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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vaskulare Anomalien

Vaskulare Anomalien (VA) zahlen zu den haufigsten angeborenen und
frihkindlichen Fehlbildungen (Kanada et al. 2012; Werner et al. 2006). Wahrend
vaskulare Tumore wie Hamangiome mit einer Inzidenz von 4-5% relativ haufig
vorkommen, gehoren Vaskulare Malformationen zu den seltenen Erkrankungen
(Rare Diseases) (Munden et al. 2014). Die klinische Relevanz dieser Krankheiten
ergibt sich nicht nur aus den kosmetischen Beeintrachtigungen und sozialen
Stigmatisierungen, sondern auch durch die anatomische Lage der
Fehlbildungen. Sie kénnen von einfachen Geburtsmalen bis hin zu komplexen,
je nach Lokalisation, das umliegende Gewebe oder Organ(e) durchsetzenden
Fehlbildungen reichen und damit z.B. zu einer Verlegung der Atemwege fihren.
Auch Blutungen aus diesen Anomalien kdnnen beachtlich sein und mitunter letal
enden (Colletti und lerardi 2017; Werner et al. 2006). Aufgrund der Heterogenitat
der VA sind Untersuchungen zur Entwicklung und Entstehung dieser

Erkrankungen wichtig und notwendig.

In aktuellen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen somatischen
Mutationen im PIK3CA-Gen und der Entstehung lymphatischer Malformationen
gezeigt werden (Boscolo et al. 2015a; Luks et al. 2015). Weitere Untersuchungen
zeigten, dass auch bei ventsen Malformationen Mutationen im PIK3CA-Gen eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese spielen kénnen (Castillo et al. 2019).
Auch in syndromalen Erkrankungen wie dem CLOVES (congenital lipomatous
overgrowth, vascular malformations, epidermal nevi, and skeletal anomalies)-
oder dem Klippel-Trenaunay-Syndrom (Fehlbildungssyndrom mit Naevus
flammeus, Lymphangiomen und begrenztem Riesenwuchs) konnten diese
Mutationen nachgewiesen werden (Boscolo et al. 2015a; Luks et al. 2015).
Neuere Untersuchungen konnten GNAQ (Guanine nucleotide-binding protein)
R183Q-Mutationen in kapillaren Malformationen identifizieren. Jedoch ist der
genaue Mechanismus, der zur Entstehung der Malformationen fiihrt, nicht
endgultig geklart (Bichsel and Bischoff 2019; Iruela-Arispe 2019).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den letzten Jahren eine Reihe von
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Kandidatengenen, die fur die Entstehung vaskularer Anomalien verantwortlich
sein kénnen, identifiziert wurden. Haufig ist jedoch der genaue Mechanismus
dahinter noch nicht vollstandig geklart, was die Notwendigkeit, weiterfihrende

Untersuchungen durchzufiihren, unterstreicht.

Zur Einteilung der Vaskularen Anomalien wurden im Laufe der Zeit zahlreiche
verschiedene Klassifikationen entwickelt. Die Klassifikation, welche von Mulliken
und Glowacki aufgestellt wurde, bertcksichtigt physikalische Befunde, klinisches
Verhalten und zellulare Reaktionen (Mulliken and Glowacki 1982). Sie erlaubt
aulRerdem, den klinischen Verlauf vorauszusehen und l&sst sich im klinischen
Alltag leicht anwenden. Auch die International Society for the Study of Vascular
Anomalies (ISSVA) (ISSVA Classification of Vascular Anomalies ©2018
International Society for the Study of Vascular Anomalies Available at
"issva.org/classification") orientiert sich bei der offiziellen Klassifikation der
Vaskularen Anomalien an der Klassifikation von Mulliken und Glowacki. Die
offizielle ISSVA-Klassifikation unterteilt die Vaskularen Anomalien in Vaskulare
Tumore, die von veranderten Endothelzellen ausgehen, und Vaskulare
Malformationen, die normale Endothelzellen besitzen, jedoch eine vaskulogene
Entwicklungsstérung aufweisen. Ein weiterer Unterschied ist, dass sich
Vaskulare Tumore im Laufe des Lebens der Patienten und Patientinnen spontan
zurlckbilden kénnen, wohingegen Vaskulare Malformationen im Laufe des
Lebens meist an Grél3e zunehmen (Mylonas et al. 2018; Sadick et al. 2018). Die
letzte Aktualisierung dieser Klassifikation erfolgte im Januar 2018 (Tabelle 1).
Darlber hinaus existieren auch weitere Einteilungen. So unterteilt beispielsweise
die Hamburger Klassifikation die Vaskuldren Malformationen in entweder
extratrunculare oder trunculare Malformationen und gibt somit das

Entwicklungsstadium wieder, in welcher die Malformation entsteht.
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Tabelle 1. Klassifikation der Vaskuldaren Anomalien (entsprechend der

International Society for the Study of Vascular Anomalies, 2018)

Vaskulare Anomalien

Vaskulére Vaskulére Malformationen
Tumore
Einfache Kombinierte Anomalien von Assoziiert
Major-Gefal3en mit anderen
("channel type" or Anomalien
Benigne “truncal”)
Klippel-
Kapillare CVM, CLM Trenaunay
Syndrom
Lokal ) Parkes Weber
_ Lymphatische = LVM, CLVM
aggressive Betreffen: Syndrom
oder - Arterien Sturge-Weber
) Venose CAVM
borderline - Venen Syndrom
- Lymphgefalie Servelle-
Arteriovendse CLAVM Martorell
Maligne Syndrom
Arteriovendse Maffucci
_ andere
Fisteln Syndrom

CVM: kapillar-vendse Malformation; CLM: kapillar-lymphatische Malformation; LVM: lymphatisch-
vendse Malformation; CLVM: Kkapillar-lymphatisch-venése Malformation; CAVM: kapillar-
arterioventdse Malformation; CLAVM: kapillar-lymphatische-arteriovendse-Malformation

1.1.1 Vaskulare Tumore

1.1.1.1 Benigne Tumore

1.1.1.1.1 Hamangiome

Hamangiome (HA) lassen sich in zwei groRe Untergruppen aufteilen: die
infantilen Hamangiome und die kongenitalen Hamangiome. Infantile
Hamangiome sind hierbei die am haufigsten vorkommenden und treten
vorwiegend bei weil3en weiblichen Patientinnen auf (3:1 Frauen- zu Manner
Verhéltnis) (Chiller et al. 2002). Typischerweise treten sie isoliert an Kopf und

Hals auf, kdnnen jedoch an der gesamten Haut, den inneren Organen oder auch

3



Einleitung

als multiple Lasionen bzw. in Assoziation mit dem PHACE (posterior fossa
anomalies, hemangioma, arterial anomalies, cardiac anomalies, and eye
anomalies)-Syndrom auftreten. Infantile H&mangiome unterliegen einem
typischen Lebenszyklus. Bei Geburt sind sie in der Regel noch nicht ausgepragt.
In den ersten Wochen und Monaten des Lebens, in der sogenannten
Proliferationsphase, werden die infantiien Hamangiome sichtbar und wachsen
schnell. In der darauffolgenden, haufig spontan einsetzenden Involutionsphase
gehen die Hamangiome uber Jahre zuriick und verbleiben meist als Residuen in
Form von Vernarbungen oder Teleangiektasien (Razon et al. 1998). Aufgrund
des meist guten Verlaufs wird meist im ,wait and see“Prinzip beobachtet, eine
Therapie ist nur bei zunehmendem Wachstum ohne Regression bzw.
Komplikationen wie Blutung, Ulzeration oder Verlegung vitaler Strukturen
notwendig. Als First-Line-Therapie wird aktuell die orale Gabe des B-Blockers
Propranolol empfohlen, alternativ. kénnen Kryotherapie, systemische
Glukokortikoide, Vincristin oder Interferon alpha eingesetzt werden (Drolet et al.
2013a; Kim et al. 2017).

Die zweite groRe Gruppe der Hamangiome sind die kongenitalen Hamangiome.
Diese lassen sich in zwei weitere wichtige Gruppen unterteilen: die rapidly
involuting congenital hemangiomas (RICH) und die noninvoluting congenital
hemangiomas (NICH). Im Unterschied zu den infantilen Hamangiomen sind
kongenitale Hamangiome bereits bei Geburt in voller Gré3e vorhanden und meist
an Kopf, Hals oder den unteren Extremitaten zu finden. Als mogliche Ursache
werden aktuell Mutationen im GNAQ- oder GNA11- Gen angesehen (Ayturk et
al. 2016). RICH beginnen typischerweise Tage bis wenige Wochen nach der
Geburt sich zurtickzubilden und sind meistens nach sechs bis vierzehn Monaten
komplett verschwunden (Berenguer et al. 2003). Im Gegensatz hierzu bilden sich
die NICH nicht spontan zuriick, sondern wachsen proportional zum Wachstum
des Kindes (Lee et al. 2014). Eine Therapie ist bei den RICH in der Regel nicht
notwendig, auch NICH werden nur im Falle von Komplikationen (Blutung,
Schmerzen oder GrolRenzunahme) therapiert. Als Mittel der Wahl werden fur
oberflachliche NICH gepulste Farbstofflaser oder fur groRere Lasionen die

chirurgische Entfernung eingesetzt.
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1.1.1.1.2 Granuloma pyogenicum

Das Granuloma pyogenicum (GP) ist ein gutartiger Tumor der Haut oder
Schleimhaut und tritt bevorzugt am Hals, Gesicht oder den Akren auf. Das
Granuloma pyogenicum kann in jedem Alter auftreten, scheint jedoch eine
Haufung in der zweiten und dritten Lebensdekade zu haben (Harris et al. 2000).
Eine Geschlechtsspezifitat scheint nicht vorzuliegen, Manner und Frauen sind
gleich haufig betroffen (Harris et al. 2000). Der Ausloser fur diese Erkrankung ist
aktuell noch unbekannt, jedoch gibt es einige Berichte Uber einen mdglichen
Zusammenhang mit Traumata oder Medikamenten wie Retinoiden (Sarwal und
Lapumnuaypol 2020). Typischerweise besitzen GP eine rétliche Farbe und eine
brockelige Oberflache und zeigen ein rasches Wachstum. Zudem bluten sie
meist bei schon kleinen Verletzungen und neigen zu Ulzerationen (Giblin et al.
2007). Das GP wird auch als kapillares lobulares Hamangiom bezeichnet. Da es
sich weder um eine granulomattse noch um eine infektiose Erkrankung handelt,
ist diese Bezeichnung angebrachter. Die Therapie des GP besteht in der
chirurgischen Entfernung der Lasion, Shaveexzision mit anschlieender

Elektrokoagulation oder Laser-Photokoagulation (Lee et al. 2011).

1.1.1.2 Lokal aggressive oder borderline Tumore

1.1.1.2.1 Hamangioendotheliome

Hamangioendotheliome stellen eine heterogene Gruppe der lokal aggressiven
vaskularen Tumore da. Sie unterscheiden sich haufig stark in der klinischen
Auspragung. Die Hamangioendotheliome werden in das kaposiforme
Hamangioendotheliom, das retiforme Hamangioendotheliom und das papillare
intralymphatische Angioendotheliom, auch Dabska-Tumor genannt, und weitere
seltene Unterformen eingeteilt.

Das kaposiforme Hamangioendotheliom (KHE) ist ein seltener vaskularer Tumor,
der meist im Sauglingsalter oder in der frihen Kindheit auftritt. Ein Auftreten im
Erwachsenenalter ist moglich, jedoch sehr selten. In aktuellen Studien zeigt sich
ein leicht gehauftes Auftreten bei méannlichen Patienten. Eine genaue Ursache,
die das Auftreten von KHE erklart konnte bisher nicht gefunden werden. Jedoch
zeigt sich, wie auch in anderen vaskularen Anomalien, in den kaposiformen

Hamangioendotheliomen ein gehauftes Auftreten somatischer Mutationen im
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GNAQ-Gen (Lim et al. 2016). Die klinische Manifestation des KHE ist sehr
heterogen. Der haufigste Manifestationsort ist die Haut, das klinische Bild reicht
von erythematdsen Plaques oder Papeln bis hin zu indolenten, violetten und zum
Teil sehr derben Tumoren. Eine viszerale Beteiligung ist selten, es wurden jedoch
Falle mit Beteiligung von Knochen, Retroperitoneum oder Mediastinum
beschrieben. Das KHE scheint lokal invasiv oder verdrangend zu wachsen, neigt
aber nicht zu Fernmetastasen. Zudem weist das KHE in den meisten Féllen ein
rasches GroRenwachstum auf. Neben Blutungen, Ulzerationen und Verlegung
oder Infiltration vitaler Strukturen entwickeln 40-70% der Patienten und
Patientinnen das lebensbedrohliche Kasabach-Merritt-Syndrom, welches eine
Thrombozytopenie mit einer gleichzeitigen Verbrauchskoagulopathie beschreibt
(Croteau et al. 2013; Kelly 2010). Das Risiko, ein Kasabach-Merritt-Syndrom zu
entwickeln, steigt mit der GroRe des Tumors an. Die Diagnostik bei den
kaposiformen Hamangioendotheliomen erweist sich aufgrund des heterogenen
Erscheinungsbildes als schwierig. MRT und Ultraschall konnen die
Ausdehnungsbestimmung erleichtern. Als Goldstandard gilt die pathologische
Untersuchung, sofern eine Biopsie des Tumors ohne zu grofRes Risiko mdglich
ist (Rosenberg and Agulnik 2018). Die Therapie kleinerer KHEs besteht in der
chirurgischen Resektion. Bei Patienten und Patientinnen mit Kasabach-Merritt-
Syndrom wird aktuell eine Therapie mit dem Zytostatikum Vincristin und
systemischen Glukokortikoiden oder eine Therapie mit Sirolimus und
systemischen  Glukokortikoiden empfohlen (Drolet et al. 2013b).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei kaposiformen
Hamangioendotheliomen zwar um seltene vaskuldre Tumore handelt, welche
jedoch mit einer hohen Mortalitat einhergehen kdnnen.

Das papillare intralymphatische Angioendotheliom (PILA), oder auch Dabska-
Tumor genannt, wurde durch Maria Dabska im Jahr 1969 zuerst beschrieben
(Dabska 1969). Das PILA ist ein sehr seltener Tumor, derzeit sind weniger als 40
Falle beschrieben (Li et al. 2013; Silva et al. 2020). Der Dabska-Tumor zeigt oft
ein lokal aggressives Wachstum, metastasiert jedoch selten. Meist sind die Haut
und das subkutane Gewebe der Extremitaten betroffen. Es sind jedoch auch
weitere Manifestationsorte wie Milz, Zunge oder Knochen beschrieben (Li et al.
2013). Klinisch prasentiert sich das PILA als diskreter Knoten mit violetter, rosa

oder blaulicher Verfarbung und einer Grél3enausdehnung von bis zu 40 mm
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(Schwartz et al. 2000). Die Therapie besteht in einer vollstandigen chirurgischen
Resektion mit Sicherheitsabstanden zu den Schnittrandern (McCarthy et al.
1999; Ji et al. 2020).

1.1.1.2.2 Kaposi-Sarkom

Das Kaposi-Sarkom (KS) ist ein niedrigmaligner vaskularer Tumor, der stark mit
dem Humanen Herpesvirus 8 (HHV-8) assoziiert ist. Der Name geht auf den
Erstbeschreiber, den Wiener Dermatologen Moritz Kaposi zuriick (Bishop und
Lynch 2020). Das Kaposi-Sarkom kann in allen Altersgruppen auftreten und
betrifft haufiger ménnliche Patienten. Aktuell werden vier Formen des Kaposi-
Sarkoms unterschieden, je nach den klinischen Umstanden, unter welchen sie
entstehen: das klassische, das endemische, das AIDS-assoziierte und das
iatrogene Kaposi-Sarkom. Bei allen Formen ist jedoch die Pathogenese gleich:
Das Humane Herpesvirus 8 befallt Endothelzellen und fihrt dadurch zu
Dysregulationen von Genen in der Zelle (Hong et al. 2004). Die alleinige Infektion
mit HHV-8 scheint jedoch nicht auszureichen, um ein Kaposi-Sarkom entstehen
zu lassen. Hierzu ist ein Immundefizit des Patienten oder Patientin sowie ein
lokales inflammatorisches Milieu notwendig (Radu and Pantanowitz 2013).

Das klassische Kaposi-Sarkom betrifft vor allem altere Manner aus dem
Mediterranraum oder aus Zentral- und Ost-Europa. Klinisch prasentiert sich das
klassische KS meist mit violetten, rotblaulichen oder dunklen Hautldsionen an
den unteren Extremitéten, oft einhergehend mit Lymphddemen. Das klassische
Kaposi-Sarkom ist in der Regel ein langsam wachsender und lokaler Tumor.
Jedoch kann es in einigen Fallen zu Schleimhautbefall oder viszeraler
Beteiligung kommen, die mit einer raschen Grol3enprogredienz, Ausbreitung und
erhohter Morbiditat und Mortalitét einhergeht.

Das endemische Kaposi-Sarkom betrifft vor allem dunkelhdutige Erwachsene
mittleren Alters und Kinder aus der Sub-Sahara-Region in Afrika. Klinisch
prasentiert sich das endemische KS durch multipel lokalisierte Hauttumore, die
auch die unteren Extremitaten und/oder Lymphknoten befallen kénnen, was
haufig bei jingeren Patienten und Patientinnen auftritt. Verglichen mit dem
klassischem KS verlauft das endemische Kaposi-Sarkom fortschreitend, vor
allem bei Lymphknotenbefall zeigt es ein aggressives Verhalten.

Das HIV-assoziierte Kaposi-Sarkom z&hlt bei HIV-positiven Patienten und

Patientinnen zu den AIDS-definierenden Erkrankungen. Die Tatsache, dass die
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HIV-Infektion die Replikation des HHV-8 beeinflusst bzw. verstarkt, fihrt zu
einem deutlich aggressiveren Verhalten des KS. Es liegen meist disseminierte
Lasionen und eine viszerale Beteiligung vor. Unter einer hochaktiven
antiretroviralen Therapie (HAART) koénnen sich die Kaposi-Sarkom-Lasionen
wieder zurlckbilden jedoch bei Absetzen der Therapie auch wieder erneut
auftreten.

Das iatrogene Kaposi-Sarkom tritt im Rahmen einer Immunsuppression, meist
nach Transplantation bzw. unter Therapie von Autoimmunerkrankungen, auf. Am
haufigsten wird das iatrogene Kaposi-Sarkom nach Nierentransplantation,
seltener nach Transplantation anderer Organe oder
Knochenmarkstransplantation, beobachtet. Klinisch liegt entweder ein
lokalisierter Schleimhautbefall oder ein disseminierter Befall mit moglichen
viszeralen Lasionen vor. Das iatrogene Kaposi-Sarkom kann sich jedoch bei
Aussetzen der immunsuppressiven Therapie zurtuckbilden.
Eine einheitliche Empfehlung zum Staging gibt es aufgrund der Heterogenitat der
Erkrankung nicht. Daher richtet sich die Therapie nach der klinischen
Auspragung der Erkrankung. Diese reicht von Kompressionsstrimpfen bei einem
Odem der unteren Extremitaten tiber lokale MaRnahmen wie Laserablation oder
chirurgische Exzision, bis hin zu einer systemischen Chemotherapie mit
liposomalem Doxorubicin oder Paclitaxel (Requena et al. 2018; Schneider and
Dittmer 2017).

1.1.1.3 Maligne Tumore

1.1.1.3.1 Angiosarkome

Angiosarkome sind sehr seltene und hochmaligne Tumore der Blut- oder
Lymphgefafe und machen <1% aller Weichgewebssarkome aus. Da sie aus
Endothelzellen entstehen, kénnen sie Uberall im Koérper auftreten. Bevorzugt
treten sie jedoch als kutane Angiosarkome am Hals, im Gesicht oder auf der
Kopfhaut auf. Von Angiosarkomen sind insbesondere altere M&nner mit hellem
Hauttyp betroffen. Ein chronisches Lymphédem und eine durchgemachte
Strahlentherapie sind aktuell als zwei unabhangige Risikofaktoren beschrieben.
Klinisch prasentiert sich das Angiosarkom sehr heterogen und kann in friihen

Stadien haufig mit gutartigen Hautveranderungen verwechselt werden (Gaballah
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et al. 2017). Vor allem im Kopf-Hals-Bereich kommt es zu einem diffusen, teils
tief infiltrierenden Wachstum (Lydiatt et al. 1994). In bereits fortgeschrittenen
Stadien kommt es oft zu Blutungen oder Ulzerationen. Eine bereits frihe
hamatogene Metastasierung und haufige Lokalrezidive erschweren die Therapie
und fuhren zu einer schlechten 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 40 %. Die
GroRe des Tumors spielt fir die Prognose eine wichtige Rolle, so haben
Patienten und Patientinnen mit einem Tumor <5 cm eine bessere 5-Jahres-
Uberlebensrate. Sollte eine chirurgische Resektion im Gesunden mit
ausreichend weiten Sicherheitsabstanden maoglich sein, ist es die Therapie der
Wabhl. Eine chirurgische Therapie sollte mit einer postoperativen Bestrahlung
kombiniert werden um ein besseres Outcome zu erhalten (Guadagnolo et al.
2011). Bei nicht resektablen oder metastasierten Tumoren kann eine
Chemotherapie mit z.B. Taxanen erfolgen. Aktuelle Studien zeigen in ersten
Versuchen einen vielversprechenden Therapieansatz mit PDL-1 Checkpoint-
Inhibitoren. Hier sind jedoch weiterfihrende Studien notwendig (Ishida et al.
2018; Florou et al. 2019).

1.1.1.3.2 Epitheloide Hamangioendotheliome

Das epitheloide Hamangioendotheliom (EHE) ist ein sehr seltener vaskularer
Tumor mit einer geschatzten Inzidenz von 1/1.000.000 Einwohner. Prinzipiell
kénnen EHE in allen Altersgruppen auftreten (Sardaro et al. 2014). Der Zeitpunkt
der Diagnose ist oft abhangig von den betroffenen Organen, welche die EHE
befallen haben. Ursachen sowie Risikofaktoren, welche die Entstehung
beginstigen, sind aktuell keine bekannt. Die klinischen Beschwerden sind sehr
heterogen und von den betroffenen Organen abhangig. Am haufigsten liegt ein
Leberbefall mit Gewichtsverlust, Fatigue oder abdominellen Schmerzen und ein
Lungenbefall mit Hamoptysen, Dyspnoe oder Husten vor. Jedoch kénnen EHE
auch in der Haut, der Milz, den Knochen oder im Gehirn auftreten (Sardaro et al.
2014). Bei einem Groliteil der Patienten und Patientinnen zeigt sich bei
Diagnosestellung bereits ein multifokales oder metastasiertes Wachstum. Das
Gesamtiuberleben liegt bei symptomatischen Patienten und Patientinnen bei ca.
einem Jahr. Bei Patienten und Patientinnen, bei denen die Diagnose z.B. als
radiologischer Zufallsbefund erfolgte, zeigen sich mit 10 Jahren deutlich bessere
mediane Uberlebenszeiten. Therapeutisch sollte, falls moglich, eine vollstandige

Resektion des Tumors angestrebt werden. Bei fortgeschrittenen multifokalen,
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metastasierten oder nicht-resektablen Tumoren sind Therapien mit
antiangiogenen Medikamenten wie Pazopanib (VEGFR, PDGFR, KIT -
Tyrosinkinase-Inhibitor) oder eine Chemotherapie mit z.B. Gemcitabine moglich
(Semenisty et al. 2015; Yousaf et al. 2015).

