiko’-(low-risk) HPV

Niedriggradige intraepitheliale Lasion (low-grade squamous
intraepithelial lesion)

Molar

Methanol

2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

Mediane Fluoreszenzintensitat

Milligramm

Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter
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mM
MPG
mRNA

Mg
I
gm
UM

n.a.
NASBA
ng

nm
non-HPV

NPV

nt

OoP
OPSCC

OR
ORF

Oro/Sonst.

Oro/Tons
Oro/Zgr
P

PBS
PCR

PE

PFA

pH

PPV
pRb

gPCR

Millimolar

Multiplex Genotypisierung

Boten (messenger)-RNA

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Anzahl

Nano-

Nicht analysierbar

Nucleic Acid Sequence Based Amplification
Nanogramm

Nanometer

HPV-negative plus HPV DNA-positive Tumoren ohne virale RNA-
Muster

Negativer Vorhersagewert

Nucleotid

Operation/Operationssaal
Plattenepithelkarzinom im Oropharynx (oropharyngeal squamous cell
carcinoma)

Odds Ratio

Offenes Leseraster (open reading frame)
Oropharynx/Sonstige

Oropharynx/Tonsille

Oropharynx/Zungengrund

Wahrscheinlichkeit

Phosphate buffered saline, Phosphatsalz-Puffer
Polymerase Kettenreaktion

Phycoerythrin

Paraformaldehyd

Potentia hydrogenii (negativer dekadischer Logarithmus der
Protonenkonzentration)

Positiver Vorhersagewert

Retinoblastomprotein

Kalibrator

Quantitative real-time PCR

Korrelationskoeffizient
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R/C

RNA
RNA*
RNA™
RNA*/CxCa*
RNA*/CxCa—
rpm

RT

S

S; sec
SDS

Se

Sp

SSC
ssDNA
Strep-PE
T

T

Tab.

TE
TEMED
TMA
TMAC
Tris
tRNA
TSA

Tween 20

Ubc
U/min
uv
VS.

wit

z. B.

Radio- und/oder Chemotherapie
Ribonukleinsaure

HPV16 E6*1I/E6*I-positive Tumoren
HPV16 E6*1lI/E6*]-negative Tumoren
HPV16 E6*IlI/E6*I-positive Tumoren mit viralen RNA-Mustern
HPV16 E6*IlI/E6*I-positive Tumoren ohne virale RNA-Muster
Rotationen pro Minute
Raumtemperatur

Stroma

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Sensitivitat

Spezifitat

Standard-Natrium-Citrat
Einzelstrang-DNA
Streptavidin-Phycoerythrin

Thymin

Tumor

Tabelle

Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Gewebechip (Tissue Microarray)
Tetramethylammoniumchlorid
Tris(hydroxymehtyl)-aminomehtan
Transfer-RNA
Tyramid-Signal-Amplifikation
Polyoxyethylen-sobitan-monolaurat
Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
Ubiquitin C

Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Versus

Wildtyp

Zum Beispiel
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9 ANHANG

Tabelle 9-1: Patienten- und Tumoreigenschaften und Ergebnisse der viralen und zellularen Marker.

