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Einleitung

Die humanen Papillomviren (HPV) stellen eine grofe, hete-
rogene Gruppe mit zur Zeit mehr als vierzig bekannten Ty-
pen dar. Die Papillomviren rufen infektiose Epitheliome
des Menschen hervor, die sich klinisch im Bereich der Haut
als Warzen, an den Schleimhiuten als Papillome und im
Ubergangsbereich der Schleimhdute des Genitales als Kon-
dylome manifestieren.

Es gibt verschiedene Beobachtungen, die darauf hinweisen,
daf Papillomviren nicht nur gutartige Tumore induzieren,
sondern auch bei der Entstehung von Malignomen betei-
ligt sind, vor allem im Zusammenwirken mit physikali-
schen oder chemischen Karzinogenen (16). So treten nach
Rontgenbestrahlung von papillomvirusinduzierten juveni-
len Kehlkopfpapillomen nach relativ langer Latenzzeit ver-
mehrt Larynxkarzinome auf (15). Bei Patienten mit erblich
bedingter Epidermodysplasia verruciformis, einer Erkran-
kung, die sich durch besondere Anfalligkeit gegeniiber
Warzenvirus-Infektionen auszeichnet, entstehen oft Karzi-
nome in Hautbereichen, die von HPV-induzierten, gutarti-
gen Tumoren befallen sind und dem Sonnenlicht exponiert
waren (7).

Zur Hausen und seine Mitarbeiter konnten zeigen, daff Ge-
nitalkarzinome in besonderer Weise mit der Infektion
durch zwei HPV-Typen (HPV 16 und HPV 18) in Verbin-
dung stehen (17).

Mehr als 80% aller Biopsien von Karzinomen der Cervix
uteri enthalten HPV 16, HPV 18 oder verwandte Sequen-
zen (2, 4). Neben ersten Berichten iiber Papillomvirus-In-
fektionen in Tumoren des Mundes (1, 3, 8), konnten wir
zusammen mit anderen erste Einzelfallstudien einer Papil-
lom-Virus-Infektion bei Tumoren des Kehlkopfes (10), wie
auch des unteren Respirationstraktes (13) vorlegen. Um ei-
ne klinische Bedeutung dieser Befunde zu uiberpriifen, ent-
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Zusammenfassung

Bei 30 Karzinomen des Larynx und Hypopharynx
wurde molekularbiologisch gepriift, ob eine Assozia-
tion mit humanen Papillomviren (HPV) vorliegt. Die
DNS jedes einzelnen Tumors wurde auf die Anwesen-
heit von Virussequenzen iiberpriift (HPV Typen 1, 2,
4,8,9,10,11, 13, 16 und 18). Es konnte gezeigt wer-
den, daf$ ein Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx
(postcricoidale Region) virale DNS des HPV 16 ent-
hilt. Der Nachweis gerade dieser DNS ist von grofSer
Bedeutung, da HPV 16 DNS auch in einer groflen
Zahl menschlicher Genitalkarzinome identifiziert wer-
den konnte. In den Hypopharynx-Karzinomzellen be-
findet sich die HPV 16 DNS hauptsichlich auflerhalb
der Chromosomen. Die Grofe der Virus-DNS betrigt
zum einen 7,9 kbp, zum anderen fanden sich auch gro-
Rere, ,rearrangierte ringformige Molekiile (18.4
kbp). Es konnte zudem ein wahrscheinlicher Einbau
(Integration) der fremden viralen DNS in die zellulare
DNS des Tumors gezeigt werden. Integration und Re-
arrangement werden fiir die Induktion und Aufrecht-
erhaltung eines transformierten Zustandes mitverant-
wortlich gemacht.

Dariiber hinaus konnten in zwei weiteren Karzinomen
virale Sequenzen nachgewiesen werden, die unter se-
mistringenten Bedingungen mit HPV DNS reagieren;
dies kann bedeuten, daf§ weitere Papillomvirusinfek-
tionen im Bereich des Larynx und Hypopharynx vor-
kommen.