1.1.2 Vaskulare Malformationen

Im Gegensatz zu Vaskularen Tumoren entstehen Vaskulare Malformationen
wahrend der Schwangerschaft bei der Ausbildung des Gefal3systems und sind
somit bereits bei der Geburt vorhanden, wenn auch nicht immer sichtbar. Das
klinische Bild der vaskuldren Malformationen ist stark von den betroffenen
Gefallen abhéangig und damit sehr heterogen. Nach der Klassifikation der ISSVA
aus dem Jahr 2018 werden sie in einfache Malformationen, nur ein Gefal3system
wie Arterien, Venen, Kapillaren oder Lymphgefal3e, oder in kombinierte
Malformationen, mehrere dieser Gefalisysteme betreffend, eingeteilt. Die
Vaskularen Malformationen werden haufig Kklinisch weiter anhand ihrer
Flussdynamik in Niederfluss (Low flow)- (kapillare, vendse oder lymphatische)
oder in Hochfluss (High flow)-Malformationen (arteriovendse) unterteilt (ISSVA
Classification of Vascular Anomalies ©2018 International Society for the Study of

Vascular Anomalies Available at "issva.org/classification™).

1.1.2.1 Einfache Malformationen

1.1.2.1.1 Kapillare Malformationen

Kapillare Malformationen (CM) sind eine sehr seltene Erkrankung und treten bei
0,1 - 0,2 % der Neugeborenen auf (Kanada et al. 2012). Sie zahlen zu den
Niedrigfluss-Malformationen und betreffen Uberwiegend die oberflachlichen
Hautkapillaren. Laut der ISSVA Klassifikation zahlen dazu der Naevus simplex
(auch ,Storchenbiss” genannt), der Portweinfleck oder Teleangiektasien, wie z.B.
bei der hereditaren hAmorrhagischen Teleangiektasie (M. Osler). Klinisch zeigt
sich ein scharf begrenzter, pinker bis dunkelroten Fleck der Haut, der am ganzen
Kdrper auftreten kann und sehr gré3envariabel ist. Im Gesicht scheinen kapillare
Malformationen sich entlang des N. trigeminus auszubreiten. Im zeitlichen

Verlauf werden die Lasionen dicker, dunkler und kénnen sich knotig verandern.
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Da kapillare Malformationen auch bei Syndromen auftreten kénnen, sollte vor
allem bei Lokalisation im Gesicht ein Sturge-Weber-Syndrom (SWS)
ausgeschlossen werden. Hierbei handelt es sich um eine sehr seltene
Erkrankung mit der typischen Trias aus Portweinflecken im Gesicht, ipsilateraler
leptomeningealer Angiomatose und einer Augenbeteiligung mit erhdhtem
Glaukomrisiko. Aufgrund der zerebralen Beteiligung leidet ein Grofdteil der
Patienten und Patientinnen an epileptischen Anféllen bis hin zu Hemiparesen
oder geistiger Retardierung (Higueros et al. 2017). Urséchlich fur das SWS ist
eine Mosaikmutation im GNAQ-Gen (Shirley et al. 2013). Isolierte kapillare
Malformationen missen nicht zwingend behandelt werden. Sollte ein
Therapiewunsch z.B. aus kosmetischen Grinden vorliegen, ist eine Therapie
mittels gepulstem Farbstofflaser moglich (Faurschou et al. 2011).

1.1.2.1.2 Lymphatische Malformationen

Lymphatische Malformationen (LM), oder auch Lymphangiome genannt, sind,
wie andere Vaskulare Malformationen auch, bereits bei Geburt ausgebildet und
betreffen das lymphatische System. Als urséchlich fir die Entstehung von
Lymphangiomen werden ein Fehlen von muskularisierten Wanden der
Lymphgefal3e sowie Infektionen oder Traumata in der Schwangerschatft diskutiert
(Merrow et al. 2016). In neueren Studien konnten in gewohnlichen lymphatischen
Malformationen Mutationen im PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate
3-Kinase Catalytic Subunit Alpha)-Gen nachgewiesen werden (Greene and Goss
2018). Die haufigste Lokalisation von Lymphangiomen ist der Kopf-Hals-Bereich,
vor allem Zunge oder Mundboden (Wiegand und Werner 2016). Klinisch stellen
sich Lymphangiome als schmerzlose, weiche und komprimierbare
Raumforderungen dar. Morphologisch handelt es sich um ein- bis
mehrkammerige HohlrAume mit Lymphflissigkeit, die in Gro3e, Form und Anzahl
variieren koénnen. Unterschieden werden sie nach Grol3e ihrer Zysten in
makrozystische (> 1 cm), mikrozystische (< 1 cm) oder gemischte lymphatische
Malformationen. Das Wachstum von lymphatischen Malformationen zeigt sich
proportional zum Kérperwachstum des Patienten oder der Patientin und ist damit
in der Regel eher langsam. Jedoch kdnnen &ulRere Faktoren wie Traumata oder

Infektionen zu einer raschen GrolRenprogredienz fihren und bei entsprechender
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anatomischer Lage zu lebensbedrohlichen Komplikationen wie einer Verlegung
der Atemwege fuhren. Vor allem makrozystische Lasionen kénnen bereits in der
Schwangerschaft im Ultraschall erkannt und diagnostiziert werden. Bei der
Geburt erfolgt eine sogenannte EXIT (ex-utero intra-partum treatment) -
Prozedur, um das Risiko einer tddlichen Atemwegsverlegung zu reduzieren.
Hierbei handelt es sich um ein Verfahren im Rahmen eines Kaiserschnitts, bei
dem die Atemwege des Kindes vor Unterbindung der Nabelschnur inspiziert
werden und ggf. eine Intubation oder Tracheotomie zur Sicherung der Atemwege

durchgefuhrt wird.

Therapeutisch kommen die chirurgische Resektion, welche bei den
makrozystischen Lymphangiomen haufiger gelingt als bei den mikrozystischen,
sowie die Sklerosierung zum Einsatz. An Sklerotherapeutika werden aktuell OK-
432 (Picibanil), Doxycyclin, Ethanol oder Bleomycin eingesetzt. Zudem gibt es
neuere Therapieversuche mit Sirolimus, die einen Therapieeffekt zeigen, jedoch
mit einer Immunsuppression einhergehen, und in grol3eren randomisierten

Studien weiter untersucht werden missen (Wiegand et al. 2018).

1.1.2.1.3 Vendse Malformationen
Die haufigsten vaskuldren Malformationen sind die Vendsen Malformationen
(VeM). Sie treten in Uber 90 % sporadisch auf, wobei auch autosomal dominante
Erbgange bekannt sind (Brouillard and Vikkula 2007). Zu diesen vererbbaren
Malformationen gehdren die kutaneomukosalen venésen Malformationen, die
glomusvendsen Malformationen oder auch Syndrome wie das Maffucci- oder das
Klippel-Trenaunay-Syndrom. Urséchlich konnten bisher eine Mutation im TIE2-
Gen, einem Tyrosinkinase-Rezeptor auf Endothelzellen, und im PIK3CA-Gen
ausgemacht werden (Limaye et al. 2015; Soblet et al. 2013). Beide Mutationen
fuhren Uber eine Storung intrazellularer Signalwege zu einer verminderten
Rekrutierung von Perizyten. Dies fuhrt zu dilatierten und dysfunktionalen Venen,
aus denen die ventsen Malformationen bestehen. Wie die anderen vaskularen
Malformationen sind vendse Malformationen bereits bei der Geburt vorhanden
und wachsen mit dem Patienten oder der Patientin. Jedoch kdnnen die Pubertat
oder andere hormonelle Veranderungen des Korpers zu einem verstarkten
GroRRenwachstum fuihren. Die Kopf-Hals-Region ist neben den Extremitaten am
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haufigsten betroffen. Klinisch sind vendse Malformationen als weiche,
komprimierbare Raumforderungen, die blaulich durch die Haut schimmern, zu
erkennen. Zwar sind Haut und Schleimhaut am h&aufigsten betroffen, vendse
Malformationen kénnen aber auch in allen anderen Organen auftreten. Die
Symptomatik der Betroffenen héngt sehr stark von der betroffenen Region, der
GroRe und der Verdrangung umliegender Organe ab. So kdnnen vendse
Malformationen im Kopf-Hals-Bereich zu Exophthalmus, Asymmetrie im Gesicht
mit Kiefer- und Zahnfehlstellungen oder sogar zu einer lebensbedrohlichen
Verlegung der Atemwege fihren (Behravesh et al. 2016). Das haufigste
Symptom, Uber das die Patienten und Patientinnen berichten, sind starke
Schmerzen. Auch eine chronische Anamie aufgrund dauerhafter leichter
Blutungen tritt haufig auf. Aufgrund ihrer langsamen Flie3geschwindigkeit kann
es zur Bildung von Thromben in den Malformationen kommen. Obwohl diese
Thrombosen gehauft vorkommen, sind keine vermehrten
Lungenarterienembolien beschrieben. Dies liegt daran, dass insbesondere die
Teile der Malformationen, in denen die Thromben entstehen, vom
Hauptdurchfluss entfernt liegen oder abgetrennt sind. Die Thromben gelangen
dadurch nicht in das normale vaskuldre System des Koérpers, wo sie zur
Entstehung von Phlebolith fiihren konnten. Bei sehr grofRen vendsen
Malformationen kann es aufgrund der aktivierten intravasalen Gerinnung zu
Verbrauchskoagulopathien kommen (Dompmartin et al. 2010). Zur Diagnostik
konnen Ultraschall oder MRT genutzt werden, um die genaue
GroRRenausbreitung festzustellen. Eine Therapie sollte nur bei Beschwerden wie
asthetischer Beeintrachtigung, ausgepragten Schmerzen oder Verdrangung
wichtiger Organe oder Strukturen und nur nach interdisziplinarer Beratung
erfolgen. Eine invasive Therapie sollte immer zusammen mit konservativen
MalRnahmen wie Kompression oder einer medikamentdésen Schmerztherapie
erfolgen. Sklerotherapien, Operationen oder die Kombination aus beiden stehen
zur weiteren Therapie aktuell zur Verfiigung. Da es an randomisierten Studien
fehlt, werden verschiedene Sklerotherapeutika wie Ethanol, Polidocanol oder
Mikroschaum eingesetzt (Horbach et al. 2016; Behravesh et al. 2016). Aufgrund
der haufigen Mutationen in TIE2 und PIK3CA werden aktuell klinische Studien

mit dem mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) - Inhibitor Sirolimus und dem
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direkten PIK3CA-Inhibitor ,Alpelisib“ durchgeftihrt (Boscolo et al. 2015b; Hammer
et al. 2018; Venot et al. 2018).

1.1.2.1.4 Arterioventse Malformationen

Arteriovendse Malformationen (AVM) sind wie alle vaskularen Malformationen
bereits bei Geburt vorhanden und koénnen bei Sauglingen leicht mit
Hamangiomen verwechselt werden. Sie treten am haufigsten im Kopf-Hals-
Bereich auf. Zudem sind sie oft im Rahmen von erblichen Erkrankungen wie dem
Morbus Osler (hereditare hamorrhagische Teleangiektasie) als pulmonale oder
cerebrale AVMs zu finden. Neue Untersuchungen beobachteten eine Mutation in
MAP2K1 (Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen) als mégliche Ursache der
Entstehung der AVMs (Qiao et al. 2019). Arteriovendse Malformationen z&hlen
zu den High-Flow Malformationen. Sie bestehen aus Arterien und Venen, die
direkt ohne zwischengeschaltete Kapillaren kommunizieren. Dieser Kurzschluss
oder Shunt, in dem die Arterien in die Venen Ubergehen, wird als ,Nidus®
bezeichnet. Durch den hohen Blutfluss und der fehlenden Regulation der
Kapillaren kommt es zu einer Uberlastung der drainierenden Venen, die sich
deshalb ausdehnen (Wiegand und Dietz 2021). Zudem kommt es zu einem
kontinuierlichen ~ Wachstum der arteriovenésen  Malformation  durch
kontinuierliche Ausdehnung des Nidus. Typischerweise prasentieren sich AVMs
als rotlich-blauliche Hautlasionen, bei denen sich im Gegensatz zu Niedrigfluss-
Malformationen oder Himangiomen, eine Pulsation palpieren lasst. Aufgrund der
zunehmenden GroéfRenausdehnung kommt es im Verlauf zu dystrophen
Hautveranderungen, Ischdmie und Gewebeabbau und hierdurch zu Blutungen,
Ulzerationen oder Nekrosen. Bei sehr grofien AVMs kann es aufgrund des
grof3en Volumens in der Malformation zu einer hyperdynamen Herzinsuffizienz
kommen. Aufgrund dieser Komplikationen gehoren  arteriovendse
Malformationen zu den gefahrlichsten vaskularen Anomalien mit einer hohen
Mortalitatsrate. Klinisch werden arteriovendse Malformationen nach Schobinger
eingeteilt (Tabelle 2) (Nosher et al. 2014). Zur Diagnosestellung ist in der Regel
eine weitere bildgebende Diagnostik mittels Angiographie oder MRT notwendig.
Die Therapie stellt sich insgesamt als sehr komplex dar. Therapeutisch stehen

Embolisation und Operation zur Verfiigung. Eine Embolisation sollte immer das
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Ziel haben, den Nidus komplett zu verschlieen. Zudem ist ein Ausschalten der
zufihrenden Arterien von distal nach proximal notwendig, da es sonst zu einer
Kollateralbildung kommt. Auch eine perkutane Direktpunktion zur Embolisation
ist moglich (Ranieri et al. 2017). Es stehen verschieden Mittel zur Embolisation
zur Verfligung: Ethanol, n-BCA (n-butyl cyanoacrylate glue), Onyx® oder Coils
(Muller-Wille et al. 2018). Aktuell gibts es keine klare Empfehlung, da jedes Mittel
seine Vor- und Nachteile hat. Mit Ethanol werden z.B. sehr gute Ergebnisse von
40-88% Heilung erzielt, jedoch birgt die Behandlung mit Ethanol auch die héchste
Komplikationsrate. Die Verwendung von Coils wird aktuell kontrovers diskutiert,
da das Coiling haufig zu Endothelschaden fuhrt und mit einer erhdhten
Rekanalisierungsrate einhergeht. Eine operative Entfernung sollte nur nach einer
vorher durchgefuhrten Embolisation durchgefuhrt werden. Aufgrund des zu
erwartenden GroéRenwachstums sollte eine Therapie so frih wie mdglich
erfolgen. Trotz allem ist eine komplette Heilung nicht immer mdglich und es
besteht lebenslang die Gefahr einer Rekanalisierung, sodass ein lebenslanges
Monitoring mit regelmaRigen Kontrollen stattfinden sollte (Wiegand und Dietz
2021).

Tabelle 2. Klinische Einteilung der arteriovendsen Malformationen nach

Schobinger

Stadien Klinisches Bild

I Ruhephase Uberwarmung, rétliches Schimmern, leichtes
Schwirren

Il Evolution Grollenzunahme, Pulsation

[l Destruktion Ulzeration, Nekrosen, Schmerz, Blutung,
dystrophe Hautverédnderungen

vV Dekompensation hyperdyname Herzinsuffizienz durch hohes

Shunt-Volumen

1.1.2.1.5 Arteriovenése Fisteln

Wie die Arteriovendsen Malformationen z&ahlen auch die arteriovendsen Fisteln

zu den Hochfluss Malformationen. Im Gegensatz zu den AVMs haben sie keinen

Nidus, sondern sind direkt kurzgeschlossen. Sie kdnnen wie die anderen

Malformationen bei Geburt bereits vorhanden sein, aber auch nach Trauma
15



Einleitung

entstehen oder iatrogen angelegt worden sein. Die haufigste Lokalisation der
Fisteln ist das Gehirn in Form einer arteriovendsen Durafistel oder Karotis-Sinus-
cavernosus Fistel. Sie werden meist erst bei Symptomen wie pulssynchronem
Tinnitus, Exophthalmus oder =zerebraler Blutung auffallig. Eine weitere
bildgebende Diagnostik mittels MRT oder CT ist notwendig. Die Therapie ist
ahnlich der Therapie der arteriovendsen Malformationen und sollte aufgrund der

hohen Gefahr fur Hirnblutungen frihzeitig erfolgen (Li et al. 2018).

1.1.2.1.6 Hereditare hamorrhagische Teleangiektasie

Die hereditdre hamorrhagische Teleangiektasie (HHT), auch Morbus Osler
genannt, ist eine autosomal dominant vererbte Erkrankung. In Deutschland sind
ca. 35.000 Menschen betroffen. Aktuell sind 3 Major-Gene als Ausldser bekannt:
ENG, ACVRL1 und SMAD4 (Govani and Shovlin 2009). Patienten und
Patientinnen mit HHT wissen oft nichts von ihrer Erkrankung, da sie sich erst im
Laufe des Lebens entwickelt. Die internationalen Curacao-Kriterien kdnnen zur
Erkennung der Erkrankung herangezogen werden. Diese umfassen
rezidivierende Epistaxis, multiple kutane oder mukokutane Teleangiektasien
sowie eine positive Anamnese fur Verwandte ersten Grades, die an HHT leiden
(Faughnan et al. 2020). Die ersten Symptome sind meist bereits im Kindesalter
spontan rezidivierende Epistaxis. Bei HHT kénnen auch weitere vaskulare
Malformationen wie pulmonale, hepatische oder zerebrale arteriovenose
Malformationen  auftreten. Gerade pulmonale AVMs kdnnen zu
lebensbedrohlichen Komplikationen wie Schlaganfallen durch paradoxe
Embolien, Hirnabszessen durch paradoxe septische Emboli oder
Hamatothoraces durch Blutungen fuhren (Cottin et al. 2004). Eine bildgebende
Diagnostik sollte daher bei Diagnosestellung durchgefuhrt werden.
Therapeutisch kommen bei der Epistaxis lokale Malinahmen mit Nasensalben
und die Patientenschulung zum Einsatz. Bei haufig rezidivierender Epistaxis
kann eine systemische Therapie mit z.B. Tranexamséaure erfolgen (Geisthoff et
al. 2014). Als Ultima ratio kann z.B. ein Nasenverschluss nach Young erfolgen.
Bei pulmonalen AVMs sollte eine konsequente antibiotische Prophylaxe bei
chirurgischen Eingriffen erfolgen. Therapeutisch kann hier eine Embolisation

erfolgen. Die Behandlung zerebraler AVMs ist oft schwierig und sollte nur in
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spezialisierten Zentren durchgefiihrt werden (Faughnan et al. 2020). Die
Prognose bei HHT ist sehr abhangig von der klinischen Auspragung und den zur
Verfiigung stehenden Therapieoptionen. Bei entsprechender Therapie kdnnen
Patienten und Patientinnen mit HHT heutzutage eine fast normale

Lebenserwartung haben.

1.1.2.1.7 Paragangliome

Paragangliome (PG), auch Glomustumore genannt, sind seltene gutartige
neuroendokrine Tumore, die von extraadrenalen Paraganglien ausgehen und mit
dem Phaochromozytom verwandt sind. Paragangliome im Kopf-Hals-Bereich
gehen meist von parasympathischen Ganglien aus und sind bevorzugt an der
Carotisbifurkation (Glomus caroticum), dem Foramen jugulare (Glomus jugulare)
oder der Paukenhohle (Glomus tympanicum) zu finden (Welander et al. 2011).
Histologisch ist eine starke Vaskularisation und das Vorliegen sogenannter
Zellballen typisch (Persky et al. 2002). Die klinischen Symptome sind je nach
Lokalisation sehr unterschiedlich. Patienten und Patientinnen mit einem Glomus
caroticum-Tumor werden meist mit einer schmerzlosen, weichen Masse am Hals
vorstellig, wahrend Patienten und Patientinnen mit einem Glomus tympanicum-
Tumor Uber einen pulsierenden Tinnitus oder Hérminderung berichten. Aufgrund
ihrer Herkunft kbnnen manche PG auch Katecholamine produzieren und zu
Hypertension, Kopfschmerzen oder Tachykardie fihren. Zur Bestimmung der
Tumorausdehnung sind bildgebende Verfahren wie CT, MRT oder digitale
Subtraktionsangiographie notwendig. Eine Messung von Metanephrinen oder
Katecholaminen im Urin und im Blut ist, bei sezernierenden Tumoren, eine
notwendige weitere Diagnostik (Erickson et al. 2001). Als therapeutische
Verfahren stehen aktuell die chirurgische Resektion oder alternativ die
Radiotherapie zur Verfigung (Lloyd et al. 2020).

1.2 Virale Infektionen in der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde

Virale Infektionen sind ein sehr haufiges Krankheitsbild in der Hals-Nasen-Ohren-
Heilkunde. Die Reichweite und Auswirkungen dieser Infektionen sind sehr

unterschiedlich. So sind z.B. Rhinoviren als Ausldser fur eine einfache Sinusitis
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(Nasennebenhohlenentziindung) oder einen ,gewdhnlichen grippalen Infekt”
verantwortlich. Diese Infekte sind in der Regel selbstlimitierend und klingen nach
funf bis sieben Tagen wieder ab (Winther et al. 1998). In neueren Studien wird
jedoch den Rhinoviren eine entscheidende Rolle bei der Exazerbation von
Asthma zugeschrieben (Heymann et al. 2005). Auch Mandelentziindungen
(Tonsillitis) sind meistens primar durch Viren bedingt. Eine besondere Rolle
kommt hier dem Epstein-Barr-Virus (EBV) zu. Meistens ist eine EBV-Infektion
klinisch inapparent und verlauft ohne schwerwiegende Symptome. Allerdings
kann vor allem bei jungen Erwachsenen eine EBV-Infektion mit
Schluckbeschwerden aufgrund einer Tonsillenhyperplasie und  zervikaler
Lymphadenopathie einhergehen sowie mit abdominellen Beschwerden durch
eine Hepatosplenomegalie oder selten auch einer Milzruptur assoziiert sein
(Dunmire et al. 2018). Aufgrund der transformierenden Wirkung des EB-Virus in
den Wirtszellen kann es zur Entstehung von Tumoren, wie dem Burkitt-Lymphom
oder T-Zell-Lymphomen kommen (Kanda et al. 2019). Auch bei Karzinomen im
Nasenrachenraum ist EBV der Hauptausldoser und kann sehr haufig
nachgewiesen werden (Brooks et al. 1992). Ein weiteres Virus, das sein
Hauptreservoir im HNO-Bereich zu haben scheint, ist das aktuell sehr prasente
SARS-CoV-2, dass die COVID-19-Erkrankung verursacht, und vor allem im
Nasenrachen zu finden ist (Freni et al. 2020). In der HNO-Heilkunde sind jedoch
nicht nur akute Erkrankungen durch Viren anzutreffen, sondern auch die
Spatfolgen von intrauterinen viralen Infektionen. So sind mehrere Viren bekannt,
die bei einer intrauterinen Infektion zu fetalen Fehlbildungen bis hin zu Aborten
fuhren kénnen (Keighley et al. 2019). Die weltweit meisten kongenitalen viralen
Infektionen werden durch das Humane Cytomegalievirus (CMV) ausgel6st und
kbnnen  zu  neurologischen  Entwicklungsstérungen, sensorineuraler
Horminderung oder epileptischen Anféllen fihren. So ist der Hauptgrund einer
nicht erblich-bedingten sensorineuralen Hérminderung die kongenitale CMV-
Infektion (Dreher et al. 2014). Ein weiterer Grund fir eine sensorineurale
Horminderung ist eine kongenitale Rotelninfektion. Aul3erdem flhren diese
Infektionen typischerweise zu Katarakten und angeborenen Herzfehlern. In
Landern mit Impfungen gegen Roételn ist heutzutage eine kongenitale
Rotelninfektion selten geworden (Leung et al. 2019). Mehrere Studien konnten

zudem bei pranatalen CMV- und Roteln-Infektionen eine angioproliferative
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Wirkung sowie ein vaskulares Remodeling nachweisen (Tabata et al. 2012;
Gustafsson et al. 2015; Esterly and Oppenheimer 1967). Ein weiteres Virus, dass
aufgrund seiner perinatalen Ubertragung aber auch durch kanzerogene Wirkung
in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde eine wichtige Rolle spielt, ist das Humane-
Papilloma-Virus (HPV).