OPsCC Clinical Firstline Secondary Lymphnode Distant 0s Qs PFS PFS
ID' Gender’ Age subsite® T N M Stage Tobacco® Alcohol* Therapy® Recurrence® Carcinoma® Metastasis® Metastasis® (months) status®  (months)  status®
L 1 L] 1 220 IV 1 2 1 1 1 0 1 160 1 60 1
44 1 50 1 4 1 0 IV 1 1 1 0 1 0 0 27 1 24 1
47 1 40 1 4 00 v 1 1 2 1 0 1 0 27 1 26 1
B4 1 19 3 300 1] 1 1 0 0 0 0 175 0 178 0
63 2 66 3 220 IV 1 1 1 0 0 0 0 137 0 137 0
65 2 76 3 310 in 0 1 1 0 0 0 0 ar 0 a7 0
83 1 4 2 320 IV 1 1 2 1 0 0 0 210 0 "2 1
84 2 a2 2 200 Il 0 0 0 0 0 0 10 0 10 0
88 2 57 3 400 W 1 1 2 1 0 0 0 14 1 11 1
L] 1 49 3 200 Il 1 1 1 0 0 0 0 109 0 100 0
a5 1 46 3 4 3 0 IV 2 1 2 0 0 0 0 122 1 122 0
114 1 48 1 2 2 v 2 1 1 0 0 0 0 7 1 7 0
"7 1 4 1 320 IV 1 1 1 0 1 0 0 180 0 145 1
122 1 LT 3 200 Il 1 1 1 0 1 0 0 h6 0 54 1
124 1 71 3 320 v 1 1 1 0 0 0 0 151 0 151 0
146 1 49 3 220 IV 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0
167 1 52 1 300 1] 2 2 1 0 0 0 0 96 0 96 0
185 1 42 3 4 20 v 1 1 2 0 0 0 0 101 0 101 0
200 1 49 3 200 Il 1 1 1 0 1 1 1 112 0 61 1
17 1 65 1 4 2 0 IV 1 2 1 1 0 1 1 14 1 9 1
266 1 64 1 320 v 1 1 1 0 1 0 0 25 1 20 1
270 1 47 3 4 2 0 IV 1 1 1 0 0 0 1 13 1 12 1
289 1 44 2 300 1] 1 2 1 0 0 0 0 8 0 i 0
294 1 67 3 4 310 v 1 1 2 0 0 1 1 13 1 ] 1
329 2 LT 1 320 IV 1 0 1 0 1 1 0 a7 1 L) 1
338 2 e 1 220 IV 1 0 1 0 0 0 1 102 1 T 1
345 1 46 3 4 2 0 IV 1 1 1 1 0 0 0 9 1 T 1
349 1 ha 3 4 2 0 IV 1 1 1 1 0 0 0 T 1 il 1
350 1 47 3 220 IV 1 1 1 0 0 0 0 168 0 169 0
386 1 L% 3 321 IV 1 1 0 0 0 1 3 1 3 1
391 1 ha 2 220 IV 1 1 1 0 0 0 1 12 1 12 1
426 1 62 1 200 Il 1 1 1 1 1 0 0 211 0 121 1
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9 Anhang

DMNA WL group RMNA CxCaRMNA  HPViransf HPV16 Integration EG*I  (EG*II_EB*IY Copy#

D' group” gPCR®  group®  pattern™ group''  Copiesfcell®  status™  qEGI™ E61Y gEEI™ == qE1C"E E1C™ E1CIQEIC® Copy# E1CT

5 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
44 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
47 1 1 1 na 1 3,584B8E-02 na na na na na na na na na
A4 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
63 1 2 2 2 2 1,9675E+01 2 167 2034 17,92 A 3063 2845 0,718 4
65 1 1 2 2 2 1,2597E-03 1 2804 129 0,05 1 ETES 0 0,001 0
83 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
84 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
B9 1 1 1 na 1 1,4620E-03 na na na na na na na na na
oM 1 1 2 2 2 1,5132E03 1 2136 86 0,04 0 3878 1 0,001 0
95 1 2 2 1 2 1,3419E+01 2787 T4 025 1 3869 0 0,001 0
114 1 2 2 2 2 6,3142E+01 2 26 281 108,48 7 33580 3137 0925 4
17 1 1 na na na 8 772603 na na na na na na na na na
122 1 1 2 2 2 2,5300E-03 1 2535 440 0,17 1 423 0 0,001 0
124 1 2 2 2 2 3,3316E+01 2 182 2756 15,14 A 3626 2631 0,726 4
146 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
167 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
185 1 2 2 2 2 1,4168E+1 2 156 2392 15,33 5 38583 3264 0,839 4
200 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
217 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
266 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
270 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
289 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
294 1 1 1 na 1 1,0405E-03 na na na na na na na na na
329 1 2 2 2 2 7.87T11E-N 1 848 45 406 4 3810 654 0,167 1
339 1 2 2 2 2 28732+ 24 2335 o729 6 3647 3223 0,884 4
345 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
349 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
350 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
386 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
30 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
426 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
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9 Anhang