Human Papilloma Virus — DNA in Laryngeal Carcin-
omas: Physical State and Analysis of the Viral Genome

Thirty biopsy specimens from various histological
types of human carcinomas of the larynx and hypo-
pharynx were analysed for the presence of human pa-
pillomavirus (HPV) DNA: DNA from the individual
specimens were tested for the presence of homologous
sequences to HPV genotypes 1, 2, 4, 8, 9, 10, 11, 13,
16 and 18. One squamous cell carcinoma of the hypo-
pharynx (postcricoideal area) contained multiple cop-
ies of DNA hybridizing under stringent conditions
with HPV 16 DNA. The latter DNA has been found
to be frequently associated with human genital cancer.
HPV 16 DNA was found mostly episomally as oli-
gomeric circles of 7.9 kbp size, and as larger rear-
ranged circular molecules. Integration of the viral
DNA in the host cell DNA seems quite likely. Integra-
tion and rearrangement of viral DNA into cellular
DNA may play a role in the induction and mainte-
nance of the transformed state.

The presence of sequences reacting under semistrin-
gent conditions with HPV DNA was observed in two
additional biopsy specimens of this study. This could
suggest that additional laryngeal cancers are associat-
ed with papilloma virus infections.

hilt die vorliegende Arbeit die Ergebnisse einer systemati-
schen Untersuchung von 30 Larynx- und Hypopha-
rynxkarzinomen auf Papillomvirus-DNS.
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Abb.1 Nachweis von Virus DNS in Kopf- und Halskarzinomen

Tumor DNS wird durch Restriktionsenzyme gespalten, aufgetrennt
und auf Filter libertragen. Radioaktiv markierte virale (HPV) DNS
wird als Gensonde zugegeben. Die Tumor DNS und die virale DNS
liegen als Einzelstrange vor. Befinden sich virale Sequenzen in der
Tumor DNS, so bilden sich DNS Doppelstrange, die virale DNS
wird spezifisch an die Tumor DNS gebunden. Dieser Vorgang heit
Hybridisierung. Je nachdem man die Versuchsbedingungen wahit,
kann man stringent hybridisieren, dann binden komplementéare
DNS Einzelstrange nur, wenn die Basenpaare 100 %ig zueinander
passen, oder semistringent, dann binden komplementére DNS-
Strénge bereits bei eng verwandter Basensequenz. Nach Abwa-
schen der ungebundenen DNS kann man die Hybridisierung auto-
radiographisch nachweisen.

Material und Methoden

Nach der operativen Entfernung wurde ein Teil des Tumorgewebes
histologisch aufgearbeitet, der andere Teil zur DNS Extraktion ver-
wendet.

Die gesamte zelluldre DNS wurde nach der Methode, wie von Giss-
mann u. Mitarb. (6) beschrieben, mit Phenol/Chloroform/Isoamylal-
kohol extrahiert. 10 ug jeder DNS wurden mit Hilfe eines Restrik-
tionsenzymes spezifisch gespalten und elektrophoretisch iiber
0,7 %ige Agarosegele aufgetrennt. Nach Firbung mit Ethidium Bro-
mid wurde die DNS in situ denaturiert und auf Nitrozellulosefilter
transferriert (9). Klonierte HPV-DNS wurde durch eine Nicktransla-
tion mit *2p-TTP radioaktiv markiert und hitzedenaturiert. Die Ni-
trozellulosefilter wurden nun mit drei Cocktails dieser radioaktiv
markierten viralen DNS hybridisiert (Cocktail A enthielt HPV-DNS
der Typen 1, 2 und 4; Cocktail B enthielt die Typen 8,9 10 und 11
und Cocktail C enthielt die Typen 13, 16 und 18). Die Hybridisie-
rungsbedingungen wurden einmal stringent (18 °C unter dem
Schmelzpunkt) und einmal semistringent (28 ° unter dem Schmelz-
punkt) gewihlt. Nach dem Abwaschen der ungebundenen HPV-
DNS wurden die Filter autoradiographisch daraufhin untersucht, ob
eine spezifische Bindung zwischen der Tumor-DNS und der zugege-
benen viralen DNS stattgefunden hat (Abb. 1). Zeigten sich positive
Banden, wurde der spezifische HPV-Typ durch Hybridisierung mit
der DNS der einzelnen HPV-Typen identifiziert.