1.2.1 Humane Papillomaviren

Das Humane Papillomavirus (HPV) ist ein Doppelstrang-DNA-Virus, das auch
den Menschen infiziert. Heute sind Uber 200 HP-Viren bekannt, welche sich
jedoch in ihrer klinischen Bedeutung stark unterscheiden. So sind einige
Genotypen mit der Entstehung verschiedener Tumore assoziiert. Eine Ubersicht
der haufigsten High risk und Low risk Genotypen ist in Tabelle 3 dargestellt
(Sanjose et al. 2010).

Tabelle 3. Ubersicht tiber bedeutende Humane Papillomaviren-Typen nach

high und low risk

High risk  HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 58, 59 und 68
Low risk  HPV 6, 11, 40, 42 43, 44, 53, 54, 61, 72, 73 und 81

Das Genom des HP-Virus kodiert sechs early-Proteine (E), die hauptséachlich fur
die virale Genregulation und Zelltransformation verantwortlich sind, und zwei
late-Proteine (L), welche die Virushille formen. Die Proteine E1 und E2 arbeiten
zusammen und sind zustandig fur die Regulation der viralen DNA-Replikation.
E2 wiederum sorgt fur die Down-Regulation der E6- und E7- Expression (Graham
2016). Das Protein ist unter anderem fur das Wachstum der Zelle zustandig.
Weiter fuhrt das Protein E5 dber eine Downregulierung von Major
Histocompatibility Complex | (MHC) und MHC Il zu einem Immun escape der
infizierten Zelle, d.h. das Entdecken von infizierten Zelle durch das Immunsystem
ist erschwert (Scarth et al. 2021). Die Rolle von E4 ist aktuell noch nicht
abschlieBend geklart. Die Proteine E6 und E7 gehoren zu den Major-
Onkoproteinen und regulieren die Zellteilung der Wirtszelle. Das Protein p53 ist
als negativer Regulator des Zellzyklus und zentrales Tumorsuppressor-Protein

bei DNA-Schéaden bekannt, es wird daher auch ,Wachter des Genoms" genannt.
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E6 sorgt Uber eine direkte Bindung an p53 zu seiner Degradierung und damit
Inaktivierung (Scheffner et al. 1993; Storey et al. 1998). Dies erlaubt
unkontrollierte Zellteilungen, hat einen antiapoptotischen Effekt und fuhrt bei
high-risk HP-Viren zu einer chromosomalen Instabilitat aufgrund nicht behobener
DNA-Schaden. Das zweite Major-Onkoprotein E7 bindet an das
Retinoblastomprotein  (Rb) und besetzt die Bindungsstelle des EZ2F-
Transkriptionsfaktors. Die damit verbunden Freisetzung von E2F fuhrt zu einem
Ubergang der Zelle aus der G1- in die S-Phase des Zellzyklus und stimuliert unter
anderem die Bildung von Cyclin A und DNA- Polymerase. Hierbei kommt es
aufgrund der fehlenden Bindung von E2F und Rb relativ zu einer Uberexpression
des Tumorsuppressor-Proteins p16'Nk4a Normalerweise verhindert p16'Nk42 die
Bildung eines aktiven Komplexes von Cyclin D und CDK4 (Sritippho et al. 2015).
Diese Komplexe phosphorylieren sonst Rb und fihren zur Freisetzung von E2F.
Durch Ausschalten dieses Mechanismus durch Bindung von E7 an Rb kommt es
zu einer unkontrollierten paradoxen Expression von p16NK4a welches sich als
Surrogatmarker in HPV assoziierten Tumoren immunhistochemisch nachweisen
lasst (Zur Hausen 2000; Demers et al. 1994). Weiter inhibiert das Protein E7 die
cyklin-abhangigen Kinaseinhibitoren p21 und p27. All dies fuhrt zu einem
unkontrollierten Ubergang der Zelle in die S-Phase und kann zu malignen

Veranderungen fuhren.
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Abbildung 1. Einfluss von E6 und E7 auf den Zellzyklus. Dargestellt ist der Einfluss der
Proteine E6 und E7 auf den Zellzyklus der Zelle. Das Protein E6 bindet an p53 und fuhrt Gber
dessen Degradierung zum Verlust der p53-Tumorsuppressor-Funktion. Das Protein E7 bindet
anstatt von E2F an Rb und induziert Uber die Freisetzung von E2F die Zellproliferation. Das
freigewordene E2F steigert relativ die p16'"Nk42 Expression, das aufgrund der Bindung von Rb und
E7 nicht zur Gegenregulation fahig ist.

Rb p53

Das klinische Krankheitsbild variiert ebenso abhéngig vom Virustyp. Die meisten
Infektion sind nach spéatestens 12 Monaten abgeklungen, jedoch persistieren die
Viren in den meisten Patienten und Patientinnen. So fuhrt eine Infektion mit HPV1
oder 2 zu kutanen Warzen, wahrend eine Infektion mit HPV6, 11, 16 oder 18 zu
Condylomata acuminata, Genitalwarzen, zu Préakanzerosen oder Karzinomen
von Cervix, Vulva, Penis, Anus oder Oropharynx fuhren kénnen (Brianti et al.
2017; D'Souza et al. 2007). In der HNO-Heilkunde ist in den letzten Jahren eine
Zunahme der HPV-assoziierten Oropharynxkarzinome zu beobachten. Im
Gegensatz zu HPV-negativen Tumoren sind bei HPV-positiven Tumoren vor
allem jingere Patienten und Patientinnen betroffen, die jedoch eine bessere
Prognose und ein besseres Therapieansprechen zeigen (Sritippho et al. 2015).
Perinatale Infektionen im Geburtskanal mit HPV6 oder 11 kbénnen zu einer
Larynxpapillomatose fiihren. Dies ist ein gutartiger Tumor des Kehlkopfes, der
jedoch zu haufigen Rezidiven neigt und mehrfacher operativen Entfernungen
bedarf, die vollstandige Entfernung gelingt trotzdem nicht immer (Derkay and
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Wiatrak 2008). Eine kurative Therapie gegen Humane Papillomaviren existiert
aktuell nicht. Seit einigen Jahren sind mehrere Impfstoffe gegen HPV
zugelassen. So werden mit dem neunfach-Impfstoff Gardasil die wichtigsten low-
und high-risk Genotypen (HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58) abgedeckt (Joura
et al. 2015).

1.3 Zielsetzung

Die genaue Entstehung von Vaskuldren Anomalien ist trotz einiger in den letzten
Jahren entdeckten Genmutationen nicht vollstandig geklart. Eine virale Infektion,
die zur Verédnderung des Endothelzellwachstums fuhrt, kénnte ein mdglicher
Ausldser sein. In nicht publizierten Daten aus unserer Forschungsgruppe zeigten
immunhistochemische Farbungen von Praparaten Vaskularer Anomalien unter
Einsatz von Antikdrpern gegen ein Protein des Humanen Papillomavirus
potenziell positive Signale. Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, das
Vorhandensein einer aktiven HPV-Infektion in Vaskularen Anomalien weiter zu
untersuchen und eine mdgliche Assoziation viraler Infekte bei der Pathogenese
vaskularer Anomalien zu analysieren. Im positiven Falle konnte das Ergebnis
zum weiteren Verstandnis der Entstehung vaskularer Anomalien beitragen und

Optionen fur neue Therapien er6ffnen.
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2 Material

2.1 Patientengewebe

Die Untersuchungen der Patientenproben erfolgten nach einem positiven Votum
der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg
(AZ: 111/12 vom 09.07.2012). Die Gewebeproben wurden nur im Rahmen
medizinisch notwendiger Operationen entnommen. Die Proben wurden erst nach
der Diagnosestellung durch das Institut fir Pathologie untersucht. Es wurden
keine Versuche an Patienten und Patientinnen durchgefuhrt.

2.2 Patientenkollektiv

Insgesamt wurde Gewebe von 27 Patienten und Patientinnen mit Vaskuléren
Anomalien untersucht (Tabelle 4). Die Proben wurden im Rahmen der
Behandlung der Patienten und Patientinnen im Zeitraum 2000 — 2004 und
2012 - 2014 gewonnen. Als Kontrollgewebe wurden Tumorproben aus
Oropharynxkarzinomen verwendet (Tabelle 5) (Amendment | vom 04.11.2019
zum Ethikantrag AZ: 111/12). Das Gewebe der Tumorpraparate wurde im Jahr
2018 im Rahmen von Tumoroperationen in der Klinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde entnommen. Die Diagnosestellung aller Proben erfolgte am
Institut  fir  Pathologie  des  Universitatsklinikum  Marburg. Die
Fallnummerkennzeichnung der Praparate wurde aus Datenschutzgriinden

pseudonymisiert.
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Tabelle 4. Ubersicht Praparate Vaskulare Malformationen

Praparat
AVM-1
AVM-2
AVM-3
AVM-4

HA-1
HA-2
HA-3
HA-4
HA-5
HHT-1
HHT-2
HHT-3
LM-1
LM-2
LM-3
PG-1
PG-2
PG-3
PG-4
VeM-1
VeM-2
VeM-3
VM-1
VM-2
VM-3
VM-4
VM-5

Vaskulare Anomalie
Arteriovendse Malformation
Arteriovendse Malformation
Arteriovendse Malformation
Arteriovendse Malformation
Hamangiom
Hamangiom
Hamangiom
Hamangiom
Hamangiom
Hereditare hamorrhagische Teleangiektasie (M. Osler)
Hereditare hamorrhagische Teleangiektasie (M. Osler)
Hereditare hamorrhagische Teleangiektasie (M. Osler)
Lymphangiom
Lymphangiom
Lymphangiom
Paragangliom
Paragangliom
Paragangliom
Paragangliom
Vends-lymphatische Malformation
Vendse Malformation
Vendse Malformation
Vaskulare Malformation, n.o.s.
Vaskulare Malformation, n.o.s.
Vaskulare Malformation, n.o.s.
Vaskulare Malformation, n.o.s.
Vaskulare Malformation, n.o.s.
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Tabelle 5. Ubersicht Tumorpraparate

Praparat pl6NK4 | okalisation Geschlecht
K1 positiv. Zungengrund mannlich
K2 positiv. Zungengrund weiblich
K3 positiv.  Zungengrund weiblich
K4 positiv  Tonsille mannlich
K5 positiv  Tonsille mannlich
K6 positiv Tonsille mannlich
K7 positiv Seitenwand des Oropharynx mannlich
K8 positiv.  Seitenwand des Oropharynx mannlich
K9 positiv Mehrere Teilbereiche mannlich
Uberlappend
K10 positiv Mehrere Teilbereiche mannlich
Uberlappend
K11 positiv Mehrere Teilbereiche mannlich
Uberlappend
K12 positiv Oropharynx, nicht ndher mannlich
bezeichnet
K13 positiv Oropharynx, nicht ndher mannlich
bezeichnet
K14 negativ. Zungengrund mannlich
K15 negativ. Zungengrund mannlich
K16 negativ.  Gaumenbogen mannlich
K17 negativ  Tonsille weiblich
K18 negativ  Tonsille mannlich
K19 negativ  Vorderflache der Epiglottis mannlich
K20 negativ  Seitenwand des Oropharynx weiblich
2.3 Antikorper
Tabelle 6. Liste der verwendeten Antikdrper
Produkt Firma Spezies Zielstruktur Cat# Dilution
HPV16/18 E6 Santa Cruz mouse purified HPV 18 | sc-460 1:200
(C1P5) Biotechnology, | monoclonal | E6 8- Lot #:
Inc. 19G1 galactiodase A3013,
fusion protein E1208,
J1410
HPV18 E7 Santa Cruz goat N-terminus of sc-1590 1:200
(N-19) Biotechnology, | polyclonal HPV18 E7 Lot #:
Inc. 1gG1 L0414
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HPV16 E7 Santa Cruz mouse amino acids 1- sc-6981 1:200
(ED17) Biotechnology, | monoclonal | 98, full length Lot #:
Inc. 19G1 C2713
HPV16 E1/E4 | Santa Cruz mouse amino acids 36- | sc-53324 1:200
(TVG 402) Biotechnology, | monoclonal | 41 Lot #:
Inc. lgG1 B2707
HPV16 L1 Santa Cruz mouse amino acids sSc-47699 1:200
(CAMVIR-1) Biotechnology, | monoclonal | 198-531 Lot #:
Inc. 19G2n recombinant L1 | 11710
Anti-Human Dako mouse Alkine disrupted | M3528 1:200
Papillomavirus | Deutschland monoclonal | HPV type 1, Lot #:
(Clone K1H8) | GmbH IgG1 10096494
CINtec Roche mtm mouse humanes Ref: 9511 -
Histology laboratories monoclonal | pl6'NK4a Lot #:
(Clone E6H4) AG 19G 5.151301
CINtec Plus Roche mtm mouse humanes Ref: 9531 -
Cytology laboratories monoclonal | pl6/Nk4a Lot #:
AG IgG (Clone 5.120902
E6H4)
rabbit humanes Ki-67
monoclonal | protein
IgG (Clone
277-11AC3)
negative Dako mouse mouse 1gG1 Ref: 1:100
Control mouse | Deutschland X0931
GmbH Lot #:
00050647
Normal goat Santa Cruz Goat - sc-2028 1:400
IgG Biotechnology, Lot #:
Inc. HO709
2.4 Chemikalien
Tabelle 7. Liste der verwendeten Chemikalien
Produkt Firma Cat#

Antibody Diluent with

Background Reducing

components

Dako, Glostrup, Ddnemark S3022
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Biotinymated Link Dako Deutschland GmbH  Ref: KO690
Corbit-Balsam I. Hecht, Stadtrade -
Ethanol absolut Otto Fischer GmbH & Co. -
KG
Hamalaun Merck, Darmstadt 109249
Hematoxylin Loésung Merck, Darmstadt 105175
Lipuid DAB + Substrate, Dako Deutschland GmbH  Ref: K3468
Chromogen System Lot
#10076445
Liquid DAB + Substrat Dako Deutschland GmbH  Ref: K3468
Chromogen System
Methanol Sigma Aldrich Chemie -
GmbH
Roti-Histol® Carl Roth GmbH & Co, -
Karlsruhe
Steptavidin-HRP Dako Deutschland GmbH  Ref: KO690
Tris-(hydroxymethyl) - Sigma, Minchen -

aminomethan (Tris)

Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt -

2.5 Puffer & Losungen
TBS (Tris-Buffer-Saline) Waschpuffer 10x (pH 7.4)
53 g NaCl; 12 g Tris auf 1000 ml Aqua dest. und auf pH 7,4 einstellen, zum

Gebrauch 1:10 verdinnen

PBS (Phosphate buffer saline)- Puffer 0,15 M (pH 7,4)
7,29 PBS auf 5| Aqua dest. und auf pH 7,4 einstellen

Natrium- Citrat- Puffer 10mM (pH 6)
14,8g NatriumCitrat auf 5 | Aqua dest und auf pH 6 einstellen
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2.6 Gerate

Tabelle 8. Liste der verwendeten Geréate

Produkt

AxioCam HRc Zeiss Imager.M2
Autoklav

Automatische Pipettierhilfe
Ceran-Laborkocher SLK 6
Eismaschine

Kochtopf Clipso

Labor-Spulautomat, G 7883 CD
Leica MC 170 HD

Lichtmikroskop
Objekttrager geschnitten
Pipetten

Pipettenspitzen

Tissue cool plate Cop20
Schlittenmikrotom RM2135

Warmeschrank

Firma

Carl Zeiss AG, Schweiz

Vitaris, Baar

Thermo Scientific, Braunschweig

Schott Instruments GmbH, Mainz

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen
Tefal, Group SEB Deutschland GmbH,
Frankfurt am Main
Miele, Gutersloh
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Thermo Scientific, Braunschweig

Gilson Germany, Limburg-Offheim

Gilson Germany, Limburg-Offheim

Medite Medizintechnik, Burdorf

Leica, Bensheim

Heraeus Instruments

2.7 Software und Programme

Citavi 6, Version 6.1.0.0, Swiss Academic Software GmbH

Leica Application Suite, Version 4.8.0, Leica Microsystems CMS GmbH

Microsoft Word, Version 2111, Microsoft Office 365

Microsoft Excel, Version 2111, Microsoft Office 365

Microsoft PowerPoint, Version 2111, Microsoft Office 365
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3 Methoden

Die Reihenfolge der durchgefuhrten Untersuchungen wird in Abbildung 2
vereinfacht dargestellt. Aufgrund der positiven Reaktionen gegen HPV Proteine
in nicht veroffentlichen Voruntersuchungen von Préparaten Vaskularer
Anomalien, erfolgte eine immunhistochemische Farbung auf HPV16 E6/18 EG6.
Dies wurde zunachst an neun VA-Praparaten durchgefihrt. Anschlie3en folgte
eine immunhistochemische Untersuchung mit Antikdrpern gegen HPV16 L1,
HPV16 E1l/E4, HPV16 E7, HPV18 E7 und dem Anti-Human-Papillomavirus-
Antikorper der Firma Dako. Als nachster Schritt wurden die neun Praparate mit
dem CINtec® Kit untersucht zur Farbung von pl6'NK4 Es erfolgte dann die
Farbung mit dem CINtec® Plus Kit zur weiteren Untersuchung von p16'Nk42 und
Ki67. Zur Validierung der bisherigen Ergebnisse wurden an den restlichen 18
Praparaten mit allen bisher verwendeten Antikérpern immunhistochemische
Untersuchungen durchgefiihrt. Abschlielend erfolgten immunhistochemische
Farbungen an 20 Oropharynxkarzinompréparaten als Kontrollgewebe. Hier
wurden nach dem gleichen Farbeschema wie bei den VA-Praparaten
vorgegangen und die gleichen Antikdrper gegen HPV eingesetzt. Aufgrund der
durch das Institut fir Pathologie bereits durchgefiihrten p16'NK4a-Farbung wurde
bei den Karzinompraparaten auf eine Farbung mit dem CINtec® Kit verzichtet.
Zusatzliche erfolgte durch andere Mitglieder unserer Arbeitsgruppe die
Untersuchung von VA-Praparaten mit der hochsensitiven VirCapSeq-VERT-
Methode.
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Untersuchung der Arbeitsgruppe, nicht veroffentlich:
Positive Farbung in VA-Praparaten auf HPV

l

Farbung von 9 VA-Praparaten auf HPV16 E6/18 E6:
in 3 Praparaten positive Reaktion in GefaBendothel
und in 6 Praparaten in Nerven

l

Weitere Farbungen mit HPV16 E1/E4-, E7-, L1- und HPV18
E7- AK sowie Anti-Human Papillomavirus-AK:
auffallig starke positive Reaktion auf HPV 16 L1-AK, sonst
keine wesentliche positive Reaktion

l

Farbung mit CINtec®-KIT:
positive Reaktionen in 1 Préparat in GefaBendothel

l

Farbung mit CINtec® Plus-KIT:
keine positive Reaktion

l

Farbung von 18 weiteren VA-Prdparaten mit allen oben
genannten Antikorpern:
keine Anderung zu den bisher beobachteten Ergebnissen

Untersuchung von VA-Praparaten mit der Farbung von 20 Oropharynxkarzinompraparaten
hochsensitiven VirCapSeq-VERT- Methode: als Kontrolle mit den oben genannten
Kein Hinweis auf virale Transkripte Antikérpern

(nicht Teil der vorliegenden Arbeit)

Abbildung 2. Zusammenfassung des Ablaufes der Untersuchungen. Positive Reaktionen auf
HPV- Proteine in VA-Praparaten in nicht veréffentlichten Untersuchungen. AnschlieRend Farbung
von neun VA-Praparaten gegen HPV16 E6/18 E6. Im Anschluss weitere Untersuchungen mit den
Antikérpern HPV16 L1, HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV18 E7 und dem Anti-Human-
Papillomavirus-Antikérper der Firma Dako. Im nachsten Schritt wurden die neun Praparate mit
dem CINtec® Kit und dann dem CINtec® Plus Kit untersucht. Anschlieend wurden 18 weitere
VA-Préparate mit den bisherigen Antikérpern untersucht. Zuletzt wurden 20
Oropharynxkarzinompraparate als Kontrollgewebe mit den bisher benutzten Antikérpern gefarbt.
Zusatzlich wurden durch weitere Mitglieder der Arbeitsgruppe VA-Préparate mit der VirCapSeq-
VERT-Methode untersucht.
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3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Fixieren und Einbetten

Um die frischen Praparate zu fixieren, wurden sie zuerst in 4 % Formalin gelegt.
Dabei wurden die Schnitte je nach Grol3e 24 - 48 Stunden in Formalin belassen.
Als nachster Schritt erfolgte die Entwasserung der Praparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe. Die Schnitte wurden fir jeweils 2 h in 70 %, 90 %
und 100 % Ethanol gelegt und anschliel3end fiir weitere 2 h in RotiHistol. Alle
Schritte der Fixierung wurden bei 40 °C durchgefuhrt. Zuletzt wurden die
Gewebeproben Uber Nacht in eine Ausgussstation mit fllissigem Paraffin gelegt

und in vorgefertigten Formen zu Blocken gegossen.

3.1.2 Schneiden der Praparate

Die Paraffinbldcke wurden bei 4 °C Gber Nacht gelagert. Vor dem Schneiden der
Blocke wurden sie auf einer Kihlplatte auf -20 °C heruntergekihlt und
anschlieRend in 3 um dicke Scheiben geschnitten. Danach wurden die Praparate
in einer mit H20 geflllten Kivette auf die Objekttrager gezogen. Als letzter Schritt
wurden die Objekttrager in ein 45 °C warmes Wasserbad (Aqua dest.) gelegt, um

die Praparate zu glatten.