DNA WL group RMA CxCaRNA  HPViransf HPV16 Integration E&*Ilf  (EG*I_E6*IV Copy#
ID'  group’ gPCR®  group®  pattern™ group”  Copiesfcell™  status™  qEE'I™ E6*1  qEE*I™ EfIVER* T  gE1C'® E1C"  E1CKEICT Copy E1CT
471 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
473 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
480 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
481 1 1 1 na 1 3,7487E-03 na na na na na na na na na
452 1 1 1 na 1 T A491E-04 na na na na na na na na na
494 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
526 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
527 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
530 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
AN 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
532 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
533 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
536 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
53T 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
538 1] ] na na 1] na na na na na na na na na
542 1 1 1 na 1 2,0280E-04 na na na na na na na na na
551 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
592 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
593 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
601 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
649 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
651 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
G661 1 2 2 2 2 5,4619E+00 1 1 2358 2358 00 7 3858 0 0,001 0
G665 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
G670 1 2 2 2 2 3,1800E+02 2 33 2699 81,79 T 4262 2955 0,693 4
G671 1 2 2 2 2 9,9627E-01 2 642 2616 407 4 3ar2 2334 0,588
672 1 1 1 na 1 1.1823e-03 na na na na na na na na na
678 1 1 2 1 1 4 6626E-03 3 2240 129 0,06 2 4000 0 0,001 0
679 1 1 2 2 2 3, 2794E-03 1 2413 247 0,10 2 4121 2 0,001 0
Ga2 1 1 1 na 1 2, 719903 na na na na na na na na na
685 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
G690 1 1 1 na 1 B3 TE-D4 na na na na na na na na na
693 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
694 1 2 2 2 2 4 901TE+DD 2 188 1958 10,41 ] 4032 2830 0,702 4
695 1 1 1 na 1 1,5325e-04 na na na na na na na na na
707 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
719 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
720 1] ] na na 1] na na na na na na na na na
723 1 1 1 na 1 2,0841E-03 na na na na na na na na na
725 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
751 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
753 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
761 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
764 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
765 1] 1] na na 1] na na na na na na na na na
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9 Anhang

DNA VL group RMA CxCaRNA  HPViransf HPY16 Integration E&*Il/  (EG*1I_EG*IN Copy#

ID'  group® @QPCR® group®  pattem™ group’  Copiesfcell™®  status™  gEB*II™ E6Y™  qEB*I'® E*IVEB*I™ gE1C™ E1C® E1CIQE1C® Copy# E1C*!
7o 1 1 1 na 1 3 5075E-03 na na na na na na na na na
773 0 i na na 0 na na na na na na na na na
7r4 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
781 0 i na na 0 na na na na na na na na na
782 1 1 1 na 1 54394E-04 na na na na na na na na na
789 0 i na na 0 na na na na na na na na na
a1 1 1 1 na 1 6931304 na na na na na na na na na
848 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
854 0 i na na 0 na na na na na na na na na
858 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
arg 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
886 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
893 0 a na na 0 na na na na na na na na na
900 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
924 1 1 1 na 1 4 4146E-03 na na na na na na na na na
927 1] 0 na na 0 na na na na na na na na na
a929 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
935 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
937 1] 0 na na 0 na na na na na na na na na
G938 1] ] na na 0 na na na na na na na na na
984 1 2 2 2 2 T71451E-01 1 27 1754 54,96 7 4311 1713 0,397 2

] 0 a na na 0 na na na na na na na na na
693 1 2 2 2 2 2 27T90E+01 2 21 124 580 5 3661 3043 0,831 4

Q94 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1003 0 i na na 0 na na na na na na na na na
1007 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1009 0 i na na 0 na na na na na na na na na
1012 1 1 1 na 1 5 1419E-03 na na na na na na na na na
1013 0 a na na 0 na na na na na na na na na
1016 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1019 0 i na na 4] na na na na na na na na na
1025 0 i na na 0 na na na na na na na na na
1026 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1027 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1029 1 1 1 na 1 8 7108e-04 na na na na na na na na na
1038 1 1 1 na 1 4 4704E-03 na na na na na na na na na
1039 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1051 1 1 2 1 1 1,8157E-02 3 2297 366 0,16 1 3630 1 0,001 0

1058 0 a na na 0 na na na na na na na na na
1073 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1077 0 i na na 0 na na na na na na na na na
1081 1 1 2 2 2 T.3573E-03 1 1500 5] 0,06 1 4157 1 0,001 0