Ein zweidimensionales Gel wurde pripariert, wie von Wettstein und
Stevens beschrieben (14).

Aus der zelluldren DNS einer Hypopharynxkarzinombiopsie wurde
eine Genbank hergestellt. Nach Spaltung mit dem Restriktionsenzym
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Abb.2 Nachweis von HPV 18 Sequenzen im Hypopharynxkarzi-
nom WV 3766

Die Tumor DNS wurde mit dem Restriktionsenzym Bam HI gespal-
ten und mit radioaktiv markierter HPV 16 DNS als Gensonde strin-
gent hybridisiert. Die Banden in der Spur der Tumor DNS WV 3766
zeigen eine spezifische Bindung der Gensonde an die Tumor DNS
an und weisen so virale Sequenzen in der Tumor DNS nach. Die
Tumoren WV 3758 — WV 3765 sind negativ.

Eco RI wurde die DNS in den Bacteriophagen Lambda L47 inseriert.
Die Klonierung, das Screening und die Aufarbeitung der rekombi-
nierten Phagen wurde ausgefiihrt, wie von Maniatis (9) beschrieben.

Ergebnisse:

30 Karzinome des Larynx und des Hypopharynx wurden
auf die Anwesenheit von HPV DNS getestet. Hierzu wurde
Virus-DNS priépariert, radioaktiv markiert und als Repor-
termolekiil (Gensonde) in die fiir die Untersuchung aufbe-
reitete Tumor-DNS eingeschleust (Abb. 1). In einem Hypo-
pharynxkarzinom aus der postcricoidalen Region konnte
virale DNS nachgewiesen und als HPV 16 identifiziert
werden (Einzelheiten siehe Abb. 2). Der HPV positive Tu-
mor (Patient WV. 3766) zeigte histologisch das Bild eines
Plattenepithelkarzinoms.

Die DNS des Tumors 3766 wurde mit verschiedenen Re-
striktionsenzymen spezifisch gespalten. Es ergaben sich das
bekannte Spaltungsmuster von HPV 16 (12) und einige zu-
sitzliche Banden. Dies bedeutet, daf HPV 16 nicht nur in
seiner reguldren Form, sondern auch in einer veranderten,
»rearrangierten” Form vorliegen mufl. Das regulare HPV
16 Genom besteht ndmlich aus der Kontrollregion und
den Regionen fiir die sogenannten ,,frithen” und ,,spaten®
Proteine. Es hat eine Linge von etwa 7900 Basenpaaren
(bp) (Abb. 4 a). In dem rearrangierten HPV 16 Genom des
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untersuchten Tumors liegt ein Genomfragment (Interne
Bezeichnung 8 D;) nicht wie iiblich nur einmal, sondern
viermal hintereinander vor (,,Amplifikation®). Dieses Frag-
ment 8 D; hat eine Linge von etwa 3500 Basenpaaren und

Abb.3aund 3b:
WV 3766

Je 10 ug der zelluldren DNS wurden mit verschiedenen Restrik-
tionsenzymen gespalten (Kpn [, Bam HI, Eco RI, Tag | und Pvu il)
und mit HPV 16 als Probe stringent hypbridisiert. AuBer dem regula-
ren Spaltungsmuster von HPV 16 (12) wurden einige zusétzliche
Banden entdeckt. So zeigte sich nach Verdau mit Enzymen, die ei-
ne Schnittstelle auf dem HPV 16 Genom zwischen 3000 Basenpaa-
ren{bp) und 7000 bp haben (Kpn |, Bam HI und Eco RI), eine lber-
zéhlige Bande mit einer GroBe von etwa 3500 bp (Abb. 3a, Spur ¢
und d). Die DNS, die dieser Bande entspricht, wurde in den Vektor
Lambda L 47 kioniert (Laborcode Kion 8Da).