3.1.3 Immunhistochemische Farbung

Zur immunhistochemischen Farbung der Praparate wurde die (Strept-) Avidin-
Biotin-Methode  verwendet. Dies ist eine immunhistochemische
Standardmethode zum qualitativen Nachweis Antigen- bindender Antikrper. Bei
dieser Methode wird zuerst ein gewebsspezifisches Antigen mit einem
Priméarantikdrper markiert. AnschlieRend wird ein biotinylierter
Sekundarantikorper hinzugegeben, der den Primarantikbrper bindet und
spezifisch fur die Immunglobuline der Prim&rantikérper-herstellenden Spezies ist.
Durch die Hinzugabe des Avidins, welche Peroxidase enthalt, bindet dieses an
das Biotin des Sekundarantikorper. Diese Avidin-Peroxidase + Biotin-Verbindung

kann mit Hilfe eines Chromogens sichtbar gemacht werden.

Vor Durchfihrung der Farbung wurden die zu farbenden Préparate fir eine
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Stunde in einen Warmeschrank bei 60 °C gelegt. AnschlieRend lagen die
Schnitte fur 30 min in RotiHistol (Entparaffinierung) und danach fur 10 min in
100 % Ethanol . Als nachstes erfolgte die Blockierung der endogenen
Peroxidasen fir 30 min in 200 ml Methanol, welches 6 ml 30 % H20:2 enthalt.
Daraufhin wurde die Entparaffinierung mit einer absteigenden Alkoholreihe
fortgesetzt. Die Praparate wurden fur jeweils 10 min in je 100 %, 90 % und 70 %
Ethanol gelegt. Dann wurden die Schnitte in Aqua dest. fir 5 min gespult. Sodann
wurden die Praparate in einem 10 mmol/l Na-Citrat Puffer bei 100 °C gekocht
und kihlten danach fir 30 — 45 min in diesem ab. Anschlielend wurden die
Schnitte fir 30 min in TBS gelegt. Als nachster Schritt wurde das zu farbende
Gewebe mit einem Fettstift umkreist, um ein Abschwemmen der
Antikdrperlosung zu verhindern. Der Primarantikérper wurde im oben (Tabelle 6)
angegebenen Verhaltnis mit Antibody Diluent verdinnt. Nun wurde der verdiinnte
Primarantikdrper auf den Proben verteilt und die Praparate in einer feuchten
Kammer fur 12 h bei 5 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit kamen die
Schnitte bei 37 °C fir 60 min in einen Warmeschrank. AnschlielRend wurden sie
in drei frischen Kivetten fir jeweils 5 min in PBS gespdilt. Danach wurde der
Sekundarantikdrper hinzugegeben und alles ftir 30 min in einer feuchten Kammer
inkubiert. Daraufhin erfolgte wieder ein Spulgang mit PBS fir jeweils 5 min in 3
verschiedenen Kuvetten. Anschlieend erfolgte die Zugabe des Avidin-Biotin
Komplex (ABC) und eine 30-minitige Inkubation in der feuchten Kammer bei
Raumtemperatur. Die Schnitte wurden dann erneut in PBS fir jeweils 5 min
gespult. Darauf folgte die 15-mintige Inkubation mit dem DAB-Gemisch in der
feuchten Kammer. Als néchstes wurden die Praparate in Leitungswasser und
danach dreimal in Aqua dest. fur jeweils 5 min gespult. Es erfolgte im Anschluss
die Gegenfarbung mit Hamalaun, dazu wurden die Praparate insgesamt
sechsmal kurz in Hamalaun eingetaucht, erst unter flieRendem Leitungswasser
gespult, danach eine Minute in Leitungswasser gewaschen. Daraufhin wurden
die Schnitte kurz in Aqua dest. eingetaucht und anschlieBend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Vor dem Eindecken wurden die Praparate

zwei Mal jeweils fir 5 min in RotiHistol getaucht und anschliel3end eingedeckt.

32



Methoden

3.1.4 Farbung mit dem CINtec® Kit

Das CINtec® Kit wurde eingesetzt, um das Protein p16'Nk4a in Zellen anzufarben.
Die Farbung wurde nach der Anleitung zur manuellen Farbung im Handbuch des
CINtec® Kits durchgefiihrt. Die Rehydrierung wurde analog zu Kapitel 3.1.3
durchgefuhrt. Zuerst wurden die Praparate fur 20 min in RotiHistol gelegt.
Anschlie3end folgte eine absteigende Alkoholreihe mit 100 %, 90 % und 70 %
Ethanol fir je 5 min. Zuletzt wurden die Schnitte fir 5 min in Aqua dest. gestellt.
Die Epitope Retrieval Solution wurde gemal Protokoll im Verhaltnis 1:10 mit
Aqua dest. verdinnt. Diese Losung wurde zur Demarkierung der Praparate
verwendet und im Wasserbad auf 90 °C erhitzt. Als nachstes wurden die Schnitte
in dieser Demarkierungslésung fur 20 min bei Raumtemperatur abgekunhlt.
Anschlieend wurden die Objekte fur 5 min in Waschpuffer gespult; alle
Waschpuffer wurden gemal der Anleitung mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:10
verdunnt. Jeder weitere Inkubationsschritt der Farbung bis zur Gegenfarbung
erfolgte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Zuerst wurden 200 pl
Peroxidase-Blockierungsreagenz auf jedes Praparat pipettiert und dann fiir 5 min
inkubiert. Als nachstes erfolgte ein Waschgang fur 5 min in Waschpuffer.
Daraufhin wurden 200 pl der Primarantikérperlésung auf jeden Schnitt gegeben
und fur 30 min inkubiert. Anschlie3end erfolgte wieder eine Waschung fur 5 min
in Waschpuffer. Danach wurde jeweils 200 ul Visualisierungsreagenz auf jedes
Praparat pipettiert und fur 30 min in der feuchten Kammer belassen. Fir das
DAB-Gemisch wurden 2 ml DAB-Substrat und zwei Tropfen DAB-Chromogen
gemischt, von diesem Gemisch wurden dann 200 pl auf jeden Schnitt pipettiert
und 10 min inkubiert. Als letzter Schritt vor der Gegenfarbung wurden die
Objekttrager in Aqua dest. gespult. Anschlieend wurden die Praparate
insgesamt sechsmal in Hamalaun eingetaucht. Danach wurden diese erst unter
flieBend Leitungswasser, dann flr eine Minute in einer Kulvette mit
Leitungswasser gespuilt. Anschliel3end wurden die Objekte kurz in Aqua dest.
getaucht. Daraufhin erfolgte die Rehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe. Als letztes wurden die Praparate fir jeweils 5 min in zwei Kivetten

mit RotiHistol gestellt und dann eingedeckt.
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3.1.5 Farbung mit dem CINtec Plus® Kit

Im Gegensatz zum CINtec® Kit farbt das CINtec-Plus® Kit nicht nur das Protein
pl6'NK4a sondern auch Ki67 als Proliferationsmarker an. Die p16'Nk42 -Farbung
zeigt sich als braunes Signal in gefarbten Zellen, die Ki67-Farbung hingegen
ergibt ein rotes Signal im Zellkern. Sofern beide Farbungen in der gleichen Zelle
auftreten, ist eine Infektion mit HP-Viren sehr wahrscheinlich.

Die manuelle Farbung mit dem CINtec-Plus® Kit wurde entsprechend der
Anleitung zur maschinellen Farbung und der manuellen Anleitung fir das
normale CINtec® Kit abgeleitet. Als erster Schritt wurde eine Rehydrierung der
Praparate durchgefihrt. Die zu farbenden Préaparate wurden zunéchst fir 20 min
in RotiHistol gelegt (Entparaffinierung). Anschlielend folgte eine absteigende
Alkoholreihe mit 100 %, 90 % und 70 % Ethanol fur jeweils 10 min. Zuletzt
wurden die Schnitte fur 5 min in Aqua dest. gespult. Die Epitope Retrieval
Solution wurde gemafR Anleitung im Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdinnt und
danach im Wasserbad auf 90 bis 95 °C erhitzt (= Demarkierungslosung). Als
nachstes kamen die Objekttrager in die erhitzte Demarkierungslésung und
wurden mit dieser im Wasserbad auf 90 °C erhitzt und fir 20 min bei dieser
Temperatur belassen. Danach erfolgte die Abkihlung der Praparate in der
Demarkierungslosung bei Raumtemperatur und anschlielender Spulung fur
5 min in Waschpuffer. Alle Waschpufferlésungen wurden gemafR der Anleitung
mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Alle nachfolgenden
Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
durchgefuhrt. Als nachster Schritt folgte die Blockierung der endogenen
Peroxidasen. Dazu wurden 200 pl Peroxidase-Blockierungsreagenz auf jedes
Praparat pipettiert und anschlieRend fir 5 min inkubiert. Danach erfolgte eine
Spulung far 5 min in Waschpuffer. Darauf folgte die Inkubation mit dem
Primérantikdrper, je 200 ul pro Schnitt, fir 30 min. Als nachstes wurden die
Objekttrager wieder fur 5 min in Waschpuffer gewaschen. Der nachste Schritt
war die Inkubation mit dem Visualisierungsreagenz HRP mit je 200 ul pro
Praparat fur 15 min. Danach wurden diese dreimal je 5 min in Waschpuffer
gespult. Die Visualisierungsreagenz AP wurde auf die Praparate pipettiert (200 pl
pro Praparat) und dann fir 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden die
Objekttrager dreimal fir jeweils 5 min in Waschpuffer gewaschen. Fir das DAB-

Gemisch wurde 1 ml DAB-Substrat mit einem Tropfen DAB-Chromogen
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gemischt. Dann wurde jeweils 200 pl DAB-Gemisch auf jedes Praparat pipettiert
und far 10 min inkubiert. AnschlieBend folgte je ein Waschschritt fir 5 min in
Leitungswasser und Waschpuffer. Als nachstes wurde je 200 pl Fast-Red auf die
Praparate gegeben. Dieses wurde aus 1 ml Naphthol-Phosphat-Substrat und
einem Tropfen Fast-Red-Chromogen hergestellt. Nach 15 min Inkubation folgte
je ein Waschschritt in Aqua dest. fir 5 min und fir die gleiche Dauer in
Waschpuffer. Vor der Gegenfarbung mit Hamalaun wurden die Objekttrager in
Aqua dest. gewaschen und anschliel3end insgesamt sechsmal in Hamalaun
eingetaucht. Um das Uberschissige Hamalaun abzuspulen, wurden die Schnitte
erst unter flieBendem Leitungswasser, dann fur eine Minute in Leitungswasser
gewaschen. Es folgte ein erneutes Waschen der Préaparate fir eine Minute in
Aqua dest. Danach wurde die Uberschiussige Flissigkeit abgeklopft und die
Unterseite des Objekttragers vollstandig trockengewischt. AnschlieRend wurden
8 Tropfen CINtec Plus® Mount auf jedes Praparat gegeben und darauf geachtet,
dass jedes vollstandig damit bedeckt war. Die Praparate wurden dann tber Nacht
waagerecht trocknen gelassen, bevor am darauffolgenden Tag die Schnitte fir

20 min in RotiHistol gelegt und anschlieBend eingedeckt wurden.

3.1.6 Positiv- und Negativkontrollen

Zum Nachweis der Validitat bzw. der Spezifitat wurden Positiv- und
Negativkontrollen angefertigt. Diese wurden ebenfalls immunhistochemisch
untersucht. Die Negativkontrollen wurden zum Ausschluss falsch positiver
Ergebnisse durchgefuihrt. Hierfiur wurde in der immunhistochemischen
Untersuchung der Primarantikdper gegen ein unspezifisches Negativserum der
gleichen Antikorper-Isotyps ausgetauscht. Die Ubrigen Farbungsschritte wurden
analog zu Kapitel 3.1.3 durchgefihrt. Dies erfolgte zeitgleich mit der normalen
immunhistochemischen  Untersuchung. Ein positives Signal in der
Negativkontrolle spricht somit fur eine entweder fehlerhaft durchgefiihrte
Farbung, fehlerhafte Anwendung der Reagenzien oder fiir eine niedrige Spezifitat
des Antikorpers. Zur Kontrolle, dass der jeweilige Antikbrper auch die
angegebenen Proteine erkennt, erfolgten immunhistochemische Farbungen an
Oropharynxkarzinompraparaten, die durch das Institut fur Pathologie einen

gesicherten positiven oder negativen p16'NK4a - Status haben. Eine positive
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Reaktion in einer p16'Nk4a - positiven Kontrolle lasst auf eine technisch korrekt

durchgefiihrte immunhistochemische Farbung schliel3en
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Ergebnisse nach Gewebeart

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Farbungen in den verschiedenen
Gewebsarten betrachtet. Dargestellt ist je ein Bild des jeweiligen Gewebes mit
der entsprechenden Farbung.

4.1.1 Arteriovendse Malformationen (AVM)
PR N e U g =)
By ‘:}.' 3 I :

Abbildung 3. Farbungen der AVM auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am Praparat AVM-
2 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #E1208. Es zeigen
sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) positiv angefarbt, eine VergroRerung des Ausschnitts
befindet sich am rechten oberen Bildrand. Das Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) zeigt keine
positive Farbung auf, eine VergrofRerung des Ausschnitts befindet sich am rechten Bildrand. (B)
Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. Es zeigen sich neuronale
Strukturen (schwarzer Pfeil) positiv gefarbt, eine Vergrof3erung des Ausschnitts befindet sich am
linken unteren Bildrand. Das Endothel der GefalRe (weil3er Pfeil) zeigt zudem eine leicht positive
Farbung auf, eine VergréRerung des Ausschnitts befindet sich am linken Bildrand. (C) Farbung
mit einem Antikérper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) schwach positiv gefarbt, eine VergréRerung des Ausschnitts befindet sich am
linken Bildrand. Das Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) zeigt keine positive Reaktion, eine
VergréRerung des Ausschnitts befindet sich am linken unteren Bildrand. (D) Farbung mit negative
Control mouse 1gG. Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) nicht gefarbt, eine
VergrofRerung des Ausschnitts befindet sich am linken Bildrand. Das Endothel der Gefalle
(weil3er Pfeil) zeigt ebenfalls keine positive Farbung auf, eine VergrofRerung des Ausschnitts
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befindet sich am linken unteren Bildrand. (A—C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen
Antikdrper jedoch verschiedener Chargen.

Unter den untersuchten Praparaten entsprechen AVM-1, AVM-2, AVM-3 und
AVM-4 den arteriovendsen Malformationen (siehe Tabelle 4). Die Farbung mit
dem Antikorper gegen HPV16/18 E6 wurde mit drei unterschiedlichen Chargen
desselben Antikorpers durchgefihrt. In zwei der vier Praparate wiesen sowohl
das Zytoplasma als auch der Nukleus der Endothelzellen der Gefal3e eine
positive Reaktion auf den Antikérper HPV16/18 EG6 auf. Hierbei fallt auf, dass sich
meist nur kleinere Venen positiv gefarbt zeigten, seltener Arterien. Zudem waren
nicht alle kleinen Gefal3e der Praparate positiv gefarbt, oft lagen positive Gefalie
jedoch in unmittelbarer N&he zueinander vor. In zwei der vier Praparate war
zudem eine positive Farbung vor allem der Axone kleiner peripherer Nerven zu
erkennen. Falls eine positive Reaktion der Nerven vorlag, zeigten sich dann auch
die meisten der Nerven mit einer positiven Reaktion auf den eingesetzten
Antikorper. Wie in Abbildung 3 dargestellt, zeigte sich auch ein deutlicher
Unterschied in der Intensitédt der gefarbten Strukturen abhangig von der
verwendeten Charge. Die Charge #A3013 zeigte hierbei die starkste Anfarbung,
wahrend die Charge #J1410 die schwachste Farbung zeigte. Da sich in der
Negativkontrolle mit negative control mouse IgG keine Anfarbung der oben
genannten Strukturen zeigte, konnte eine unspezifische Bindung des

Erstantikorpers ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 3).

Das Protein EG6 ist eines der beiden zentralen Onkoproteine von HPV und wurde
in Cervix-, Oropharnyx- und anderen Karzinomen immunhistochemisch
nachgewiesen (Stiasny et al. 2016). Auch das Vorliegen von HPV16 E6 im
Zytoplasma konnte bereits nachgewiesen werden (Kudzina und Golovan' 1972).
Die positive Reaktion der Endothelzellen kdnnte ein Hinweis auf eine mdgliche
Rolle von HPV bei der Entstehung bzw. Aufrechterhaltung von AVMs sein. Dass
nicht alle Gefél3e eine positive Reaktion zeigten und die positiv gefarbten oft nahe
beieinander lagen, kdnnte darauf schliel3en lassen, dass nur in den GefalR3en der
vaskularen Anomalien eine Infektion mit HP-Viren vorliegt und diese zum
weiteren Verlauf der Erkrankung beitragen. Die positive Reaktion der nervalen
Strukturen ist hingegen ein ungewdhnliches Ergebnis, da humane Papillomaviren

typischerweise nur Epithelzellen befallen. Ein Befall von nicht epithelialen Zellen
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wie Endothel oder Nervenzellen, wiirde eine neue Sichtweise auf Epidemiologie,
Pathophysiologie und vielleicht sogar fiir die Therapie bedeuten. Ahnliche
Beobachtungen machten auch die Forschungsgruppe um Fiile et al. (Fule et al.
2006). Alternativ muss dennoch auch die Mdoglichkeit einer unspezifischen
Reaktion des Primarantikorpers auf B-Galaktosidase mit den beschriebenen
Strukturen in Betracht gezogen werden, da ein p-Galaktosidase-E6-

Fusionsprotein bei der Herstellung des Antikorpers als Antigen eingesetzt wurde.

XA AR

Abbildung 4. Farbung der AVM auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und Anti-Human
Papillomavirus-Antikérper. Beispielhaft dargestellt am Praparat AVM-2 (Tabelle 4). (A)
Farbung mit einem Antikérper gegen HPV16 E1/E4. Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) negativ gefarbt. Das Endothel der GefaRe (weiRer Pfeil) zeigt zudem eine
negative Farbung auf, eine VergréRerung des Ausschnitts befindet sich am rechten oberen
Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 E7 (ED17). Es zeigen sich neuronale
Strukturen (schwarzer Pfeil) negativ gefarbt. Das Endothel der GefaRe (wei3er Pfeil) zeigt
ebenfalls eine negative Farbung auf, eine VergréRerung des Ausschnitts befindet sich am rechten
unteren Bildrand. (C) Farbung mit einem Antikbrper gegen HPV16 L1. Es zeigen sich das
Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) mit einer stark positiven Reaktion. (D) Farbung mit dem Anti-
Human Papillomavirus-Antikérper der Firma Dako (Klon K1H8). Das Endothel der Gefalie
(weiRer Pfeil) zeigt keine positive Reaktion auf, eine VergréRerung des Ausschnitts befindet sich
am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikdrper HPV16 L1 (Klon CAMVIR-1) zeigte eine auffallig

starke positive Reaktion in allen vier getesteten Pr&paraten. Hierbei waren
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sowohl Endothelzellen als auch Epithel der Haut, Muskelfasern und Nerven
positiv gefarbt. Jedoch zeigte sich die Intensitdt der Farbung teilweise
unterschiedlich stark ausgepragt. Im Praparat AVM-2 waren nahezu alle Gefalie
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma positiv (siehe Abbildung 4C). Im
Gegensatz dazu waren im Praparat AVM-1 nur das Zytoplasma der
Endothelzellen gefarbt und auch einige GefalRe ohne positive Reaktion mit dem
Antikorper. Auch die Intensitat der positiven Reaktion in den Nerven war im
Praparat AVM-1 schwéacher und meist auf Axone begrenzt, wahrend im Préparat
AVM-2 sowohl Axone als auch Schwannzellen positiv mit dem Antikorper
reagierten. Das Protein L1 ist ein sogenanntes ,Late-protein“ und fur die Bildung
des HPV- Kapsids verantwortlich. Vor allem die vermehrte Anreicherung des
Antikdrpers im Epithel der Haut wirde einer typischen positiven Farbung bei
HPV-Infektion entsprechen. Die immunhistochemischen Signale im Endothel und
den Nerven unterstitzen zwar die aufgestellte Hypothese einer HPV-Assoziation
des Gewebes, jedoch konnten Shafti-Keramat et al. zeigen, dass der verwendete
Antikdrper (CAMVIR-1) eine unspezifische Kreuzreaktion mit einem ubiquitér
vorhandenen zellularen Protein hat (Shafti-Keramat et al. 2003). Eine Reaktion
mit diesem zellularen Protein wirde die Reaktion des Endothels auch bei HPV
E6 negativen Proben, erklaren. Aus den genannten Griinden erscheint daher der
Einsatz des CAMVIR-1-Antikorpers in der Immunhistochemie nicht geeignet.

Bei der Farbung mit dem Antikdper gegen HPV16 E1/E4 zeigte sich bei den vier
Praparaten weder eine positive Reaktion der Endothelzellen noch der neuronalen
Strukturen. Auch die immunhistochemische Farbung mit dem Antikdrper
HPV16 E7 zeigte in keinem der Félle eine positive Reaktion des Endothels oder
der Nerven (siehe Abbildung 4A, B). Diese Ergebnisse sprechen eher gegen das
Vorliegen einer Infektion mit HP-Viren. Die Proteine E6 und E7 sind die einzigen
Proteine des HP-Virus, die in Krebszellen dauerhaft exprimiert werden und fur
die Zellteilung verantwortlich sind (McLaughlin-Drubin and Munger 2009). Das
Fehlen einer positiven Reaktion auf E7 lasst daher auch eher gegen eine
Infektion mit HPV schlie3en. Auch eine Infektion in der Frihphase scheint eher
unwahrscheinlich, da auch die in der frihen Phase exprimierten Proteine, wie
E1/E4, immunhistochemisch nicht nachgewiesen werden konnten. Da zudem
bekannt ist, dass die Expression von E4 mit dem Einbau der Virus-DNA in die

Wirtszelle korreliert, kann im Gegenzug vermutet werden, dass bei nicht
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vorhandenem E4 auch wenige bzw. keine Virus-DNA in den Wirt integriert wird,
was auch die fehlende positive Reaktion auf HPV16 E7 erklaren kénnte (Chow
et al. 2009).

Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antikorper der Firma Dako,
Clone K1H8, zeigte ebenfalls keine positive Reaktion des Endothels oder der
Nerven des Antikorpers in allen vier Praparaten (siehe Abbildung 4D). Der
Antikdrper von Dako ist ein etablierter Antikdrper, der fur die histopathologische
Diagnostik zugelassen ist und in vielen Studien als Antikorper zur Detektion von
HPV eingesetzt und validiert wurde (Pavai et al. 2006; lwasaki et al. 1992). Eine
fehlende positive Reaktion auf diesen Antikdrper in allen Gewebearten in den
Proben der AVMs ist ein weiterer Hinweis darauf, dass keine HPV-Proteine in
den Proben exprimiert sind. Der Antikdrper von Dako, Klon K1H8, erkennt, wie
von Iwasaki et al. beschrieben (lwasaki et al. 1992), ebenfalls das Kapsid-Protein
L1 von HPV. Die nicht vorhandene positive Reaktion mit dem Klon K1H8
unterstutzt daher die Vermutung einer unspezifischen Reaktion des Klons
CAMVIR-1.
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Abbildung 5. Farbung der AVM auf HPV18 E7 und CINtec® Histology. Beispielhaft dargestellt
am Praparat AVM-2 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV18 E7 (N-19). Es
zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) schwach positiv gefarbt. Das Endothel der
GefalRe (weilRer Pfeil) zeigt zudem eine schwache positive Farbung auf, eine VergroRerung des
Ausschnitts befindet sich am rechten Bildrand. (B) Farbung mit normal goat IgG. Es zeigen sich
neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) schwach positiv geférbt. Auch das Endothel der GefaRRe
(weil3er Pfeil) zeigt eine schwache positive Farbung, eine VergrolRerung des Ausschnitts befindet
sich am linken Bildrand. (C) Farbung mit CINtec® Histology auf p16'N%42. Das Endothel der GefaRe
(weilRe Pfeile) zeigt eine klare positive Reaktion. (D) Farbung mit CINtec® Histology, negative
control. Das Endothel der GefaRRe (weil3e Pfeile) zeigt keine positive Farbung.

Die Farbung mit dem Antikorper HPV18 E7 zeigte bei den beiden Praparaten
AVM-1 und AVM-2 eine schwache positive Reaktion an den Endothelzellen der
GefalRe sowie teilweise an den Nerven. Im Vergleich mit der negativen Kontrolle
mit normal goat IgG zeigte sich jedoch eine vergleichbare positive Reaktion an
den gleichen Geweben, sodass das Ergebnis als unspezifische Reaktion des
Antikérpers HPV18 E7 zu deuten ist (siehe Abbildung 5A, B). Fir die beiden
Ubrigen Praparate AVM-3 und AVM-4 wurde aufgrund der bekannten
unspezifischen Reaktion auf den Antikérper und der Limitierung der Proben (rare
disease) auf die immunhistochemische Farbung verzichtet. Kritisch anzumerken
ist, dass laut Herstellerangaben der Antikorper HPV18 E7 nicht spezifisch fur die
Immunhistochemie ausgewiesen ist. Dies konnte die unspezifische Reaktion
erklaren.
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Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte bei drei der vier AVM-Proben
keine positiven Reaktionen auf p16'Nk4a, Im Praparat AVM-2 zeigten sich einzelne
GefalRe der arteriovendsen Malformation mit einer positiven Farbung im Bereich
des Zytoplasmas als auch im Zellkern (siehe Abbildung 5C). Zuséatzlich waren in
tieferen epithelialen Schichten der Haut eine positive Reaktion auf den p16'Nk4a -
Antikorper zu erkennen. Das CINtec® Histology Kit ist ein etabliertes Farbungskit
zum Nachweis von p16'Nk42 (Bergeron et al. 2010; Darragh et al. 2012; Galgano
et al. 2010; Ordi et al. 2009). Die positive Reaktion im Bereich des
Gefallendothels in Praparat AVM-2 kann als Hinweis auf eine Infektion mit HPV
gedeutet werden. Meijer-Jorna und Mitarbeiter konnten ebenfalls in ihrer
Untersuchung eine positive Reaktion auf p16'NK42 in einer AVM nachweisen
(Meijer-Jorna et al. 2012). Andere Griinde, die zu einer Erhdhung der p16'Nk4a-
Konzentration in den Zellen flhren, wie z.B. Seneszenz der Zellen, kénnen mit
dieser Farbemethode jedoch nicht ausgeschlossen werden (Salama et al. 2014).
Zur Erhohung der Nachweis-Wahrscheinlichkeit auf eine Infektion mit HPV
sollten weitere Untersuchungen wie z.B. eine zusatzliche Farbung mit Ki67 als
Proliferationsmarker durchgeftihrt werden. Die positive Reaktion im Hautepithel
im Praparat AVM-2 sind als normal zu interpretieren, da sich die Epithelzellen der
Haut standig teilen und p16™K42 eine unkontrollierte Teilung in den
ausdifferenzierten Epithelzellen verhindert (Idda et al. 2020).
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4.1.2 Lymphatische Malformationen (Lymphangiome)
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Abbildung 6. Farbung der Lymphangiome auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am
Praparat LM-1 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5)
#E1208. Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) nur sehr schwach positiv gefarbt,
eine VergroRerung des Ausschnitts befindet sich am rechten oberen Bildrand. Das Endothel der
GefaRe (weilRer Pfeil) zeigt zudem eine sehr leicht positive Reaktion, eine VergrofRerung des
Ausschnitts befindet sich am rechten unteren Bildrand. Insgesamt mussen die nur sehr schwach
positiven Reaktion hier als unspezifisch gewertet werden. (B) Farbung mit einem Antikdrper
gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) nur
sehr schwach positiv geféarbt, eine VergroRerung des Ausschnitts befindet sich am rechten
unteren Bildrand. Das Endothel der GefalRe (weil3er Pfeil) zeigt auch eine nur schwach positive
Reaktion, eine VergréRerung des Ausschnitts befindet sich am rechten oberen Bildrand. (C)
Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. Das Endothel der Gefal3e
(weiBer Pfeil) zeigt sich hier negativ gefarbt, eine VergréRerung des Ausschnittes befindet sich
am rechten unteren Bildrand. (D) Farbung mit negative Control mouse IgG. Es zeigen sich
neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) und Endothel der GefaRe (weil3er Pfeil) ohne positive
Reaktion, eine VergroRerung der relevanten Ausschnitter befindet sich am rechten bzw. linken
Bildrand. (A—C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen Antikérper jedoch mit
verschiedenen Chargen.

Unter den untersuchten Praparaten zahlen LM-1, LM-2 und LM-3 zu den
Lymphangiomen (siehe Tabelle 4). Die Farbung mit dem Antikérper gegen
HPV16/18 E6 wurde mit drei unterschiedlichen Chargen desselben Antikorpers
durchgefuhrt. In zwei der drei Praparate reagierte das Zytoplasma der
Endothelzellen der GefalRe schwach positiv auf den Antikérper HPV16/18 E6. Die
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positiv angefarbten Gefal3e lagen dabei meist im Bereich der Malformation. In
zwei der drei Praparate war zudem eine positive Farbung vor allem der Axone
kleiner peripherer Nerven zu erkennen. Dies war besonders deutlich im Praparat
LM-3 zu erkennen. Die positive Reaktion der Nerven zeigte sich in den meisten
Praparaten. Zudem, wie in Abbildung 6 dargestellt, zeigte sich auch bei den
Lymphangiomen ein deutlicher Unterschied in der Intensitdt der gefarbten
Strukturen abhéngig von der verwendeten Charge. Die Charge #A3013 zeigte
hierbei die starkste Anfarbung, wahrend Charge #J1410 die schwachste Farbung
zeigte. Da sich in der Negativkontrolle mit negative control mouse IgG keine
Anfarbung der oben genannten Strukturen zeigte, gab es keine Hinweise auf eine

unspezifische Reaktion gegen das verwendete Isotop.

Das Protein E6 ist eines der Major-Onkoproteine von HPV und wurde in Cervix-,
Oropharnyx- und anderen Karzinomen immunhistochemisch nachgewiesen
(Stiasny et al. 2016). Auch das Vorliegen von HPV16 E6 im Zytoplasma ist
bekannt (Kudzina und Golovan' 1972). So koénnte hier die positive Reaktion der
Endothelzellen ein Hinweis auf eine Assoziation von HPV mit der Entstehung
bzw. Aufrechterhaltung von Lymphangiomen sein, vor allem da fast alle
gefarbten Praparate eine solche positive Reaktion zeigten. Die positive Reaktion
der nervalen Strukturen in 2/3 der Praparate deutet verstarkt auf einen
maoglichen, nicht epithelialen Befall von HP-Viren hin. Die Forschungsgruppe um
Fule et al. beschrieb bereits im Jahr 2006 vergleichbare Beobachtungen (File et
al. 2006). Ein Befall von nicht epithelialen Zellen, wie Endothel oder Nerven,
wirde eine neue Sichtweise auf Epidemiologie, Pathophysiologie und vielleicht
sogar fir die Therapie bedeuten. Eine weitere Madoglichkeit ware eine
unspezifische Reaktion des Primarantikorpers auf B-Galaktosidase, da bei der
Herstellung des Primarantikbrpers ein [-Galaktosidase-E6-Fusionsprotein

verwendet wurde.
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Abbildung 7. Farbung der Lymphangiome auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und Anti-
Human Papillomavirus-Antikdrper. Beispielhaft dargestellt am Praparat LM-1 (Tabelle 4). (A)
Farbung mit einem Antikérper gegen HPV16 E1/E4. Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) negativ gefarbt, eine Vergrdl3erung des Ausschnittes befindet sich am rechten
oberen Bildrand. Das Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) zeigt ebenfalls eine negative Farbung
auf. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 E7 (ED17). Neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) und Endothel der Gefalle (weiBer Pfeil) zeigen keine positive Reaktion, eine
VergrofRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten oberen Bildrand. (C) Farbung mit einem
Antikdrper gegen HPV16 L1 (Klon CAMVIR-1). Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer
Pfeil) positiv gefarbt, eine Vergroferung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren
Bildrand. Das Endothel der GefaRRe (weilRer Pfeil) zeigt zudem eine positive Farbung auf. Weiter
ist eine positive Reaktion des Epithels der Haut zu erkennen. (D) Farbung mit dem Anti-Human-
Papillomavirus-Antikdrper der Firma Dako (Klon K1H8). Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) negativ gefarbt, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten
oberen Bildrand. Das Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil) zeigt hier eine leicht positive Reaktion,
eine VergroRRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikdrper HPV16 L1 zeigte eine stark positive Reaktion in
allen drei Praparaten. Es zeigten sich hier sowohl GefaRendothel als auch
Hautepithel, Muskelfasern und Nerven positiv gefarbt. Die positiven Reaktionen
im Hautepithel traten vor allem in den oberflachlicheren Schichten auf. Die
Farbeintensitat war bei allen drei Praparaten ungeféhr gleich. Im Gefafl3endothel
war eine deutliche positive Reaktion des Zytoplasmas und des Zellkerns
erkennbar. Die positive Reaktion der Nerven beschrankte sich auf die Axone, die

Schwannzellen zeigten keine positive Reaktion (siehe Abbildung 7C, schwarzer
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Pfeil). Das Protein L1 ist ein sogenanntes ,Late-protein“ des HPV-Zyklus und fur
die Bildung des Kapsids, der Virushulle, verantwortlich. Die positive Reaktion der
Epithelzellen entspricht dem typischen Infektionsort des HPV. Der
immunhistochemische Nachweis von HPV16 L1 in den Nerven und dem
Endothel unterstitzt zunachst die Hypothese einer moglichen Rolle von
Humanen Papillomaviren bei der Entstehung von Vaskularen Malformationen.
Dass der verwendete Antikdrper-Klon CAMVIR-1 unspezifische Kreuzreaktionen
mit einem zellularen Protein aufweist, welches in fast allen Zellen vorkommt,
konnten Shafti-Keramat und Mitarbeiter bereits im Jahr 2003 belegen (Shafti-
Keramat et al. 2003). Diese unspezifische Kreuzreaktion liefert zudem eine
Begriindung, warum alle Gefél3e eine positive Reaktion zeigten, im Vergleich zur
Farbung mit HPV16/18 E6. Ein Vorliegen von HP-Viren in Gefalen oder Nerven,
die in beiden immunhistochemischen Farbungen eine positive Reaktion zeigten,

konnte weder ausgeschlossen noch bestatigt werden.

Bei der Farbung mit einem Antikbper gegen HPV16 E1/E4 zeigte sich bei keinem
der drei Praparate eine positive Reaktion der Endothelzellen oder der Nerven.
Auch die immunhistochemische Farbung mit dem Antikérper HPV16 E7 zeigte
bei keinem der drei Praparate eine positive Reaktion in diesen beiden
Gewebstypen (siehe Abbildung 7A, B). Diese Ergebnisse sprechen eher gegen
die Hypothese einer Infektion mit HP-Viren. Zudem macht das Fehlen einer
positiven Reaktion auf E4 einen aktiven Einbau der Virus-DNA in die Wirtszelle
unwahrscheinlich (Chow et al. 2009).

Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antikbrper von Dako zeigte in
den Proben LM-2 und LM-3 keine positive Reaktion des Endothels oder der
Nerven. Im Praparat LM-1 zeigte sich hingegen eine schwach positive Reaktion
im Zytoplasma des Gefaliendothels (siehe Abbildung 7D). Eine positive Reaktion
der Nerven war nicht zu beobachten. Der Antikdrper von Dako ist ein etablierter
Antikorper, der auch fur pathologische Untersuchungen zugelassen ist und in
vielen Studien als Antikorper zur Detektion von HPV eingesetzt und bestatigt
wurde (lwasaki et al. 1992; Pavai et al. 2006). Die schwach positive Reaktion des

Lymphangioms unterstitzt weiter die aufgestellte Hypothese.
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Abbildung 8. Farbung der Lymphangiome auf HPV18 E7 und CINtec® Histology.
Beispielhaft dargestellt am Préparat LM-1 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen
HPV18 E7 (N-19). Das Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) zeigt eine positive Reaktion auf, eine
VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (B) Farbung mit
normal goat IgG. Es zeigen neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) und Endothel der GefalRe
(weilRer Pfeil) eine braune Farbung auf, eine VergroRerung der Ausschnitte befindet sich am
rechten Bildrand. (C) Farbung mit CINtec® Histology auf p16'Nk4a Es zeigen sich neuronale
Strukturen (schwarzer Pfeil) negativ gefarbt, eine VergroéRerung des Ausschnittes befindet sich
am rechten oberen Bildrand. Das Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) zeigt ebenfalls eine negative
Reaktion. (D) Farbung mit CINtec® Histology, negative control. Das Endothel der Gefal3e (weil3er
Pfeil) zeigt keine positive Farbung auf, eine VergrofRerung des Ausschnittes befindet sich am
rechten oberen Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikérper HPV18 E7 zeigte bei allen Praparaten eine
positive Reaktion an den Endothelzellen der Gefal3e sowie teilweise an den
Nerven. Im Vergleich mit der negativen Kontrolle mit normal goat IgG zeigte sich
jedoch eine positive Reaktion an den gleichen Stellen, weshalb das Ergebnis als
unspezifische Reaktion (Hintergrund) zu deuten ist (siehe Abbildung 8A, B). Auch
hier ist kritisch anzumerken, dass laut Herstellerangaben der Antikdrper HPV18
E7 nicht spezifisch fir die Immunhistochemie ausgewiesen ist, wodurch die

unspezifische Reaktion unter anderem zu erklaren ware.

Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte bei allen drei Proben (LM-1,
LM-2, LM-3) keine positiven Reaktionen auf p16'Nk4a, Das CINtec® Histology Kit
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ist ein etabliertes Farbungskit zur Erkennung von tberexprimiertem p16!NK4a und
damit verbundenem Hinweis auf einen Tumor und wird in der
histopathologischen Diagnostik regelmaf3ig eingesetzt (Bergeron et al. 2010;
Darragh et al. 2012; Galgano et al. 2010; Ordi et al. 2009). Die negative p16'NK4a-
Reaktion in Lymphangiomproben spricht daher eher gegen eine Infektion mit
HPV. Unsere Ergebnisse liefern fir die Lymphangiome einige Hinweise, die fur
eine Infektion mit HPV sprechen. In der Literatur sind zudem Falle beschrieben,
die eine HPV-Infektion bei erworbenen genitalen Lymphangiomen beschreiben
(Cestaro et al. 2015). Eine Untersuchung zum Nachweis von HPV-DNA wurde
immunhistochemisch hier jedoch nicht durchgefuhrt. Hierzu wurde durch die
Arbeitsgruppe um Franke et al. eine Analyse mittels Virom-Sequenzierung
durchgefuhrt, wie unten beschrieben (Franke et al. 2018).

4.1.3 Vendse Malformationen (VeM)

Abbildung 9. Farbung der VeM auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am Préaparat VeM-3
(Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #E1208. Es zeigen
sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) deutlich positiv gefarbt. Das Endothel der Gefalie
(weilBer Pfeil) zeigt im Gegensatz eine negative Farbung auf. (B) Farbung mit einem Antikérper
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gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) stark
positiv geférbt. Das Endothel der GefélRe (wei3er Pfeil) zeigt zudem keine Reaktion. (C) Farbung
mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) positiv gefarbt. Das Endothel der GefalRe (weilRer Pfeil) zeigt zudem eine
negative Farbung auf. (D) Farbung mit negative Control mouse IgG. Es zeigen sich neuronale
Strukturen (schwarzer Pfeil) und Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil) ohne positive Reaktion. (A—
C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen Antikérper jedoch mit verschiedenen Chargen.

Unter den untersuchten Préparaten zdhlen VeM-1, VeM-2 und VeM-3 zu den
vendsen Malformationen (siehe Tabelle 4). Die Farbung mit dem Antikorper
gegen HPV16/18 E6 wurde mit drei unterschiedlichen Chargen (Lots) desselben
Antikorpers durchgefihrt. In keinem der drei Pr&parate reagierten
GefalRendothelzellen positiv auf den Antikérper HPV16/18 E6. In zwei der drei
Praparate zeigte sich jedoch eine deutliche positive Reaktion der peripheren
Nerven mit dem Antikdrper. In den Nerven waren vor allem die Axone positiv
gefarbt. Wie in Abbildung 9 dargestellt, zeigte sich auch ein deutlicher
Unterschied in der Intensitat der gefarbten Strukturen abhangig von der
verwendeten Charge. Diesmal ist jedoch zu beobachten, dass die Chargen
#A3013 und #E1208 eine vergleichbare Intensitat in der Farbung zeigten. Die
immunhistochemische Reaktion mit Charge #J1410 zeigte ein vergleichsweise
schwaches Farbergebnis. Da sich in der Negativkontrolle (negative control
mouse IgG) keine Anfarbung der oben genannten Strukturen zeigte, konnte eine

unspezifische Reaktion des Primarantikdrpers ausgeschlossen werden.

Das HPV-Onkoprotein E6 wurde zuvor in Cervix-, Oropharnyx- und anderen
Karzinomen immunhistochemisch nachgewiesen (Zur Hausen 2000). Ein
Nachweis von HPV E6 in nervalen Strukturen ist jedoch bisher, wie bereits oben
beschrieben, nur von der Arbeitsgruppe um Flle et al. beobachtet worden (Fule
et al. 2006). Die Arbeitsgruppe um File verwendete fur ihre Untersuchung den
gleichen Antikorper (HPV16/18 E6 (Klon C1P5), Tabelle 6), die auch in dieser
Studie eingesetzt wurden. Weitere Beschreibungen einer positiven Reaktion
nervaler Strukturen auf HPV E6 finden sich aktuell nicht in der Literatur. Die
Bedeutung im Falle einer nervalen Infektion mit HPV fir die Epidemiologie,
Pathophysiologie und Therapie ist aktuell noch nicht abschlieend geklart.
Jedoch ist auch aufgrund der unterschiedlich starken Reaktion der
verschiedenen Antikérper-Chargen eine unspezifische Reaktion in nervalen
Strukturen auf B-Galaktosidase mit diesen Antikérpern nicht auszuschliel3en.

Diese unspezifischen Reaktionen sind mdglich, da das Antigen fir die
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Antikdrperherstellung in einigen Fallen an B-Galaktosidase gebunden war. Da es
sich bei diesen Antikdrpern auch um monoklonale Antikdrper handelt, ware eine

suboptimale Selektierung von Klonen bei der Antikdrperherstellung denkbar.

Abbildung 10. Farbung der VeM auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und Anti-Human
Papillomavirus-Antikorper. Beispielhaft dargestellt am Préaparat VeM-3 (Tabelle 4). (A) Farbung
mit einem Antikdrper gegen HPV16 E1/E4. Es zeigen neuronale (schwarzer Pfeil) und
endotheliale Strukturen (weil3er Pfeil) eine negative Farbung. (B) Farbung mit einem Antikdrper
gegen HPV16 E7 (ED17). Es zeigen sich neuronale (schwarzer Pfeil) und endotheliale Strukturen
(weil3er Pfeil) ohne positive Reaktion. (C) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 L1. Das
Endothel der GefaRe (weiRer Pfeil) zeigt eine positive Farbung auf, eine VergrofRerung des
Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (D) Féarbung mit dem Anti-Human-
Papillomavirus- Antikorper der Firma Dako (Klon K1H8). Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) negativ geféarbt. Das Endothel der GefaRe (weiRer Pfeil) zeigt ebenfalls eine
negative Farbung auf.

Die Farbung mit dem Antikorper HPV16 L1 zeigte eine stark positive Reaktion in
allen drei Praparaten. Sowohl GefaRendothel als auch Epithel der Haut,
Muskelfasern und Nerven zeigten sich positiv. Ein Unterscheid der Intensitat der
positiven Reaktion war zwischen den Proben nicht zu erkennen. Im
Gefallendothel war eine deutliche positive Reaktion des Zytoplasmas und des
Zellkerns zu erkennen (siehe Abbildung 10C). Als Late-protein L1 ist fur die
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Bildung des Kapsids, der Virushille, verantwortlich. Die positiven Reaktionen der
Haut entsprechen einer normalen HPV-Infektion. Der Nachweis des Proteins L1,
vor allem in den Zellkernen des Gefaliendothels und in den Nerven, unterstitzte
zunachst die Annahme einer moglichen Rolle humaner Papillomaviren bei der
Entstehung von Vaskularen Anomalien. Die Gruppe um Shafti-Keramat et al.
zeigte bereits vor einigen Jahren, dass der verwendete Antikorperklon CAMVIR-
1 eine unspezifische Kreuzreaktion mit einem nicht viralen zellularen Protein hat
(Shafti-Keramat et al. 2003). Diese unspezifische Kreuzreaktion erklart zudem,
warum alle Gefal3e im Vergleich zur Farbung mit HPV16/ 18 E6 eine positive
Reaktion zeigten. Ein Vorliegen von HP-Viren in GefalRen oder Nerven konnte
hierdurch weder ausgeschlossen noch bestatigt werden. Ein weiterer Einsatz des
CAMVIR-1-Antikorpers in der Immunhistochemie ist daher aus unserer Sicht
nicht empfehlenswert.

Die Farbung mit einem Antikbper gegen HPV16 E1/E4 ergab keine positive
Reaktion der Endothelzellen oder der Nerven. Auch in der Farbung mit einem
Antikorper HPV16 E7 war keine positive Reaktion in den Praparaten erkennbar
(siehe Abbildung 10A, B). Diese Ergebnisse sprechen daher eher gegen das
Vorliegen einer Infektion mit Humanen Papillomaviren. In mit HPV infizierten
Zellen werden die Proteine E6 und E7 dauerhaft exprimiert, das Fehlen eines
Nachweises von E7 spricht somit eher gegen die Annahme einer Infektion. Dies
wird durch das Fehlen der Proteine der frihen Infektionsphase, wie z.B. E4,
unterstutzt.

Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus- Antikdrper der Firma Dako
zeigte in den Proben VeM-1, VeM-2 und VeM-3 keinerlei positive Reaktion des
Endothels oder der Nerven (siehe Abbildung 10D). Der von der Firma Dako
produzierte Antikorper ist in der histopathologischen Diagnostik weit verbreitet.
Viele Studien setzten diesen Antikorper ein und bestétigten seinen Nutzen zur
Erkennung von HPV (lwasaki et al. 1992; Péavai et al. 2006). Da die Zielstruktur
des Antikorpers der Firma Dako das Kapsid von HPV ist (Iwasaki et al. 1992),
stehen die negativen Farbungen im Gegensatz zu den Farbeergebnissen mit
dem Antikorper fur L1 (CAMVIR-1). Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse
scheint jedoch die Farbung mit dem Antikorper von Dako die plausiblere, sodass

nicht von einem Vorliegen von HPV in Vendsen Malformationen auszugehen ist.
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Abbildung 11. Farbung der VeM auf HPV18 E7 und CINtec® Histology. Beispielhaft dargestellt
am Praparat VeM-3 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV18 E7 (N-19). Es
zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) positiv gefarbt, eine Vergro3erung des
Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. Das Endothel der Gefal3e (weiRer Pfeil)
zeigt ebenfalls eine positive Farbung auf, eine VergréRerung des Ausschnittes befindet sich am
rechten Bildrand. (B) Farbung mit normal goat IgG. Es zeigen sich neuronale (schwarzer Pfeil)
und endotheliale Strukturen (weiler Pfeil) mit einer schwach braunen Reaktion, eine
VergroRerung der relevanten Ausschnitte befindet sich am rechten Bildrand. (C) Farbung mit
CINtec® Histology auf p16'Nk4a Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) negativ
gefarbt. Das Endothel der GefalRe (weil3er Pfeil) zeigt zudem keine positive Reaktion, eine
VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (D) Farbung mit
CINtec® Histology, negative control. Auch hier zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil)
und das Endothel der GefaRe (weil3er Pfeil) ohne positive Reaktion, eine Vergro3erung des
Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikdrper HPV18 E7 zeigte bei allen Praparaten eine
positive Reaktion an Endothelzellen sowie teilweise auch an Nerven. Im
Vergleich mit der negativen Kontrolle (normal goat IgG) zeigte sich jedoch eine
im direkten Vergleich leicht abgeschwachte positive Reaktion an den
Endothelzellen und Nerven (siehe Abbildung 11A, B), sodass das Ergebnis als
unspezifische Reaktion (Hintergrundfarbung) des Antikérpers HPV18 E7 zu
deuten ist. Die unspezifischen Reaktionen lassen sich auch damit erklaren, dass
laut Herstellerangaben der Antikbrper HPV 18 E7 nicht spezifisch flr
Immunhistochemie ausgewiesen ist.
Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte in keiner der untersuchten
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Proben eine positive Reaktion auf p16'NK4 (Abbildung 11C). Das CINtec®
Histology Kit wird zur Erkennung von tberexprimiertem p16'Nk42 eingesetzt und
liefert dadurch Hinweise auf eine mogliche Karzinogenese in den untersuchten
Proben (Bergeron et al. 2010; Darragh et al. 2012; Galgano et al. 2010; Ordi et
al. 2009). Diese negative Reaktion auf die Proben der Vendsen Malformationen

sprechen daher eher gegen eine HPV-Assoziation.

Insgesamt zeigt die Mehrheit der Proben keine Hinweise auf eine Assoziation mit
HPV sondern eher unspezifische Reaktionen auf die eingesetzten HPV16 E6/18
E6- und HPV16 L1-Antikorper. Kritisch anzumerken ist jedoch, dass mit der
immunhistochemischen Untersuchung keine DNA von HP-Viren bestimmt
werden kann und somit eine bereits stattgehabte Infektion mit den vorliegenden
Ergebnissen nicht ausgeschlossen werden kann. Hierzu wurden durch unsere
Arbeitsgruppe  weitere  Untersuchungen mittels einer Virom-Analyse
durchgefuhrt, welche weiter unten beschrieben werden (Franke et al. 2018) und

nicht Teil der vorliegenden Arbeit sind.
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4.1.4 Vaskulare Malformationen, nicht ndher bezeichnet

Abbildung 12. Farbung der VM nos auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am Praparat VM-
1 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #E1208. Es zeigt
sich das Endothel der GeféaRe (weil3er Pfeil) ohne positive Reaktion, eine VergrolRerung des
Ausschnittes befindet sich am rechten oberen Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikbrper gegen
HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. Es zeigt sich das Endothel der GeféalRe (weil3er Pfeil) ohne positive
Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (C)
Farbung mit einem Antikérper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. Es zeigt sich das Endothel
der Gefal3e (weilRer Pfeil) ohne positive Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet
sich am rechten unteren Bildrand. (D) Farbung mit negative Control mouse IgG. Es zeigt sich das
Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) ohne positive Reaktion, eine VergréRerung des Ausschnittes
befindet sich am rechten unteren Bildrand. (A—C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen
Antikdrper, jedoch mit verschiedenen Chargen.

Unter den untersuchten Praparaten zahlen VM-1, VM-2, VM-3, VM-4 und VM-5
zu den nicht ndher bezeichneten vaskularen Malformationen (VM nos) (siehe
Tabelle 4). Die Farbung mit dem Antikorper gegen HPV16 E6/18 E6 wurde mit
drei unterschiedlichen Chargen desselben Antikorpers durchgefiihrt. In keinem
der funf Praparate zeigte sich in Endothelzellen eine positive Reaktion auf den
Antikérper HPV16 E6/18 E6 (siehe Abbildung 12A-C). Im Préaparat VM-2 zeigte
sich jedoch eine positive Reaktion in peripheren Nerven. In den Nerven waren
vor allem die Axone positiv gefarbt, die Schwannzellen zeigten sich tiberwiegend

ohne Reaktion. Ein Unterschied in der Intensitat der gefarbten Strukturen
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abhangig von der verwendeten Charge zeigte sich hierbei nicht. Da sich in der
Negativkontrolle mit negative control mouse IgG keine Anfarbung der oben
genannten Strukturen zeigte, erscheint eine unspezifische Reaktion des
Priméarantikorpers zunachst als unwahrscheinlich (siehe Abbildung 12D).

Die Rolle von EG6 als eines der beiden Major-Onkoproteine von HPV in Cervix-,
Oropharnyx- und anderen Karzinomen ist gut bekannt (Stiasny et al. 2016; Zur
Hausen 2000). Die positive Reaktion der nervalen Struktur ist hingegen
ausschlief3lich von der Arbeitsgruppe um File et al. beschrieben (Flle et al.
2006). Weitere Beschreibungen einer positiven Reaktion der Nerven auf HPV E6
finden sich aktuell in der Literatur nicht. Die Bedeutung im Falle einer nervalen
Infektion mit HPV fir die Epidemiologie, Pathophysiologie und Therapie ist
aktuell noch nicht geklart. Kritisch zu sehen ist jedoch, dass nur in einem Praparat
eine solche positive Reaktion nachweisbar war. Das kann entweder darauf
hindeuten, dass Infektionen mit HPV nur selten vorkommen, wobei eine alleinige
Infektion der Nerven nicht sehr wahrscheinlich ist, da typisches Gewebe wie
Epithel keine positive Reaktion zeigte oder dass eine unspezifische Reaktion
gegen ein in Nerven vorkommendes Protein vorliegt. Eine solche Reaktion ware
mit B-Galaktosidase denkbar, da bei der Herstellung des Antikbrper HPV16
E6/18 E6 ein B-Galaktosidase-Fusionsprotein verwendet wurde. Das Vorliegen
von B- Galaktosidase in neuronalen Strukturen ist bereits durch mehrere Studien
bekannt (Clevenger et al. 2008; Mera-Rodriguez et al. 2019).
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Abbildung 13. Farbung der VM nos auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und Anti-Human
Papillomavirus-Antikérper. Beispielhaft dargestellt am Praparat VM-1 (Tabelle 4). (A) Farbung
mit einem Antikdrper gegen HPV16 E1/E4. Es zeigt sich das Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil)
ohne positive Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren
Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 E7 (ED17). Das Endothel der GefalRe
(weil3er Pfeil) zeigt eine negative Farbung auf, eine VergrofRerung des Ausschnittes befindet sich
am rechten unteren Bildrand. (C) Farbung mit einem Antikorper gegen HPV16 L1. Es zeigen sich
neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) positiv gefarbt, eine VergréfRerung des Ausschnittes
befindet sich am rechten unteren Bildrand. Das Endothel der GefaRRe (weil3er Pfeil) zeigt ebenfalls
eine positive Farbung. (D) Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus- Antikorper der Firma
Dako (Klon K1H8). Das Endothel der GefalRe (weil3er Pfeil) zeigt sich negativ, eine VergréRerung
des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikorper HPV16 L1 zeigte eine deutlich positive Reaktion
in allen funf Préparaten. Es zeigten sich hier, wie bereits auch in den vorherigen
Untersuchungen, GefalRendothelien, Muskelfasern und Nerven positiv. Nur in
den GefalRendothelzellen waren auch die Zellkerne deutliche positiv. In den
Nerven waren vor allem die Axone positiv zu erkennen (siehe Abbildung 13C).
Als Late-protein im HPV- Zyklus ist L1 fur die Bildung des Viruskapsids
verantwortlich. Kritisch zu bemerken ist, dass L1, in HPV infizierten Zellen in den
Zellkernen zu finden ist, was in unserer Untersuchung nur in den
GefalRendothelzellen der Fall ist (Le Wang et al. 2018). Diese Beobachtung

wuirde unsere aufgestellte Hypothese unterstiitzen. Jedoch zeigte sich, dass der
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verwendete Antikorperklon CAMVIR-1 bereits in Studien untersucht wurde und
eine unspezifische Kreuzreaktion mit einem ubiquitdr vorhandenen zellularen
Protein hat (Shafti-Keramat et al. 2003). Die vielen positiven Reaktion in
unterschiedlichen Geweben lassen sich mit dieser unspezifischen Reaktion des

verwendeten Antikorpers erklaren.

Bei der Farbung mit dem Antikoper gegen HPV16 E1/E4 zeigte sich bei allen funf
Praparaten weder eine positive Reaktion der Endothelzellen noch der neuronalen
Strukturen. Auch die immunhistochemische Farbung mit dem Antikorper HPV16
E7 zeigte in keinem Préparat eine positive Reaktion des Endothels oder der
Nerven. Diese Ergebnisse sprechen eher gegen eine Infektion mit HP-Viren
(siehe Abbildung 13A, B). Die Proteine E6 und E7 sind die einzigen Proteine des
HP-Virus, die in Krebszellen dauerhaft exprimiert werden und fir die Zellteilung
verantwortlich sind. Das Fehlen einer positiven Reaktion auf E7 lasst damit eher
gegen eine Infektion mit HPV schlie3en. Unwahrscheinlich ist auch das Vorliegen
einer frihen Phase einer Infektion, da sich keine positive Reaktion auf E4 zeigte.
Ein absoluter Ausschluss der Prasenz von Virus-DNA ist jedoch mit dieser rein
immunhistochemischen Methode nicht méglich.

Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antikorper von Dako zeigte
ebenfalls keine positive Reaktion des Endothels oder der Nerven des Antikorpers
in allen funf Praparaten (siehe Abbildung 13D). In pathologischen
Untersuchungen ist der Antikérper von Dako etabliert und geprift (lwasaki et al.
1992; Pavai et al. 2006). Da der Antikdrper der Firma Dako, ahnlich wie der Klon
CAMVIR-1, das Kapsidprotein von HPV erkennt, stehen die beobachteten
Ergebnisse im Gegensatz zu den Ergebnissen der Farbung mit dem Klon
CAMVIR-1, sodass die dort beobachteten Reaktionen weiter als unspezifisch

betrachtet werden mussen.
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Abbildung 14. Farbung der VM nos auf HPV18 E7 und CINtec® Histology. Beispielhaft
dargestellt am Praparat VM-1 (A-B) und VM-3 (C-D) (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikorper
gegen HPV18 E7 (N-19). Das Endothel der GefaRe (weil3er Pfeil) zeigt negative Reaktion auf,
eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (B) Farbung mit
normal goat IgG. Das Endothel der GefaRRe (weil3er Pfeil) zeigt hier ebenfalls eine negative
Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (C)
Farbung mit CINtec® Histology auf p16'Nk4a, Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil)
negativ gefarbt. Das Endothel der GefaRe (weil3er Pfeil) zeigt keine positive Reaktion. (D)
Farbung mit CINtec® Histology, negative control. Es zeigen sich neuronale (schwarzer Pfeil) und
endotheliale Strukturen (weil3er Pfeil) ohne eine positive Reaktion.

In der Farbung mit einem Antikdrper HPV18 E7 zeigten sich in den Praparaten
VM-1 und VM-2 teilweise Endothelzellen sowie Nerven positiv. Wie bereits in den
vorherigen Untersuchungen beschrieben, zeigte sich im Vergleich mit der
negativen Kontrolle mit normal goat IgG eine identische Reaktion an den gleichen
Geweben (siehe Abbildung 14B). So ist das Ergebnis der Antikérperfarbung als
Hintergrundreaktion zu deuten. Fir die Ubrigen Praparate VM-3, VM-4 und VM-
5 wurde aufgrund der bereits bekannten unspezifischen Reaktion auf den
Antikérper und der Knappheit der Proben aufgrund der rare disease auf die
immunhistochemische Farbung mit HPV18 E7 verzichtet. Wie bereits
beschrieben muss kritisch angemerkt werden, dass laut Herstellerangaben der
Antikérper HPV18 E7 nicht spezifisch fur Immunhistochemie ausgewiesen ist.
Dies konnte die unspezifische Reaktion in der Farbung mit dem Primarantikérper
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als auch in der Negativkontrolle erklaren.

Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte bei keiner der fiinf Proben eine
positive Reaktion der Endothelzellen oder der Nerven auf p16'Nk4 (Abbildung
14C). Als Farbungskit zur Erkennung von tberexprimiertem p16'N%4a und damit
verbundenem Hinweis auf Karzinogenese wird das CINtec® Histology Kit
regelmaRig in histopathologischen Untersuchungen eingesetzt (Bergeron et al.
2010; Darragh et al. 2012; Galgano et al. 2010; Ordi et al. 2009). Die fehlenden
positiven Reaktionen sprechen dafir, dass keine HPV-Assoziation besteht.

Insgesamt deuten die Untersuchungen bei den VM nos gegen eine Infektion mit
HPV. Die positive Reaktion der Nerven auf HPV16 E6/18 E6 in VM-2 sowie die
ubiquitare positive Reaktion auf HPV L1 in allen funf Praparaten sind in der
Zusammenschau als unspezifische Kreuzreaktionen zu bewerten. Kritisch
anzumerken ist jedoch, dass mit immunhistochemischen Untersuchung allein
keine DNA von HP-Viren bestimmt werden kann und somit eine Dbereits
stattgehabte Infektion mit den vorliegenden Ergebnissen nicht ausgeschlossen
werden kann. Eine Untersuchung, ob Virus-DNA in Proben von VA vorliegt,
wurde von der Arbeitsgruppe im Rahmen der Virom-Analyse durchgefihrt

(Franke et al. 2018) und ist nicht Teil der vorliegenden Arbeit.

60



Ergebnisse und Diskussion

4.1.5 Paragangliome
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Abbildung 15. Farbung der Paragangliome auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am
Praparat PG-2 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikorper gegen HPV16/18 E6 (C1P5)
#E1208. Das Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil) zeigt eine positive Reaktion, eine Vergrol3erung
des Ausschnittes befindet sich am rechten Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen
HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. Auch hier ist eine positive Reaktion des Endothels (weilRer Pfeil)
zu erkennen, eine VergroRRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (C)
Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. Das Endothel der Gefal3e
(weilRer Pfeil) zeigt eine positive Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am
rechten unteren Bildrand. (D) Farbung mit negative Control mouse IgG. Am Endothel der Gefal3e
(weiBer Pfeil) ist keine positive Farbung zu erkennen, eine VergroRerung des Ausschnittes
befindet sich am rechten unteren Bildrand. (A—C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen
Antikdrper jedoch mit verschiedenen Chargen.

Unter den untersuchten Praparaten zéahlen PG-1, PG-2, PG-3 und PG-4 zu den
Paragangliomen (siehe Tabelle 4). Die Farbung mit dem Antikdrper gegen
HPV16 E6/18 E6 wurde mit drei unterschiedlichen Chargen desselben
Antikérpers  durchgefuhrt.  Nur im Praparat PG-2 zeigten sich
GefaRRendothelzellen positiv (siehe Abbildung 15A-C). Hierbei war meist das
Zytoplasma positiv gefarbt, Anfarbungen im Zellkern waren nur selten zu
erkennen. Da im Praparat PG-2 keine nervalen Strukturen zu erkennen waren,
liel3 sich hier keine Reaktion feststellen. Die Praparate PG-1 und PG-3 zeigten

jedoch eine schwach positive Reaktion der peripheren Nerven mit dem
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Antikérper. In den Nerven waren vor allem die Axone positiv gefarbt, die
Schwannzellen zeigten sich Uberwiegend ohne Reaktion. Wie in Abbildung 15
dargestellt, zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in der Intensitat der
gefarbten Strukturen abhangig von der verwendeten Antikdrpercharge im
Gegensatz zu den anderen Vaskularen Malformationen. Da sich in der
Negativkontrolle mit negative control mouse IgG keine Anfarbung der oben
genannten Strukturen zeigte, war eine unspezifische Reaktion des

Primarantikorpers zunachst nicht wahrscheinlich.

Das Protein E6 ist eines der besten untersuchten Proteine von humanen
Papillomaviren. Seine Rolle in der Entstehung verschiedener Tumore ist gut
erforscht und durch viele Publikationen belegt (Stiasny et al. 2016; Zur Hausen
2000). Einen Hinweis auf eine mdgliche HPV- Assoziation liefert die positive
Reaktion des Endothels sowie der Nerven in den zwei oben beschriebenen
Praparaten. In der Literatur konnte jedoch bisher nur eine Publikation von der
Arbeitsgruppe um Fule et al. gefunden werden, die eine &hnliche Beobachtung
beschreibt (Fule et al. 2006). Da bei der Herstellung des Antikorpers HPV16
E6/18 E6 ein B-Galaktosidase-Fusionsprotein eingesetzt wurde, ist auch eine
unspezifische Reaktion des Antikdrpers gegen - Galaktosidase denkbar. Ein
Vorkommen von [-Galaktosidase in Nerven wurde bereits durch mehrere
Publikationen beschrieben (Clevenger et al. 2008; Mera-Rodriguez et al. 2019).
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Abbildung 16. Farbung der Paragangliome auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und
Anti-Human Papillomavirus-Antikdrper. Beispielhaft dargestellt am Praparat PG-2 (Tabelle 4).
(A) Farbung mit einem Antikérper gegen HPV16 E1/E4. Das Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil)
weist eine negative Farbung auf, eine Vergroferung des Ausschnittes befindet sich am rechten
unteren Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 E7 (ED17). Das Endothel der
GefaRe (weiBer Pfeil) zeigt hier ebenfalls keine positive Reaktion, eine VergroRerung des
Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (C) Farbung mit einem Antikérper gegen
HPV16 L1. Das Endothel der GeféaRRe (weil3er Pfeil) zeigt hier eine positive Reaktion. (D) Farbung
mit dem Anti-Human Papillomavirus- Antikdrper der Firma Dako (Klon K1H8). Das Endothel der
Gefale (weilRer Pfeil) stellt sich negativ dar, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich
am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikérper HPV16 L1 zeigte eine stark positive Reaktion in
allen vier Praparaten. Es stellten sich hier vor allem das Endothel, aber auch
Muskelfasern und Nerven Uberall in den Proben positiv dar. Die stark positive
Reaktion in den Gefaliendothelzellen zeigte sich sowohl in den Zellkernen als
auch im Zytoplasma (siehe Abbildung 16C). Die Anfarbung in den Nerven
beschrankte sich meistens auf die Axone. Fir die Bildung des HPV-Kapsids wird
das Protein L1 bendétigt. Bekannterweise ist das Protein L1 bei
immunhistochemischen Farbungen vermehrt im Zellkern zu finden, was sich mit
den Ergebnissen der Endothelzellen deckt (Le Wang et al. 2018). Die positive
Reaktion im Bereich der Endothelzellen weist somit auf eine aktive HPV-Infektion
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mit Expression von L1 hin und wirde somit unsere aufgestellte Hypothese
unterstitzen. Wie bereits in den vorherigen Abschnitten beschrieben, konnten
Shafti-Keramat et al. jedoch bereits im Jahr 2003 zeigen, dass der verwendete
Antikorper CAMVIR-1 eine unspezifische Kreuzreaktion mit einem zellularen
Protein hat (Shafti-Keramat et al. 2003). Trotz der deutlichen Reaktion des
Endothels und nur teilweise Reaktion von anderen Gewebsarten ist eine solche
unspezifische Reaktion auch in unseren Ergebnissen wahrscheinlich.

Bei der Farbung mit dem Antikoper gegen HPV16 E1/E4 zeigte sich bei keinem
der Praparate eine positive Reaktion der Endothelzellen oder der neuronalen
Strukturen. Ebenso ergab sich in der Farbung mit dem Antikérper HPV16 E7 bei
keinem Préparat eine positive Reaktion (siehe Abbildung 16A, B). Diese
Ergebnisse sprechen eher gegen eine Assoziation mit HP-Viren. Aufgrund des
Fehlens einer positiven Reaktion auf E7 kann nicht von einer Infektion in einer
spateren Phase ausgegangen werden. Ebenso spricht die fehlende positive
Reaktion gegen E1/E4 gegen eine Infektion in einer frihen Phase (Chow et al.
2009).

Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antikorper von Dako zeigte
ebenfalls keine positiven Ergebnisse in den getesteten Praparaten (siehe
Abbildung 16D). Der von uns genutzte Antikdrper der Firma Dako ist fir
histopathologische Diagnostik zugelassen und kommt dort regelmafldig zum
Einsatz (Iwasaki et al. 1992; Pavai et al. 2006). Ebenso wie der Antikoérper des
Klons CAMVIR-1 erkennt der Antikérper von Dako, Klon K1H8, das
Kapsidprotein L1 (Iwasaki et al. 1992). Die fehlende Reaktion des Antikorpers
von Dako in den Gewebeproben der Paragangliome unterstiitzt die Hypothese
einer unspezifischen Reaktion des Klons CAMVIR-1.
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Abbildung 17. Farbung der Paragangliome auf HPV18 E7 und CINtec® Histology.
Beispielhaft dargestellt am Préaparat PG-2 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikérper gegen
HPV18 E7 (N-19). Das Endothel der Gefalle (weiRer Pfeil) zeigt hier eine leichte positive
Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (B)
Farbung mit normal goat 1gG. Das Endothel der GefaRRe (weil3er Pfeil) zeigt hier ebenfalls eine
positive Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren
Bildrand. (C) Farbung mit CINtec® Histology auf p16'Nk42, Eine positive Reaktion des Endothels
der Gefalle (weil3er Pfeil) ist nicht zu erkennen, eine VergréRerung des Ausschnittes befindet
sich am linken unteren Bildrand. (D) Farbung mit CINtec® Histology, negative control. Das
Endothel der Gefal3e (weiRer Pfeil) weist ebenfalls eine negative Farbung auf, eine VergréRerung
des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikdrper HPV18 E7 zeigte bei den beiden Praparaten
PG-2 und PG-1 eine positive Reaktion an den Endothelzellen sowie an den
Nerven. Insgesamt war die Reaktion im Préaparat PG-2 nur sehr schwach positiv
im Zytoplasma der Endothelzellen. Im Praparat PG-1 zeigte sich eine starkere
positive Reaktion der Endothelzellen, wobei auch hier hauptsachlich das
Zytoplasma gefarbt war. Im Vergleich mit der negativen Kontrolle mit normal goat
IgG zeigte sich jedoch eine vergleichbare Reaktion an den gleichen Geweben,
sodass das Ergebnis als unspezifische Hintergrundreaktion des Antikorpers
HPV18 E7 zu deuten ist (siehe Abbildung 17A, B). Fir die Ubrigen Préaparate PG-
3 und PG-4 wurde aufgrund der bereits bekannten unspezifischen Reaktion auf
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den Antikérper und der Knappheit der Proben (rare disease) auf die
immunhistochemische Farbung mit HPV18 E7 verzichtet. Wie bereits in den
vorherigen Abschnitten beschrieben ist darauf hinzuweisen, dass laut Angaben
des Herstellers der Antikorper HPV18 E7 nicht spezifisch  fir
immunhistochemische Untersuchungen ausgewiesen ist. Dies konnte die
unspezifische Reaktion sowohl in der Farbung mit dem Primarantikérper als auch
in der Negativkontrolle erklaren.

Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte bei keiner der vier Proben eine
positive Reaktion der GefaRRendothelzellen oder der Nerven auf p16'Nk42 (siehe
Abbildung 17C, D). Das CINtec® Histology Kit ist ein inzwischen sehr etabliertes
Farbungskit zur Erkennung von Uberexprimiertem pl6/NK4 und damit
verbundenem Hinweis auf Karzinogenese in Verbindung mit HPV, welches in der
Pathologie, wie oben bereits beschrieben, regelmafiig angewandt wird (Bergeron
et al. 2010; Darragh et al. 2012; Galgano et al. 2010; Ordi et al. 2009). Der
fehlende Nachweis von pl6™NK4 spricht somit gegen die unkontrollierte
Zellteilung durch eine aktive HPV-Infektion.

Insgesamt deuten die Untersuchungen bei den Paragangliomen gegen eine
Infektion mit HPV. Die positive Reaktion der GefalRe auf HPV16 E6/18 E6 sowie
die positive Reaktion auf HPV L1 in allen Praparaten sind in der Zusammenschau
als unspezifische Kreuzreaktionen zu bewerten. Da sich Paragangliome
wesentlich in ihrer Entstehung von den vaskularen Anomalien unterscheiden,
und diese Entstehung bereits gut untersucht ist, sind unserer Ergebnisse im
Einklang mit der aktuellen Studienlage (Neumann et al. 2004; Welander et al.
2011). Es wurden zwar Untersuchungen bei den verwandten
Phaochromozytomen auf Infektionen mit Viren durchgefiihrt, aber auch diese
zeigten sich ohne viralen Nachweis (Badani et al. 2016). Schlussendlich ist
darauf hinzuweisen, dass mittels immunhistochemischen Untersuchung keine
DNA von HP-Viren bestimmt und damit eine abgelaufene Infektion nicht
ausgeschlossen werden kann. Zum Ausschluss einer solchen abgelaufenen
Infektion flhrte unsere Arbeitsgruppe weitere Untersuchungen in Virom-
Analysen durch (Franke et al. 2018), welche nicht Teil der vorliegenden Arbeit

sind.
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4.1.6 Hamangiome

Abbildung 18. Farbung der Hamangiome auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am
Praparat HA-3 (Tabelle 4). Es zeigt sich eine deutliche positive Reaktion in den Nerven
(schwarzer Pfeil), wahrend in den GefaRen (weil3er Pfeil) keine positive Reaktion erkennbar ist.
(A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #E1208. (B) Farbung mit einem
Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. (C) Farbung mit einem Antikdrper gegen
HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. (D) Farbung mit negative Control mouse 1gG. Es zeigen sich
neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) ohne positive Reaktion. Das Endothel der Gefalie (weilRer
Pfeil) zeigt sich auch negativ. (A—C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen Antikdrper,
jedoch mit verschiedenen Chargen.

Unter den untersuchten Praparaten zahlen HA-1, HA-2, HA-3, HA-4 und HA-5 zu
den Hamangiomen (Tabelle 4). Die Farbung mit dem Antikdrper gegen
HPV16 E6/18 E6 wurde mit drei unterschiedlichen Chargen desselben
Antikorpers durchgefiihrt. Es zeigte sich nur im Préaparat HA-2 eine positive
Reaktion der Endothelzellen auf den Antikorper HPV16 E6/18 E6. Auch in dieser
Untersuchung war die positive Reaktion vor allem im Zytoplasma der Zellen
erkennbar, die Zellkerne zeigten sich nur sehr selten positiv. Die Praparate HA-
1, HA-2, HA-3 und HA-5 zeigten eine positive Reaktion in peripheren Nerven
(siehe Abbildung 18A-C). Wie auch bereits in den vorherigen Untersuchungen

zeigten sich hauptséachlich die Axone der Nerven positiv. Nur im Préparat HA-4
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zeigte sich keine positive Reaktion. In der Intensitat der gefarbten Strukturen
zeigte sich ein leichter Unterschied abhéangig von der verwendeten
Antikorpercharge. Die Charge #J1410 zeigte hier eine schwachere Intensitat der
gefarbten Strukturen. Aufgrund der unauffalligen Negativkontrolle mit negative
control mouse IgG (siehe Abbildung 18D) erschien eine unspezifische Reaktion

des Primarantikdrpers unwahrscheinlich.

Das Protein E6 ist ein Onkoprotein von HPV und wurde in Cervix-, Oropharnyx-
und anderen Karzinomen immunhistochemisch nachgewiesen (Stiasny et al.
2016; Zur Hausen 2000). Da Hamangiome anders als vaskulare Malformationen
bei Geburt noch nicht ausgepréagt sind, ist eine virale Infektion z.B. im Rahmen
der Geburt, ein moglicher Faktor, der zur Entstehung der Hamangiome betréagt.
Aktuell sind Berichte Gber Hamangiome bei Hihnern bekannt, die durch Viren
ausgelost wurden (Meng et al. 2018). Durch Viren verursachte Hamangiome sind
aktuell bei Menschen jedoch noch nicht beschrieben. Aufféllig ist die deutliche
Haufung der positiven Reaktion in den Nerven im Vergleich mit den anderen
Vaskularen Anomalien. Eine positive Reaktion der nervalen Struktur ist hingegen,
wie zuvor bereits erwéahnt, ausschlie3lich von der Arbeitsgruppe um File et al.
beschrieben worden (File et al. 2006). Weitere Beschreibungen einer positiven
Reaktion der Nerven auf HPV E6 finden sich aktuell nicht in der Literatur. Die
Bedeutung im Falle einer nervalen Infektion mit HPV fir die Epidemiologie,
Pathophysiologie und Therapie ist aktuell noch nicht geklart. Wie bereits zuvor
angesprochen, ist eine unspezifische Reaktion mit 3-Galaktosidase als Erklarung
der positiven Reaktion denkbar, da der Antikdrper HPV16 E6/18 E6 als
Zielstruktur ein B-Galaktosidase-E6-Fusionsprotein hat. Das Vorhandensein von
B-Galaktosidase in Nerven wurde bereits in mehreren Studien belegt (Clevenger
et al. 2008; Mera-Rodriguez et al. 2019).
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Abbildung 19. Farbung der Hamangiome auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und Anti-
Human-Papillomavirus-Antikdrper. Beispielhaft dargestellt am Praparat HA-3 (Tabelle 4). (A)
Farbung mit einem Antikérper gegen HPV16 E1/E4. Es zeigen sich neuronale Strukturen
(schwarzer Pfeil) negativ gefarbt. Das Endothel der GefalRe (weiler Pfeil) zeigt auch eine
negative Farbung auf, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten oberen
Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 E7 (ED17). Es zeigen sich nervale
(schwarzer Pfeil) und endotheliale Strukturen (weil3er Pfeil) ohne positive Reaktion, eine
VergréRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten oberen Bildrand. (C) Farbung mit einem
Antikorper gegen HPV16 L1. Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) positiv
gefarbt. Auch das Endothel der GefaRe (weiBer Pfeil) zeigt eine positive Reaktion auf, eine
VergrofRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten oberen Bildrand. (D) Farbung mit dem
Anti-Human-Papillomavirus- Antikdrper der Firma Dako (Klon K1H8). Es zeigen sich neuronale
Strukturen (schwarzer Pfeil) negativ gefarbt. Das Endothel der GefaRRe (weil3er Pfeil) zeigt eine
negative Farbung auf, eine VergroRBerung des Ausschnittes befindet sich am rechten oberen
Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikérper HPV16 L1 zeigte eine stark positive Reaktion in
allen funf Praparaten. Es zeigten sich hier sowohl Gefaf3endothelien als auch
Muskelfasern und Nerven positiv. Die Anfarbung in den Nerven beschrankt sich
meist auf die Axone. Im Endothel hingegen zeigen sich sowohl Zytoplasma als
auch Nuklei positiv (siehe Abbildung 19C). Die Bildung des HPV-Kapsids wird
uber das Protein L1 gesteuert, welches erst in spateren Virusphasen exprimiert
wird. Eine solche Expression von HPV L1 wurde bei HPV-assoziierten Tumoren
im Zellkern beschrieben (Le Wang et al. 2018). Unsere Beobachtungen deuten
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somit auf eine aktive Expression des Proteins L1 hin und machen eine
Assoziation mit HPV mdglich. Jedoch ist durch die Untersuchung von Shafti-
Keramat et al. eine unspezifische Reaktion des verwendeten Antikorpers
CAMVIR-1 bekannt. Diese richtet sich gegen ein in vielen Zellen vorkommendes
nicht-naher definiertes Protein (Shafti-Keramat et al. 2003). Diese unspezifische
Reaktion ist eine gute Erklarung der positiven Reaktionen der vielen
verschiedenen Gewebsarten wie Muskeln, Nerven und Endothelzellen, welche
sich in den bisherigen Farbungen teilweise ohne Reaktion zeigten.

Bei der Farbung mit dem Antikbper gegen HPV16 E1/E4 zeigten sich keine
positiven Reaktionen. Auch die Untersuchung mit dem Antikérper HPV16 E7
zeigte in keinem Praparat eine positive Reaktion des Endothels oder der Nerven
(siehe Abbildung 19A, B). Diese Ergebnisse sprechen eher gegen eine
Assoziation mit HP-Viren. Die Rolle des Onkoproteins E7 fir die Zellteilung und
damit den Zyklus von HPV ist gut untersucht (Zur Hausen 2000). Die nicht
vorhandene Reaktion auf den Antikérper E7 lasst daher vermuten, dass keine
aktive Infektion vorliegt. Eine Infektion in einer friiheren Phase, in der noch kein
E7 vorliegt, ist durch das Fehlen von E1/E4 ebenso unwahrscheinlich.
Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antikorper von Dako zeigte
ebenfalls keine positive Reaktion in allen funf Praparaten (siehe Abbildung 19D).
Durch viele wissenschaftliche Studien belegt, ist der Antikérper der Firma Dako
ein inzwischen haufig eingesetzter Antikdrper in der histopathologischen
Diagnostik zur Erkennung von Prékanzerosen oder Tumoren (lwasaki et al.
1992). Dass der Antikdrper der Firma Dako ebenso wie der Klon CAMVIR-1 das
Kapsid-Protein von HPV erkennt, steht im Widerspruch zu den beobachteten
Ergebnissen mit dem Klon CAMVIR-1, lasst jedoch eine mégliche Assoziation

von HPV in den untersuchten Hadmangiomen unwahrscheinlich erscheinen.
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Abbildung 20. Farbung der Himangiome auf HPV18 E7 und CINtec® Histology. Beispielhaft
dargestellt am Praparat HA-3 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikérper gegen HPV18 E7 (N-
19). Es zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) negativ. Das Endothel der Gefal3e
(weilRer Pfeil) zeigt zudem eine negative Farbung auf, eine VergroRerung des Ausschnittes
befindet sich am rechten oberen Bildrand. (B) Farbung mit normal goat 1gG. Es zeigen sich
neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) leicht positiv gefarbt. Das Endothel der GefalRe (weil3er
Pfeil) zeigt ebenfalls eine nur schwach braune Reaktion, eine VergrofRerung des Ausschnittes
befindet sich am linken unteren Bildrand. (C) Farbung mit CINtec® Histology auf p16'Nk42, Es
zeigen sich neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) und Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil) ohne
eine positive Reaktion. (D) Farbung mit CINtec® Histology, negative control. Es zeigen sich
neuronale Strukturen (schwarzer Pfeil) und Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) ohne eine positive
Reaktion.

Die Farbungen mit dem Antikérper HPV18 E7 zeigten bei den Préaparaten HA-1,
HA-2 und HA-3 keine positive Reaktion an den Nerven. Das Endothel der Gefale
zeigte sich schwach positiv angefarbt. Im Vergleich mit der negativen Kontrolle
mit normal goat IgG zeigte sich jedoch eine vergleichbare positive Reaktion an
den Endothelzellen, sodass das Ergebnis als unspezifische Reaktion des
Antikérpers HPV18 E7 zu deuten ist (siehe Abbildung 20A, B). Fir die tbrigen
Praparate HA-4 und HA-5 wurde aufgrund der bereits bekannten unspezifischen
Reaktion auf den Antikérper und der Knappheit der Proben aufgrund der rare
disease auf die immunhistochemische Farbung mit HPV18 E7 verzichtet. Wie

bereits in den vorherigen Abschnitten erwahnt muss angemerkt werden, dass
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laut Angeben des Herstellers der Antikérper HPV18 E7 nicht spezifisch fur
Immunhistochemie ausgewiesen ist. Dies kénnte die unspezifische Reaktion
sowohl in der Farbung mit dem Prim&rantikdrper als auch in der Negativkontrolle
erklaren.

Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte bei keiner der fiinf Proben eine
positive Reaktion der GefalRendothelzellen, der Nerven oder des Epithels auf
pl6'NK4a (siehe Abbildung 20C, D). Das CINtec® Histology Kit wird heute
regelmalig in der histopathologischen Diagnostik eigesetzt. Die Erkennung von
tberexprimiertem p16'NK4a und damit verbundenem Hinweis auf Prakanzerosen
ist vor allem in der Krebsfriiherkennung wichtig (Darragh et al. 2012; Galgano et
al. 2010). Eine fehlende positive Reaktion deutet auf einen normalen Zellzyklus
ohne pl6'NK4a.Uberexpression bzw. Mutationen hin, was das Vorliegen einer

aktiven HPV- Infektion unwahrscheinlich macht.

Insgesamt sprechen die Untersuchungen bei den Hamangiomen gegen eine
Infektion mit HPV. Die positive Reaktion der Endothelzellen in HA-2, der Nerven
auf HPV16 E6/18 E6 in den anderen Proben sowie die ubiquitare positive
Reaktion auf HPV L1 in allen funf Praparaten, sind in der Zusammenschau aller
Ergebnisse als unspezifische Kreuzreaktionen zu bewerten. Kritisch anzumerken
ist jedoch, dass mit der immunhistochemischen Untersuchung keine DNA von
HP-Viren bestimmt werden kann und somit eine bereits stattgehabte Infektion mit
den vorliegenden Ergebnissen nicht ausgeschlossen werden kann. Um das
Vorliegen von Virus-DNA zu untersuchen, flhrte die Arbeitsgruppe um Franke et
al. weitere Untersuchungen mittels Virom-Sequenzierung durch (Franke et al.
2018).
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4.1.7 Hereditare hamorrhagische Teleangiektasie

Abbildung 21. Farbung M. Osler auf HPV16/18 E6. Beispielhaft dargestellt am Praparat HHT-
1 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #E1208. Das
Endothel der GefalRe (weilRer Pfeil) zeigt eine positive Farbung, eine VergréRerung des
Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (B) Farbung mit einem Antikérper gegen
HPV16/18 E6 (C1P5) #A3013. Auch hier zeigt das Endothel der GefalRe (weilRer Pfeil) eine
positive Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten oberen Bildrand.
(C) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16/18 E6 (C1P5) #J1410. Das Endothel der Gefalie
(weiRer Pfeil) zeigt keine positive Farbung, eine Vergré3erung des Ausschnittes befindet sich am
rechten oberen Bildrand. (D) Farbung mit negative Control mouse IgG. Im Endothel (weil3er Pfeil)
ist keine positive Farbung erkennbar, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am
rechten unteren Bildrand. (A—C) Dargestellt sind Farbungen mit dem gleichen Antikdrper jedoch
mit verschiedenen Chargen.

Unter den untersuchten Praparaten zahlen HHT-1, HHT-2 und HHT-3 zum
Krankheitsbild der hereditdren hamorrhagischen Teleangiektasien (M. Osler)
(siehe Tabelle 4). Die Farbung mit dem Antikérper gegen HPV16 E6/18 E6 wurde
mit drei unterschiedlichen Chargen desselben Antikorpers durchgefiihrt. In zwei
der drei Praparate, HHT-1 und HHT-2 zeigten sich in Endothelzellen der GefalRe
eine schwache positive Reaktion auf den Antikbrper HPV16 E6/18 E6. Auffallend
hierbei ist, dass sich meist nur kleine Venen positiv gefarbt zeigten, seltener
Arterien. Zudem waren nicht alle kleinen Gefal3e der Praparate positiv gefarbt.

Eine positive Reaktion der peripheren Nerven mit dem Antikorper zeigte sich
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hingegen in keinem der Praparate. Wie in Abbildung 21 dargestellt, zeigte sich
auch ein deutlicher Unterschied in der Intensitat der gefarbten Endothelzellen
abhangig von der verwendeten Antikorpercharge. Die Charge #A3013 zeigte
hierbei die starkste Anfarbung, wahrend die Charge #J1410 die schwachste
Farbung zeigte (siehe Abbildung 21A - C).

Die Rolle des Proteins E6 im HPV-Zyklus und in der Entstehung verschiedener
Tumore ist bereits gut untersucht worden (Stiasny et al. 2016; Zur Hausen 2000).
Die Entstehung von M. Osler als autosomal dominante Erbkrankheit ist auf
Gendefekte im TGF (Transforming Growth Factor)-beta Signalweg
zuruickzufiihren (Bertolino et al. 2005). Das Gewebe der M. Osler-Proben wurde
als Kontrollgewebe Vaskularer Anomalien eingesetzt, da aufgrund der oben
beschriebenen autosomalen Vererbung keine Virusassoziation anzunehmen ist.
Bei Patienten und Patientinnen mit HHT treten jedoch verschiedene vaskulare
Malformationen wie Teleangiektasien und arteriovendse Malformationen auf. Die
positive Farbung der Endothelzellen ist in Zusammenschau der vorherigen
Untersuchungsergebnisse ein weiterer Hinweis auf eine unspezifische Reaktion
des Antikorpers. Diese unspezifische Reaktion ware z.B. gegen in Nerven
vorkommende B-Galaktosidase moglich, da der Antikbrper als Antigen ein [3-
Galaktosidase-E6-Fusionsprotein hat und in Nerven (-Galaktosidase bereits

nachgewiesen werden konnte (Clevenger et al. 2008).
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Abbildung 22. Farbung M. Osler auf HPV16 E1/E4, HPV16 E7, HPV16 L1 und Anti-Human-
Papillomavirus-Antikérper. Beispielhaft dargestellt am Praparat HHT-1 (Tabelle 4). (A) Farbung
mit einem Antikorper gegen HPV16 E1/E4. Das Endothel der Gefalie (weil3er Pfeil) zeigt eine
negative Farbung auf. (B) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV16 E7 (ED17). Das Endothel
der GefaRe (weilRer Pfeil) zeigt hier ebenfalls keine Reaktion, eine Vergrof3erung des
Ausschnittes befindet sich am rechten oberen Bildrand. (C) Farbung mit einem Antikbrper gegen
HPV16 L1. Hier ist eine deutliche positive Reaktion der Endothelzellen der Gefalle (weil3er Pfeil)
zu erkennen, eine VergroéR3erung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (D)
Farbung mit dem Anti-Human Papillomavirus- Antikbrper der Firma Dako (Klon K1H8). Das
Endothel der GefalRe (weiRer Pfeil) zeigt eine nur teilweise leichte Anreicherung, welche als
unspezifisch gewertet wird, auf, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten
unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikdrper HPV16 L1 zeigte eine stark positive Reaktion in
allen drei Praparaten. Sowohl GeféalRendothel, Drisengewebe als auch Nerven
zeigten eine positive Reaktion (siehe Abbildung 22C). Auch in den Nerven
zeigten sich erneut die Axone positiv. Aufgrund der bekannten Pathogenese von
HHT und der bereits bekannten unspezifischen Reaktion des Antikérperklons
CAMVIR-1 sind die Ergebnisse dieser Farbung im Rahmen der unspezifischen
Reaktion des Antikérpers zu deuten (Shafti-Keramat et al. 2003). Dies erklart die
beobachteten Reaktionen in Geweben, welche in den vorherigen
Untersuchungen keine Reaktion zeigten.
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Bei der Farbung mit dem Antikdper gegen HPV16 E1/E4 und bei der Farbung mit
dem Antikérper gegen HPV16 E7 zeigte sich bei keinem der drei Praparate eine
positive Reaktion (siehe Abbildung 22A, B). Die Proteine E6 und E7 sind die
einzigen Proteine des HP-Virus, die in Krebszellen dauerhaft exprimiert werden
und fur die Zellteilung verantwortlich sind (McLaughlin-Drubin and Minger 2009).
Durch das Fehlen einer positiven Reaktion gegen E7 ist das Vorliegen einer
aktiven HPV-Infektion eher unwahrscheinlich. Das Fehlen positiver Reaktionen
auf E4 macht eine Infektion in einer frihen Phase unwahrscheinlich.

Die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antikérper von Dako zeigte
ebenfalls keine positive Reaktion des Endothels oder der Nerven (siehe
Abbildung 22D). Der Antikérper von Dako ist fir histopathologische
Untersuchungen zugelassen und durch Studien belegt worden (Pavai et al.
2006). Eine fehlende positive Reaktion auf diesen Antikdrper in den
Gewebeproben der HHT ist ein weiterer Hinweis darauf, dass keine HPV-

Assoziation vorliegt.