1082 1] a na na 0 na na na na na na na na na
1084 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1094 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
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9 Anhang

DNA VL group RMA CxCaRNA  HPViransf HPV16 Integration E&* Il (EG*I_EG*IV Copy#

ID' group’” QPCR®  group®  pattem™ group'’  Copies/cel™®  status™ gqE6*I" E64"™  gEBMI == gE1C™E E1c" E1C/QE1C™ Copy# E1C™
1087 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
108 1 1 na 1 1,3793E-02 na na na na na na na na na
1110 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1163 1 2 2 2 2 3 7676E+00 2 172 1920 11,16 5 3230 2859 0,885 4
1167 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
119 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
1185 1 1 1 na 1 3ATTEE-D4 na na na na na na na na na
1199 1 1 1 na 1 28482604 na na na na na na na na na
1200 1 1 1 na 1 1457303 na na na na na na na na na
121 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
1210 1 1 1 na 1 3,3083E04 na na na na na na na na na
1244 1 1 1 na 1 1,0480E-01 na na na na na na na na na
1248 1 1 1 na 1 2212404 na na na na na na na na na
1249 1] 1] na na 0 na na na na na na na na na
1258 1 1 1 na 1 1,0398E-03 na na na na na na na na na
1269 1 1 1 na 1 5126104 na na na na na na na na na
1265 1 1 2 1 1 3 1543 128 0,08 0 4109 0 0,001 0
1273 1 1 2 1 1 1,5059E-03 3 1404 402 027 1 3880 1 0,001 0
1279 1 1 1 na 1 6,9187E-04 na na na na na na na na na
1281 1 2 2 2 2 1 4579E+01 2 4 1583 38575 7 3219 2955 0918 4
1284 1 1 2 1 1 3,0624E-02 3 1432 270 0,19 0 3817 1 0,001 0
1285 1 1 2 1 1 3,3069E-03 3 1384 79 0,06 0 4056 0 0,001 0
1287 1 2 2 2 2 8,6B84E-01 1 669 1813 27 4 3776 0 0,001 0
1289 1 2 1 na 2 8,1488E-01 na na na na na na na na na
1291 1 2 2 2 2 1,544TE+02 2 49 2380 48 57 ] 1307 426 0,326 2
1292 1 1 1 na 1 T,6612E-03 na na na na na na na na na
1206 1 2 2 2 2 5,542BE+01 2 263 2348 893 4 1963 2686 1,363 5
1297 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1341 1 1 2 2 2 4 T939E-D4 1 2062 997 0,48 2 3769 1 0,001 1]
1347 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
1356 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1359 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
1369 1 2 2 2 2 8,323BE+D1 2 16 1797 112,31 7 3859 2995 0,776 4
1373 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1375 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1376 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
1380 1 2 2 2 2 2 5212E+02 7 4 1768 505,00 7 2925 3024 1,034 4
1388 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
1415 1] 1] na na 0 na na na na na na na na na
1421 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1425 1 2 2 2 2 4 9538E+01 2 766 2459 A 4 3750 978 0,261 2
1439 0 1] na na 0 na na na na na na na na na
1449 1 2 2 2 2 1,951BE+1 2 | 2443 71,85 7 3196 2ra7 0875 4
1450 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
1455 1 1 1 na 1 T.2163e-03 na na na na na na na na na
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9 Anhang