Um zu zeigen, mit welchem Bereich von HPV 16 Klon 8D, identisch
ist, wurde klon 8D, radioaktiv markiert. Mit dieser Probe wurde ein
Filter hybridisiert, auf dem das HPV 16 Genom, durch Restriktions-
enzyme (Eco RI, Ava Il, Pst I} in spezifische Fragmente gespalten,
vorlag. Mit Klon 8D, hybridisierten die HPV Fragmente Eco Ri A, B,
und By, Ava Il A, C und D sowie Pst IC, D, E und G; die Ubrigen
Fragmente, insbesondere Fragment Pst IF, zeigten keine Hybridi-
sierung (Abb.3b).

Da die Anordnung der Restriktionsenzym — Schnittstelien im HPV
16 Genom bekannt ist (12), 148t sich Klon 8D, der HPV 16 DNS zu-
ordnen; in der Region von 3000-7000 bp mit einer Deletion im Be-
reich von Fragment Pst IF (Abb.3b).

Klon 8D, enthalt folgende HPV 16 Regionen: fast die gesamte Re-
gion flr die spaten Genprodukte (s) und das kaudale Viertel der Re-
gion fiir die frihen Genprodukte (f) (Abb. 3 b). Wird die zelluldre DNS
mit Enzymen gespalten, die auf dem HPV 16 Genom zwischen 3000
und 7000 bp nicht schneiden (Taq | und Pvu Il), so zeigt sich neben
der reguldren HPV 16 Bande bei 7900 bp eine zusétzliche Bande
bei 18400 bp (Abb.3a, Spur e und f). Es muB also neben dem regu-
laren HPV 16 Genom ein verandertes, rearrangiertes HPV 16 vorlie-
gen. Betrachtet man die GréBe von 18400 bp, so muB man anneh-
men, daB in dem rearrangierten HPV 16 Genom das Fragment 8D,
3fach ampilifiziert ist (Abb. 4 b).

Abb.3a, Spur a und b, zeigt die Spaltungsfragmente der zellularen
DNS nach Verdau mit Restriktionsenzymen (Hind Ill, Xba | und Xho
1), die im HPV 16 Genom nicht schneiden (12). Aufgrund der Ban-
dengroBe, der Gleichheit des Spaltungsmusters auf den Spurena b
und nach Auswertung eines 2-dimensionalen Geles (siehe spater)
kann man zeigen, dafB der reguldre HPV 16 wie auch der rearran-
gierte HPV 16 im Tumor hauptséchlich extrachromosomal in Form
von Oligomeren vorliegt. Unter Berlcksichtigung der Intensitaten
der HPV spezitischen Banden bei 18400 bp und 7900 bp (Abb. 3,
Spur e und f) wurde das Verhéltnis von rearrangiertem zu reguléren
HPV 16 auf drei zu eins geschétzt.

Analyse des HPV 16 im Hypopharynxkarzinom

enthilt das kaudale Ende fiir die frithen Proteine und fast
die gesamte Erbinformation fiir die spiten Proteine (ein
kleines Subfragment PST 1F fehlt, es ist deletiert). Das re-
arrangierte HPV 16 Genom hat die pathologische Linge
von 18400 Basenpaaren (Abb. 4 b). Das Mengenverhiltnis
von pathologischen (rearrangierten) HPV 16 Genomen zu
reguliren HPV 16 Genomen betrdgt etwa drei zu eins.
(Weitere Erlauterungen siche Abb. 3 und 4).

Das HPV 16 Genom liegt in hoher Zahl (,,Kopienzahl“) pro
Zelle vor (etwa 500 Genome/Zelle). Der grofSte Teil des vi-
ralen Genoms befindet sich kreisformig angeordnet, aufSer-
halb der Chromosomen. Mit Hilfe einer zweidimensiona-
len Auftrennung konnte gezeigt werden, dafs das virale Ge-
nom wahrscheinlich nicht nur extrachromosomal zu fin-
den ist, sondern wohl auch direkt in die Tumor-DNS ein-
gebaut (,integriert*) wird. Mit HPV 16 DNS als Suchpro-
be zeigte sich nicht nur fiir die extrachromosomale DNS
(Spur A) des Tumors, sondern auch bei der zelluliren DNS
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Abb.4 Reguldres und rearrangiertes HPV 16 Genom

a) regularer HPV 16, Lange 7.9 kbp, bestehend aus friiher Region
(f), spater Region (s) und Kontrollregion (c).

b) rearrangierter HPV 16, Lénge 18.4 kbp; das HPV 16 Fragment
8Dy, bestehend aus dem Ende der frihen Region und fast der ge-
samten spéten Region, liegt 4fach vor.
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Abb.5 Nachweis des Einbaus viraler DNS in die zelluldre DNS
des Hypopharynxkarzinoms WV 3766 mit Hilfe eines zweidimensio-
nalen Geles

Nach Spaitung wurde die zellulre DNS Gber ein 0,4 %iges Agaro-
segel (1. Dimension) und daraufhin Gber ein 0,7 %iges Agarosegel
(2. Dimension) aufgetrennt. Das Gel wurde geblottet und mit HPV 16
als Probe hybridisiert. Diese Methode erlaubt die Differenzierung
zwischen zirkuldren und linearen DNS-Molekiilen, da die Wande-
rungsgeschwindigkeit zirkuldrer DNS zu der linearer DNS in Gelen
unterschiedlicher Agarosekonzentration variiert (12).

Spur A beinhaltet die zirkularen DNS-Molekiile, die extrachromoso-
mal vorliegen missen; Spur B besteht aus linearer DNS, die haupt-
sachlich aus den Chromosomen stammt.

Spur A: jeder distinkte Punkt steht fiir ein Oligomer. Monomere

8 kbp Zirkel sollten auf der Hohe von 4.4 kbp laufen und lassen sich
nicht nachweisen.

Spur B: die starke Hybridisierung selbst unter stringenten Bedin-
gungen sowie die diskreten Banden sind Hinweise auf eine Integra-
tion des viralen Genoms in die zellulare DNS.

(Spur B) eine starke Hybridisierung (Abb. 5). Die Annahme
einer Integration wird unterstiitzt durch Experimente mit
Restriktionsenzymen, die in dem viralen Genom schneiden
(Eco RI) und Restriktionsenzymen, die nur in der Tumor
DNS, nicht jedoch in dem viralen Genom schneiden (Hind
I11) (Abb. 6).

In zwei Tumorbiopsien (2 Stimmlippenkarzinome) wurden
Sequenzen nachgewiesen, die eng mit Papillomvirus-Se-
quenzen verwandt sind, da sie unter ,,semistringenten Be-
dingungen mit HPV DNS hybridisierten. Das lafit vermu-
ten, dafl im Kehlkopfbereich weitere Papillomvirusinfek-
tionen vorkommen.

a) Virales Genom (HPV 16) EX
nicht eingebaut in ‘
menschliche Tumor DNS

b) Virales Genom, eingebaut

in menschliche Tumor DNS W _Ai As A 2
~
EX HX X gx  gx EX WX gX
N WA —— MWW Y
menschiiche HPV 16 DNS menschliche
DNS DNS

EX: Restriktionsenzym Eco Rl (schneidet im viralen Genom
und in der Tumor DNS)
HX: Restriktionsenzym Hind i {schreidet nur in der Tumor DNS]

Abb.6 Nachweis des Einbaus (,Integration®) der viralen DNS in
das menschliche Genom.

Abb.6a Das virale Genom ist nicht in die menschliche Tumor
DNS eingebaut (,integriert”). Wird die DNS mit einem Restriktions-
enzym gespalten, das im viralen Genom schneidet E* (Eco R}, er-
gibt sich ein spezifisches und reproduzierbares Spaltungsmuster:
Banden A4, Ay und As. Eine Doppelspaltung mit einem zusatzlichen
Restriktionsenzym, das nicht im viralen Genom, sondern aus-
schlieBlich in der Tumor DNS schneidet H* (Hind Ill), andert das
Spaltungsmuster nicht.