DNA VL group RMA CxCaRNA  HPViransf HPV16 Integration E6*Ilf  (EG*1_EG*IW Copy#

ID' group” @QPCR®  group® pattern’ group”  Copiesfcell™  status™  qE6*I™ E64' qE&*II™ EfIVEG*™™ gE1C™® Eic® E1C/IQEIC® Copy# E1C*
1462 o] ] na na 0 na na na na na na na na na
1464 1 2 2 2 2 89127E+01 2 332 1997 6,02 L 2992 1 0,001 1]
1483 1 2 2 2 2 1.4188E+00 2 12 2344 195,298 7 3260 2675 0,821 4
1488 1 2 2 2 2 6,8573E+00 2 =4 1739 19,52 6 3939 2863 0,727 4
1494 1 1 1 na 1 3216203 na na na na na na na na na
1502 1 1 1 na 1 na na na na na na na na na
1507 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
1523 1 1 2 2 2 1.2717TED2 1 2887 137 0,05 1 4057 2 0,001 0
1524 4] ] na na 0 na na na na na na na na na
1529 1 2 2 2 2 7,3190E+M1 2 24 2443 101,79 T 4055 3032 0,748 4
1533 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
1539 1 2 2 2 2 34755+ 2 20 2451 12255 T 3534 215 0,910 4
1541 1 2 2 2 2 1,7327E+02 2 ws 2612 7,09 b 796 272 0,714 4
1545 1 1 1 na 1 3.0232-03 na na na na na na na na na
1549 1 1 1 na 1 4 T602E-03 na na na na na na na na na
1553 1 1 2 2 2 2 302501 1 96 2642 752 6 3819 382 0,100 1
1559 1 1 1 na 1 2 9966E-03 na na na na na na na na na
1897 1 1 1 na 1 2384903 na na na na na na na na na
1614 1 1 1 na 1 6,15891E-03 na na na na na na na na na
1620 0 0 na na 0 na na na na na na na na na
1633 1 1 2 1 1 3152402 3 2802 1976 0,71 3 163 1 0,001 0
1639 1 2 2 2 2 1,5326E+01 2 26 2520 48,82 7 3ndT 2827 0,797 4
1641 1 2 2 2 2 1,4358E+01 2 27 2459 492 56 7 a6ar 2761 0,749 4
1643 1 1 2 2 2 4 2102 1 702 2568 366 5 3910 0 0,001 0
1650 1 2 2 2 2 2 5312E+00 1 327 2570 787 5 4045 1 0,001 1]
1652 1 1 1 na 1 6272804 na na na na na na na na na
1654 1 2 2 2 2 4 417T6E+00 1 2038 2565 1,26 4 3851 1 0,001 1]
1658 0 o na na 0 na na na na na na na na na
1667 0 ] na na 0 na na na na na na na na na
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9 Anhang

E1E4! Copy# E6*1l or EG*| CxCa RNA
D! qE1"E4% E1°E4% qE1rE4* E10E4% qL1*® L1% L1/gL1® Copy#l1*® vsE1"E4¥® E1CvsL1* pattem™ p16® pRo*¥® CyD1*® ph3®
5 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2

44 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
47 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
54 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
63 ] 2908 323 7 147 140 0,949 2 0,06 0,76 2 2 1 1 1
65 1094 0 0,001 1] 221 2 0,001 0 46,01 0,00 2 2 1 1 1
a3 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
B4 na na na na na na na na na na na na na na na
89 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
o a03 [i] 0,001 ] 202 3 0,001 0 40,03 0,00 2 1 2 1 2
95 B47 1001 1,548 3 150 0 0,001 0 0,16 0,00 1 2 1 1 0
114 1 2938 2937 500 T 180 1446 8,033 3 0,04 012 2 1 1 1
117 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
122 831 0 0,001 o 114 3 0,001 0 173,60 0,00 2 1 2 1 0
124 1 2962 2962000 T 93 607 6,522 3 0.m 0,11 2 2 1 1 1
148 na na na na na na na na na na na 1 1 2 2
167 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
185 4 2808 724,375 7 230 513 2,230 2 0,02 0,38 2 1 1 1 2
200 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
217 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
266 na na na na na na na na na na na na na na na
270 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
289 na na na na na na na na na na na na 2 na 0
204 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
329 804 1301 1,619 3 214 30 0,140 1 25 114 2 1 1 1 1
335 1 3146 3146000 T 312 13 0,042 [i] 0,03 21,18 2 2 1 1 0
35 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
349 na na na na na na na na na na na na 2 na 0
350 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
386 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
391 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
426 na na na na na na na na na na na 1 2 na 2
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9 Anhang

E1°E4/ Copy# E&*Il or EG*| CxCa RNA
1o} qE1"E42 E1°E4% qQE1rE4M E1AE4% qlL1%® L1 Li/gl1®  CopwlL1® vsE1"E4¥ E1CwsL1¥  pattem™ p16¥® pRb® CyD1® p53=
a7 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
473 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
480 na na na na na na na na na na na na 2 1 0
4581 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
492 na na na na na na na na na na na 1 1 1 2
494 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
526 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
527 na na na na na na na na na na na 1 2 na 2
530 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
LX) na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
532 na na na na na na na na na na na na na na 2
533 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
536 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
537 na na na na na na na na na na na na na na na
538 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
542 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
551 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
hO2 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
593 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
601 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
649 na na na na na na na na na na na 1 . na 0
651 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
661 121 0 0,001 1] a1 2 0,001 0 2398000,00 0,00 2 1 1 1
G666 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
670 1 2942 2942000 T 0 1370 19,571 4 0,03 0,04 2 2 1 1 1
671 H 2973 72512 5 152 60 0,391 2 0,06 1,50 2 2 1 1 2
672 na na na na na na na na na na na 1 1 1 2
678 603 60 0,100 2 166 2 0,001 0 0,58 0,00 1 1 2 1 1]
679 1351 0 0,001 0 164 1 0,001 0 102,38 0,00 1 2 2 1]
682 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
685 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
690 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
693 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
694 12 3133 261,083 T 235 403 1,716 2 0,04 o4 2 2 1 1 1
695 na na na na na na na na na na na 2 2 na 2
TOT na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
719 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
720 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
723 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
725 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
751 na na na na na na na na na na na na na na na
753 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
761 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
764 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
T65 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0

157



9 Anhang

E1"E4 Copy# E&*1l or E6*l CxCa RMNA
D! qE1"E4% E17E4% qE1rE4* E1E4% qL1%* L1¥ L1/gL1® Copy#L1* wsE1'E4¥ E1CwsL1¥  pattem™ p16¥® pRLH*¥® CyD1¥® ph3®
7o na na na na na na na na na na na 2 2 1 2
T3 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
774 na na na na na na na na na na na 2 1 1 2
T8 na na na na na na na na na na na 1 1 2 0
782 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
789 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
81 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
848 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
a54 na na na na na na na na na na na 2 2 1 1
853 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
879 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
B86 na na na na na na na na na na na 1 2 2 o]
893 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
a00 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
024 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
27 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
929 na na na na na na na na na na na 2 1 1 0
935 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
937 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
933 na na na na na na na na na na na 2 1 1 1
084 829 0 0,001 a 313 3 0,001 0 64962 96 34740 2 2 1 1 1
990 na na na na na na na na na na na 1 1 1 0
993 1 2911 2910500 T 42 1724 41,048 4 0,00 0,02 2 2 1 1 1
094 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1003 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1007 na na na na na na na na na na na 1 2 1 na
1009 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1012 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1013 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1016 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1019 na na na na na na na na na na na 1 2 2 o]
1025 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1026 na na na na na na na na na na na na na na na
1027 na na na na na na na na na na na na na na na
1029 na na na na na na na na na na na na 1 na na
1038 na na na na na na na na na na na 1 2 na na
1039 na na na na na na na na na na na na 1 1 1
10581 i 4099 1,556 3 133 1 0,001 0 0,10 0,00 1 1 1 2 1
1058 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1073 na na na na na na na na na na na na na na na
1077 na na na na na na na na na na na 2 1 1 2
1081 1437 o] 0,001 a 137 2 0,001 0 64,00 0,00 2 na 2 2 2
1082 na na na na na na na na na na na na na na na
1084 na na na na na na na na na na na na 2 2 0
1094 na na na na na na na na na na na 2 1 1 1
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9 Anhang