Abb.6b Das virale Genom ist in die menschliche DNS eingebaut.
Spaltung mit dem Restriktionsenzym Eco R! ergibt ein spezifisches
Muster: Banden As, Ay, Az sowie zusétzlich die Virus-Zell-Ubergan-
ge (,Integrationssides®) |, und I,. Eine Doppelspaltung mit Eco RI
und Hind [ll kann das Spaltungsmuster &ndern. Das Restriktionsen-
zym Hind Ill schneidet in der menschlichen Tumor DNS und die
GroBe der ,Integrationssides” |, und |, nimmt ab.

Diskussion

DNS des humanen Papillomvirus 16 (HPV 16) konnte in
einer von 30 Biopsien aus Karzinomen des Larynx und
Hypopharynx nachgewiesen werden. Aus der vorliegenden
Arbeit ergeben sich erste Hinweise, daff die HPV 16 DNS
in das menschliche Erbgut eingebaut (,,integriert*) worden
ist. Eine derartige HPV 16 Beteiligung wird fiir die Entste-
hung menschlicher Malignome, insbesondere menschlicher
Karzinome des Genitalbereiches, mitverantwortlich ge-
macht (17). Im Bereich des Mundes als auch des Kehlkop-
fes wurde HPV 16 DNS kiirzlich in drei Mundbodenkarzi-
nomen gefunden (3). Uber einen Einbau des viralen Ge-
noms in die DNS der untersuchten Patienten wurde jedoch
nicht berichtet.

Bei dem HPV 16 positiven Tumor handelt es sich um ein
Hypopharynxkarzinom (postcricoidale Region). Die virale
DNS liegt in einer hohen Kopienzahl pro Zelle vor und
wird hauptsichlich auflerhalb der Chromosomen in Form
kreisformiger DNS vorgefunden.

Die Zirkel bestehen aus dem reguliren HPV 16 Genom der
Grofle 7.9 kbp und einem verdnderten, rearrangiertem
HPV 16 Genom, welches eine Grofle von 18.4 kbp besitzt.
Rearrangiertes HPV 16 Genom, hervorgerufen durch Ver-
lust (Deletion) oder Vervielfachung (Amplifikation) eines
Teiles des viralen Genoms, wurde bereits beschrieben (2).
Es scheint unmoglich, daf HPV Molekiile der Grofle
18.4 kbp vor dem Befall der spiteren Tumorzelle zu infek-
tiosen Partikeln zusammengefaflt wurden. Deshalb mufl
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die Zielzelle von einem viralen Partikel infiziert worden
sein, in dem das HPV 16 Genom noch regulir, noch nicht
rearrangiert, vorlag. Das Rearrangement kann erst nach
der Infektion stattgefunden haben.

Es ist auffillig, daf$ der Grofiteil des viralen Genoms in der
pathologischen, rearrangierten Form vorliegt. Durch die
Verinderung der viralen Genomstruktur ist die Bildung
modifizierter Proteine moglich. Die genaue biologische
Funktion der modifizierten Struktur- oder Regulationsge-
ne in dem untersuchten postcricoidalen Karzinom ist je-
doch unklar, zumal verschiedene Teile (frithe und spite Re-
gion) des HPV 16 Genoms an dem Rearrangement beteiligt
sind.

Weiterhin konnte ein wahrscheinlicher Einbau (Integra-
tion) der HPV 16 DNS in die zelleigene DNS des Patienten
innerhalb des Hypopharynxkarzinoms gezeigt werden. In
Malignomen des Genitalbereichs sind HPV 16 und HPV
18 in das zellulire Genom des Tumors integriert und rufen
somit Genomverianderungen hervor (5, 11). In gutartigen
Tumoren, wie Kondylomen, wird HPV 16 sicherlich ganz
iiberwiegend extrachromosomal vorgefunden (5). Dies un-
terstiitzt die Hypothese, daff die Integration von HPV 16
bei der Induktion und Aufrechterhaltung eines malignen
Zustandes des untersuchten Hypopharynxkarzinoms eine
Rolle spielt.
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