E1°E4! Copy# E&*1l or EG*| CxCa RMA
D gE1"E4% E1°E4% qE1rE4™ E10E4% qL1*® 1% L1/ql1® CopylL1*® wsE1"E4® E1CwsL1® pattem™ p162 pRb*¥ CyD1* pha*
1097 na na na na na na na na na na na na 1 na 1
1109 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
1110 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
1163 36 1684 47423 5 115 402 351 3 0,24 0,25 2 2 1 1 1
1167 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1191 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1195 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1199 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1200 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1201 na na na na na na na na na na na 1 1 1 2
1210 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
1244 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1248 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
1245 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1258 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
1259 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1265 82 222 0,252 2 143 1 0,001 0 0,23 0,00 1 na 1 2 1]
1273 623 305 0,489 2 118 2 0,001 0 0,55 0,00 1 na 2 1 1
1279 na na na na na na na na na na na 2 2 1 2
1281 1 2753 2752500 T 45 1414 30,739 4 0,14 0,03 2 2 1 1 1
1284 910 370 0,407 2 150 1 0,001 0 046 0,00 1 2 2 1 1
1285 1259 575 0,457 2 140 1 0,001 0 0,13 0,00 1 1 2 2 2
1287 1843 0 0,001 1] 267 1 0,001 0 2710,01 0,00 2 2 1 1 1
1289 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1291 1 2170 2170000 T 18 1160 64 444 4 0,02 0.0 2 2 1 1 1
1292 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1266 5 1555 310,900 7 24 821 34,208 4 0,03 0,04 2 2 1 1 1
1297 na na na na na na na na na na na 1 2 2 1
1341 617 0 0,001 1] 27 3 0,001 0 483,51 0,00 2 1 2 1 1]
147 na na na na na na na na na na na 2 2 2 1
1356 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1359 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1369 1 3008 3008,000 T 124 1255 10,121 3 0,04 0,08 2 2 1 1 1
1373 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
1375 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
1376 na na na na na na na na na na na 1 2 2 na
1380 1 2972 2972000 T o 424 18,395 4 017 0,06 2 1 1 1 1
1398 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1419 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1421 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1425 19 2634 142,378 B a5 361 3,800 3 0,02 0,07 2 2 1 1 1
1439 na na na na na na na na na na na 1 p 1 1
1449 5 1404 280,700 T 22 953 44 326 4 0,26 0,02 2 2 1 1 1
1450 na na na na na na na na na na na 2 2 1 0
1455 na na na na na na na na na na na 2 1 1 2
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9 Anhang

E1ME4 Copy# E&*Il or EG*I CxCa RMNA
D! qE1"E4% E1rE4% QE1°E4* E14E4% gL1* N L1/gL1®  Copy#L1*® vsE1*E4¥® E1CvsL1¥  pattem p16¥ pRb® CyD1® p53®
1462 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1464 12 2172 180,958 B 250 a7 0,148 1 0,03 0,01 2 2 1 1 1
1483 1 247 2247000 7 169 o] 0,01 0 0,09 820,55 2 2 1 1 1
1486 3 2927 975,667 4 169 1362 8,083 3 0,04 0,09 2 2 1 1 1
1494 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1502 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1507 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1523 G03 0 0,001 0 193 0 0,001 0 52,96 0,00 2 2 1 1 0
1524 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
1529 1 2847 2847 00D 7 156 304 2526 3 0,04 0,30 2 2 1 1 1
1533 na na na na na na na na na na na 1 2 1 1
1539 1 2975 2974 500 T 86 1252 14 558 4 0,04 0,06 2 2 1 1 1
1541 10 2907 290,650 7 146 M 1,856 2 0,02 0,38 2 2 1 1 1
1545 na na na na na na na na na na na 1 2 1 0
1549 na na na na na na na na na na na 1 1 1 1
1553 1102 0 0,001 0 149 3 0,001 0 2752083 100,03 2 2 1 1 1
1559 na na na na na na na na na na na 1 2 2 o]
1597 na na na na na na na na na na na 2 2 2 2
1614 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1620 na na na na na na na na na na na 1 2 2 0
1633 481 2687 5,585 4 178 0 0,001 0 013 0,00 1 2 1 1 1
1639 1 2748 2749000 T 43 1142 26,547 4 0,04 0,03 2 2 1 1 2
1641 1 2644 2644 000 T 146 1054 7.219 3 0,04 0,10 2 2 1 1 1
1643 BB6 74 0,084 1 164 0 0,001 0 43,80 0,00 2 2 1 1 1
1650 1187 0 0,001 0 157 1 0,001 0 7869,83 0,00 2 2 1 1 1
1652 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1654 1803 0 0,001 0 110 o] 0,001 0 1258,59 0,00 2 1 2 1 2
1658 na na na na na na na na na na na 1 2 1 2
1667 na na na na na na na na na na na 1 2 2 2
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9 Anhang

Legende Tabelle 9-1:

'Patienten-Identitatsnummer (Datenbank HNO-Labor)
*Geschlecht: 1, mannlich; 2, weiblich

3Oropharynx Lokalisation: 1, Tonsille; 2, Zungengrund; 3, andere
*Tabak- und Alkoholkonsum: 0, nie; 1, ja; 2, ex

°Primartherapie: 1, Operation; 2, Radio- und/oder Chemotherapie

6Tumorfolgeereignisse (Lokalrezidiv, Lymphknoten-, Fernmetastase, Zweitkarzinom) oder Status
Gesamt- (OS) und progressionsfreies Uberleben (PFS): 0, Ereignis nicht eingetreten (zensiert); 1,
Ereignis eingetreten

"HPV16 DNA (BSGP5+/6+-PCR/MPG): 0, HPV-negativ; 1, HPV16 DNA-positiv

8quantitative Viruslast (QPCR): 0, HPV-negativ; 1, niedrige Viruslast (<0.5 Kopien/Zelle); 2, hohe
Viruslast (>0.5 Kopien/Zelle)

°HPV16 E6*Il und/oder *I RNA: 1, E6*Il und *I-negativ; 2, E6*Il und/oder *I-positiv
"%irale RNA-Muster: 1, ohne RNA-Muster (RNA*/CxCa™); 2, mit RNA-Muster (RNA'/CxCa")

""Markerkombination: hohe Viruslast und/oder virale RNA-Muster: 0, HPV-negativ; 1, HPVyansr ; 2,
HPVtransf+

12Ergebnisse der quantitativen real-time PCR als HPV16 Genomkopien/Zelle

13physikalischer Status HPV16 Genom (abgeleitet von RNA-Mustern): 1, integriertes HPV16; 2,
episomales HPV16; 3, OPSCC ohne RNA-Muster

"“MFI Werte fiir E6*Il Kalibrator-RNA (qE6*11)
MFI Werte fiir E6*Il oder E6*I (rot) Transkripte
'®Verhaltnis (MF1 Werte) E6*Il oder E6*I vs. qE6*II

17quantitative Ergebnisse fur E6*II/E6*I Expression: 0, <25; 1, <250; 2, <2500; 3, <25000; 4, <25x10%;
5, <25x10°; 6, <25x10°% 7, >25x10° Kopien

"®MFI Werte fiir E1C Kalibrator-RNA (qE1C)
"MFI Werte fiir E1C Transkripte
2y/erhaltnis (MFI Werte) E1C vs. gE1C

Zquantitative Ergebnisse fiir E1C Expression: 0, <25; 1, <250; 2, <2500; 3, <25000; 4, <25x10*; 5,
<25x10°%; 6, <25x10°%; 7, >25x10° Kopien

MFI| Werte fiir E1"E4 Kalibrator-RNA (qE1/E4)
BMF1 Werte fir E17E4 Transkripte
#\/erhaltnis (MFI Werte) E1°E4 vs. qE1°E4

25quantitative Ergebnisse fir E1 E4 Expression: 0, <25; 1, <250; 2, <2500; 3, <25000; 4, <25x10% 5,
<25x10°; 6, <25x10°%; 7, >25x10° Kopien

MF1 Werte fiir L1 Kalibrator-RNA (qL1)
#'MFI Werte fiir L1 Transkripte
2y\/erhaltnis (MFI Werte) L1 vs. qL1

#quantitative Ergebnisse fiir L1 Expression: 0, <25; 1, <250; 2, <2500; 3, <25000; 4, <25x10* 5,
<25x10°%; 6, <25x10°%; 7, >25x10° Kopien

%RNA Muster-1: Verhaltnis (E6*/qE6*Il) vs. (E12E4/qE17E4), Cut-off: 1,5 (Werte oberhalb des Cut-
offs sind rot)

*'RNA Muster-2: Verhéltnis (E1C/qE1C) vs. (L1/qL1), Cut-off: 0,0003 (Werte oberhalb des Cut-offs
sind rot).

32IHC-Ergebnisse: 0, Verlust des Proteins; 1, niedriges Expressionslevel; 2, hohes Expressionslevel
Hintergrund MFI Werte wurden von allen hier gezeigten MFI Werten subtrahiert; na, nicht analysiert.
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