Abbildung 23. Farbung M. Osler auf HPV18 E7 und CINtec® Histology. Beispielhaft
dargestellt am Préparat HHT-1 (Tabelle 4). (A) Farbung mit einem Antikdrper gegen HPV18 E7
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(N-19). Es sind unspezifische positive Reaktionen im Gewebe zu erkennen. Das Endothel der
GefalRe (weilBer Pfeil) zeigt sich ohne positive Reaktion, eine VergroRerung des Ausschnittes
befindet sich am rechten unteren Bildrand. (B) Farbung mit normal goat IgG. Auch hier sind
unspezifische Reaktionen im Gewebe zu erkennen, die Endothelzellen der Gefal3e (weil3er Pfeil)
weisen nur selten eine braune Farbung auf, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich
am rechten unteren Bildrand. (C) Farbung mit CINtec® Histology auf p16'Nk4a, Das Endothel der
Gefal3e (weilRer Pfeil) zeigt keine positive Reaktion, eine VergrolRerung des Ausschnittes befindet
sich am linken unteren Bildrand. (D) Farbung mit CINtec® Histology, negative control. Das
Endothel der GefaRe (weiRer Pfeil) zeigt keine positive Reaktion, eine VergréRerung des
Ausschnittes befindet sich am linken unteren Bildrand.

Die Farbung mit dem Antikorper HPV18 E7 zeigte bei allen drei Praparaten
vereinzelte positive Reaktion an den Endothelzellen der GefalRe sowie an den
Nerven. Da sich in der negativen Kontrolle mit normal goat IgG jedoch eine
vergleichbare positive Reaktion an den gleichen Geweben zeigte, muss das
Ergebnis als unspezifische Hintergrundreaktion des Antikdrpers HPV18 E7
gedeutet werden (siehe Abbildung 23A, B). Auch hierbei ist erneut kritisch
anzumerken, dass laut Datenblatt des Herstellers der Antikorper nicht spezifisch
fur Immunhistochemie ausgewiesen ist. Dies kdnnte die unspezifische Reaktion
in der Farbung mit dem Priméarantikorper als auch in der Negativkontrolle
erklaren.

Die Farbung mit dem CINtec® Histology Kit zeigte bei keiner der drei Proben
einen Hinweis auf berexprimiertes p16'™Nk42 (Abbildung 23C, D). Zur Erkennung
von Uberexprimiertem pl6'NK4a  findet das CINtec® Histology Kit in
histopathologischen Untersuchungen Einsatz und liefert Hinweis auf mdgliche
Prakanzerosen oder Tumore (Bergeron et al. 2010; Ordi et al. 2009). Der
fehlende Nachweis eines Uberexprimierten p16'Nk4a deutet auf einen normalen
Zellzyklus hin. Das Vorliegen einer aktiven HPV- Infektion scheint damit

unwahrscheinlich.

Insgesamt deuten die Untersuchungen bei HHT gegen das Vorliegen einer
Infektion mit HPV hin. Die positive Reaktion des Endothels auf HPV16 E6/18 E6
sowie die ubiquitare positive Reaktion auf HPV L1 in allen drei Praparaten sind
in der Zusammenschau als unspezifische Kreuzreaktionen zu bewerten. Kritisch
anzumerken ist jedoch, dass mit der immunhistochemischen Untersuchung keine
DNA von HP-Viren bestimmt werden kann und somit eine bereits stattgehabte
Infektion mit den vorliegenden Ergebnissen nicht ausgeschlossen werden kann,
jedoch aufgrund der bekannten Pathogenese auf3ert unwahrscheinlich ist. Wie
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bereits erwahnt wurden durch unserer Arbeitsgruppe in weiteren Virom-Analysen
fortflhrende Untersuchungen zum Nachweis von Virus-Nukleinsduren
durchgefuhrt (Franke et al. 2018), wobei kein Hinweis auf eine aktiven viralen

Zusammenhang gefunden wurde.

4.2 CINtec Plus®

Abbildung 24. Farbung mit CINtec Plus® |. Dargestellt ist die Farbung mit den CINtec Plus®-
Cytology Kit in den unterschiedlichen Préaparaten. Eine positive Reaktion auf p16'Nk4a zeigt sich
braunlich (weil3er Pfeil), die positive Farbung auf Ki67 zeigt sich als rétliche Farbung in
Muskelzellen, welche als unspezifisch gewertet werden muss, und Lymphozyten (schwarzer
Pfeil). (A) Praparat VeM-2; (B) Praparat HA-3, eine Vergrofl3erung des relevanten Ausschnittes
befindet sich am linken unteren Bildrand; (C) Praparat AVM-1, eine VergréRerung des relevanten
Ausschnittes befindet sich am linken unteren Bildrand; (D) Praparat AVM-2.
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Abbildung 25. Farbung mit CINtec Plus® Il. Dargestellt ist die Farbung mit den CINtec Plus®-
Cytology Kit in den unterschiedlichen Praparaten. Eine positive Reaktion auf p16'Nk4a zeigt sich
braunlich (weiBer Pfeil), die positive Farbung auf Ki67 zeigt sich als rétliche Farbung im Zellkern
(schwarzer Pfeil). (A) Praparat LM-3, eine VergréRerung des relevanten Ausschnitte befindet sich
am rechten Bildrand; (B) Praparat VeM-3, eine VergroRerung des relevanten Ausschnittes
befindet sich am rechten unteren Bildrand.

Die Untersuchung mit CINtec Plus® wurde mit den Praparaten VeM-2, HA-3,
AVM-1, AVM-2, LM-3 und VeM-3 durchgefiihrt. Die CINtec Plus® Farbung
erfolgte aufgrund der positiven Farbung auf p16'™NK42 in Endothelzellen im
Praparat AVM-2 sowie den in der gleichen Untersuchung gefarbten Praparaten,
auch wenn diese keine positive Reaktion auf p16'Nk4a zeigten. Die Farbung mit
dem CINtec Plus Kit® zeigte in allen Proben Bereiche, die eine positive Reaktion
auf Ki67 zeigten. Dies waren vor allem Muskelzellen, welche als unspezifische
Hintergrundreaktion gewertet werden muss, und Hautepithelien. Zudem zeigte
sich in AVM-2 und LM-3 p16'NK4a-positive Zellen der Haut. Weiter war eine
positive Reaktion des GefalRendothels in AVM-2 und vereinzelt in HA-3 und VeM-
3 zu erkennen. In keinem Praparat lag eine gemeinsame positive Expression von
p16'NkK4a und Ki67 in einer einzelnen Zelle vor (Abbildung 24, 25).

Ki67 ist ein weit etablierter Proliferationsmarker, der vor allem in der Mitosephase
vermehrt vorliegt (Sun and Kaufman 2018). Ein Vorliegen von p16'™N¥42 und Ki67
in der gleichen Zelle spricht daher fir eine hohe Mitoserate trotz vorhanden
Suppressor-Protein und damit fiir eine Aushebelung des p16'Nk4a-Mechanismus,
wie es in HPV infizierten Zellen auftritt. Die Verwendung der Doppelfarbung mit
Ki67 und pl6NK4 st ein etabliertes Screeningverfahren in der
Krebsfriherkennung bei Cervixkarzinomen (Petry et al. 2011). Dass in keinem
der untersuchten Préparate eine solche Co-Expression zu erkennen ist, lasst
darauf schlieRen, dass trotz vorhandenem p16'NK42 keine gesteigerte Zellteilung
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vorliegt und somit keine akute Infektion mit HPV besteht. Die Tatsache, dass sich
in den Praparaten unterschiedliche Zellen mit Ki67 und p16'Nk4 anfarben lieRen,

bestatigt zudem die technisch erfolgreiche Durchflihrung der Farbung.

4.3 Oropharynxkarzinome

Abbildung 26. Ubersicht p16'N%“a- Farbung Tumore. Dargestellt ist die im Institut fiir Pathologie
des UKGM angefertigte Farbung auf p16'Nk4a beispielhaft an einem p16'Nk4a- positiven und einem
pl6'NK4a- negativen Praparat. (A) Praparat K11. (B) Praparat K14.

Als Kontrolle erfolgte die Farbung mit denselben Antikérpern bei Proben aus
Oropharynxkarzinomen, welche bereits im Pathologischen Institut des
Universitatsklinikums Marburg auf p16'Nk4a gefarbt wurden. Insgesamt wurden 20
Kontrollproben aus Tumoren verwendet. Sieben der 20 Praparate wurden als
p16'NK4a negativ klassifiziert, 13 als p16'Nk42 positiv (Tabelle 5, Abbildung 26).
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Abbildung 27. Farbung Tumore mit HPV16 E6/18 E6. Dargestellt ist die Farbung mit HPV16
E6/18 E6 sowie die Negativkontrolle an je einem p16'Nk4a-pgsitiven und einem p16/Nk4a-negativen
Praparat. (A) Praparat K11, Farbung mit HPV16 E6/18 E6. Es zeigt sich das Endothel der Gefalie
(weiRer Pfeil) positiv gefarbt. (B) Praparat K14, Farbung mit HPV16 E6/18 E6. Es zeigt sich das
Endothel der Gefal3e (weil3er Pfeil) positiv gefarbt, eine VergroRerung des Ausschnittes befindet
sich am rechten unteren Bildrand. Zudem zeigt sich ein Nerv (schwarzer Pfeil) ebenfalls mit einer
positiven Reaktion. (C) Praparat K11, Farbung mit negative Control mouse 1gG. Es zeigt sich das
Endothel (weil3er Pfeil) ohne eine positive Reaktion. (D) Praparat K14, Farbung mit negative
Control mouse IgG. Es zeigt sich das Endothel (weier Pfeil) ohne eine positive Reaktion.

Die Farbung mit dem Antikérper gegen HPV16 E6/18 E6 wurde nur mit einem
der drei bisher verwendeten Chargen desselben Antikérpers durchgefihrt. Bei
den p16'NK4a- positiven Tumorproben zeigte sich bei allen eine positive Reaktion
des Endothels der Gefalie auf den Antikdrper gegen HPV16 E6/18 E6 (Abbildung
27A). Die Intensitat und prozentuale Anzahl der geféarbten Gefalie unterscheiden
sich von Probe zu Probe. Im Praparat K4 waren nur sehr wenige Gefalde positiv
nach Anfarbung mit dem Antikorper. Die positiven Endothelzellen lagen alle in
der unmittelbaren Nahe zu dem p16'NK4a- positiven Tumorbereich oder darin.
Eine positive Reaktion an Nerven war nur im Praparat K7 zu beobachten. Hier
waren vor allem die Axone positiv angefarbt. Bei den Praparaten K4, K7, K8 und
K13 zeigte sich nur eine schwache positive Reaktion der Tumorzellen. In den
restlichen Praparaten war eine hohe Intensitat der positiven Reaktionen an den
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Tumorzellen zu erkennen. In den pl16'NK4-negativen Proben war in allen
Praparaten eine positive Reaktion des verwendeten Antikorpers an
Gefallendothelzellen zu erkennen (Abbildung 27B). Zudem war in den Tumoren
K14, K17 und K20 eine positive Farbung der peripheren Nerven mit dem
Antikdrper zu beobachten. Hier prasentierten sich vor allem die Axone mit einer
Reaktion auf den Antikérper, die Schwannzellen zeigten keine Reaktion. Die
Praparate K14, K18, K19 und K20 zeigten eine starke positive Reaktion im
Bereich des Tumors (Abbildung 27).

Die positive Reaktion der Endothelzellen in unmittelbarer Tumornahe unterstitzt
die Hypothese, dass Infektionen mit HPV in Endothelzellen méglich sind. Wenn
solche Infektionen vorliegen, unterstiitzt dies unsere aufgestellte Hypothese,
dass HPV mit der Entstehung vaskularer Anomalien assoziiert sein konnte. Das
Vorkommen von HPV E6 in Oropharynxtumoren ist bekannt (Biron et al. 2016;
Brown et al. 2017). Die teilweise schwachen Reaktionen auf p16'Nk4a-positive
Oropharynxkarzinome lassen sich auch dadurch erklaren, dass nicht
zwangslaufig jeder p16'NK4a-positive Tumor mit HP-Viren assoziiert ist. Deswegen
wird heutzutage bei p16'NK4a-positiven Tumorproben eine Typisierung des HPV
empfohlen (Randén-Brady et al. 2019; Rietbergen et al. 2014). Die positive
Reaktion auf HPV16 E6/18 E6 in den Nerven wurde bisher nur von Fle et al.
beschrieben (Fiile et al. 2006). Weitere Beschreibungen einer positiven Reaktion
der Nerven auf HPV E6 findet sich aktuell in der Literatur nicht. Vor allem bei den
Nerven muss jedoch eine unspezifische Kreuzreaktion auf B-Galaktosidase
diskutiert werden, da der Antikbrper HPV16 E6/18 E6 als Antigen-Zielstruktur ein
B-Galaktosidase-E6-Fusionsprotein besitzt, welches auch in Nerven vorkommt
(Clevenger et al. 2008; Mera-Rodriguez et al. 2019).
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Abbildung 28. Farbung Tumore mit HPV16 E7. Dargestellt ist die Farbung mit HPV16 E7 an je
einem p16'NK4a- positiven und einem p16'Nk4a-negativen Praparat. (A) Praparat K11. Zu erkennen
ist eine positive Reaktion der Tumorzellen (roter Pfeil) sowie eine schwach positive Reaktion in
den Endothelzellen (weilRer Pfeil), eine VergrofRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten
unteren Bildrand. (B) Praparat K14. Es zeigt sich eine positive Reaktion der Endothelzellen
(weilRer Pfeil) sowie eines peripheren Nervens (schwarzer Pfeil), eine VergroRerung des
Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand.

Die Farbung mit HPV16 E7 zeigte bei allen p16'N%4a-positiven Tumorproben eine
positive Reaktion. In den Praparaten K6, K7 und K8 zeigte die
immunhistochemische Farbung nur eine schwach positive Reaktion. Meist war
das Zytoplasma, seltener die Zellkerne im Bereich der Tumore positiv gefarbt. In
diesen drei Praparaten war in den Endothelzellen der Geféal3e keine positive
Reaktion erkennbar. In den restlichen Praparaten zeigte sich hingegen eine
starke positive Reaktion in den Tumoren und vor allem in den Zellkernen sowie
in den Endothelien der GefaRe. Bei den p16'Nk42-negativen Tumoren zeigten die
Praparate K14 und K15 eine ebenfalls stark positive Reaktion des Tumors.
Zudem waren auch bei den TumorgefalR3en eine positive immunhistochemische
Farbung zu erfassen. Im Praparat K14 prasentierten sich die Axone von
peripheren Nerven mit einer positiven Reaktion auf den Antikorper HPV16 E7
(Abbildung 28B). In den Proben K16, K17, K18 und K20 war nur eine schwach
positive Reaktion zu bemerken. Hier zeigten sich nur kleinere Areale des Tumors
mit einer schwach positiven Reaktion, auch die Endothelzellen waren hier nur
selten positiv angefarbt. Im Praparat K19 zeigte sich keine positive Reaktion,
weder im Tumor noch an Endothelzellen oder anderen Geweben.

Das Protein HPV E7 ist eines der beiden major-Onkoproteine des HP-Virus und
ist fur die unkontrollierte Zellteilung und damit verbundene onkogene

Transformation verantwortlich (McLaughlin-Drubin and Minger 2009). Unsere
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Ergebnisse entsprechen vor allem bei den p16'™NK42-positiven Tumoren einer
typischen immunhistochemischen Farbung bei HPV-Infektion (Valdovinos-Torres
et al. 2008). Bei den pl6'NK4-negativen Tumoren hingegen sprechen die
Ergebnisse auch fiir eine mogliche HPV-Infektion, die jedoch keine p16'NK4a-
Uberexpression verursachte, oder fiir eine mogliche unspezifische Reaktion des
Antikdrpers im Bereich des Tumors mit anderen Proteinen. Im Préparat K19 ist
eine Infektion mit HPV aufgrund der negativen Farbung hingegen

unwahrscheinlich.
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Abbildung 29. Farbung Tumore mit HPV16 E1/E4. Dargestelltist die Farbung mit HPV16 E1/E4
an je einem pl6'NK4a-positiven und einem pl6'NK4a-negativen Praparat. (A) Praparat K11. Zu
erkennen ist eine positive Reaktion der Tumorzellen im Zellkern (roter Pfeil). (B) Praparat K14.
Zu erkennen ist eine positive Farbung der Tumorzellen. Endothelzellen zeigen hingegen keine
positive Reaktion (weiRer Pfeil), eine VergréRerung des Ausschnittes ist am rechten oberen
Bildrand dargestellt.

In der immunhistochemischen Farbung mit HPV16 E1/E4 zeigte sich bei den
pl16'NK4a-positiven Tumorproben in allen Praparaten eine positive Reaktion. In
den Praparaten K4, K5, K6 und K7 zeigte sich eine Uberwiegende positive
Reaktion von Lymphozyten im Tumorgebiet. Teilweise zeigten sich auch
vereinzelte positive Reaktionen im Zellkern der Hautepithelien oder Tumorzellen.
In den restlichen p16'NK4a-positiven Tumorproben war eine Anfarbung des
Zellkerns in den Tumorzellen mit dem Antikorper zu erkennen. Die
Endothelzellen und peripheren Nerven weisen hingegen in keiner Probe eine
positive Reaktion auf (Abbildung 29A). In den pi16'NK4-negativen
Tumorpréparaten zeigten K14, K15, K16 und K17 eine positive Reaktion des
Antikorpers in Tumorzellen. Hier war vor allem der Zellkern positiv gefarbt (siehe
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Abbildung 29B). Im Préaparat K18 zeigte sich lediglich eine positive Reaktion der
Epithelzellen der Haut. Positive Reaktionen von Tumor- oder Endothelzellen
waren nicht ersichtlich. Eine Uberwiegende positive Immunhistochemie der
Lymphozyten zeigte sich im Praparat K20. Hier war das Resultat vergleichbar mit
den Proben K4, K5, K6 und K7. Im Tumorpraparat K19 war keine positive
Farbung der Tumorzellen oder des Endothels zu erkennen.

Die Ergebnisse deuten vor allem bei K14, K15, K16 und K17 auf eine HPV-
Assoziation hin. Die Rolle von E4 ist unter anderem der Einbau der Virus-DNA in
die Wirtszelle. Ein positiver Nachweis im Zellkern der Tumore spricht somit fur
eine aktive Infektion mit vorhandener Virus-DNA (Chow et al. 2009). Die positive
Reaktion der Lymphozyten konnte durch bereits abgebaute Virusproteine zu
erklaren sein, da der Antikorper nur eine kurze Sequenz des Proteins erkennt
und es dadurch zur Anfarbung von zerstorten Teilen des Proteins kommt. Die
positive Reaktion der p16'NK4a-negativen Tumorproben konnte auf eine HPV-
Assoziation deuten, die zu keiner pl16N<4a-Uberexpression gefiihrt hat oder
mittels pl16'K4a-Farbung nicht erkannt wurde. So wurde in HPV-positiven
Oropharynxkarzinomen bei 86,7% eine positive p16'NK4a-Reaktion beschrieben
(Ndiaye et al. 2014).
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Abbildung 30. Farbung Tumore mit HPV18 E7. Dargestellt ist die Farbung mit HPV18 E7 an je
einem p16'NK4a-positiven und einem p16'NK4a-negativen Praparat. (A) Praparat K11. Zu erkennen
ist weder eine positive Reaktion der Tumorzellen (roter Pfeil) noch der Endothelzellen (wei3er
Pfeil), eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand. (B)
Préaparat K14. Zu erkennen ist weder eine positive Reaktion der Tumorzellen (roter Pfeil) noch
der Endothelzellen (weil3er Pfeil), eine VergroRerung des Ausschnittes befindet sich am rechten
unteren Bildrand.
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Die Immunhistochemie mit dem Antikérper HPV18 E7 zeigte weder in den
p16'NK4a-positiven noch in den p16'Nk4a-negativen Tumorpraparaten eine positive
Reaktion. Weder Tumorzellen noch Endothel oder Epithel der Haut wurden
angefarbt (Abbildung 30). Bei den pl6'NK4a-negativen Tumoren scheint eine
maogliche Erklarung zu sein, dass es keine HPV-Assoziation mit HPV18 in den
Tumoren gibt. Bei den pl6NK4a-positiven Tumoren konnte ebenfalls eine
Assoziation mit einem anderen HPV-Genotyp vorliegen. Eine weitere mdgliche
Ursache konnte sein, dass laut Herstellerangaben der Antikbrper HPV18 E7 nicht
spezifisch fur die Immunhistochemie ausgewiesen ist. Dies kénnte eine fehlende

positive Reaktion erklaren.
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Abbildung 31. Farbung Tumore mit dem Anti-Human-Papillomavirus-Antiképer der Firma
Dako (Klon K1H8). Dargestellt ist die Farbung mit dem Anti-Human-Papillomavirus- Antikdper
der Firma Dako (Klon K1H8) an je einem pl16'NK4a-positiven und einem pl6'NK4a-negativen
Praparat. (A) Praparat K11. Zu erkennen ist eine positive Reaktion der Tumorzellen (roter Pfeil).
(B) Praparat K14. Es zeigt sich weder eine positive Reaktion der Endothelzellen (weiRer Pfeil),
eine VergroBerung des Ausschnittes befindet sich am rechten unteren Bildrand, noch der
Tumorzellen (roter Pfeil).

Auch die immunhistochemische Féarbung mit Anti-Human-Papillomavirus-
Antikorper von Dako zeigte nur im Praparat K11 eine positive Reaktion im
Bereich des Tumors. Hier zeigte vor allem das Zytoplasma eine positive
Anfarbung. Die Zellkerne prasentierten keine positive Reaktion. Auch die
Endothelzellen waren ohne Nachweis von HPV (siehe Abbildung 31A). In allen
anderen 19 Tumorpraparatem zeigte sich weder eine Anreicherung des
Antikorpers in den Tumorzellen noch im Endothel der Gefal3e. Es war lediglich
eine leichte unspezifische Reaktion von Bindegewebsresten in den Proben zu

erkennen. Der Antikérper von Dako ist ein gut etablierter Antikérper fur
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pathologische Untersuchungen und konnte seinen Nutzen in vielen Publikationen
beweisen (Pavai et al. 2006; Iwasaki et al. 1992). Die fehlende Reaktion in fast
allen Proben wirft die Frage auf, ob bei den Tumoren eine p16'Nk4a-Positivitéat
ohne Assoziation von HPV vorliegt und damit die bisherigen positiven Reaktionen
der Antikorper als unspezifische Reaktionen angenommen werden missen. Eine
fehlerhaft durchgefuhrte immunhistochemische Farbung scheint aufgrund des
einen positiven Praparates und gleichzeitiger Farbung aller Praparate

unwahrscheinlich.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse vor allem bei den p16NK4a-positiven
Tumoren auf eine durchgemachte Infektion mit HPV hin. Diese Untersuchungen
dienen vor allem als Nachweis, dass die verwendeten Antikbrper HPV-Antigene
erkennen und somit die Uberwiegend negativen Ergebnisse der Untersuchungen

an Vaskularen Malformationen unterstitzt.

4.4 HPV16 L1

Die mit dem Antikérper HPV16 L1 durchgefiihrten immunhistochemischen
Untersuchungen zeigten in allen verwendeten Praparaten eine aufféllig positive
Reaktion. Da sich die Reaktion nicht auf ein Gewebe beschrankte, sondern
mehrere verschiedene Gewebsarten wie Muskelfasern, Epithel oder Endothel
anfarbte, ist eine unspezifische Reaktion des Antikdrpers auf ein ubiquitar
vorkommendes Protein nicht unwahrscheinlich. Eine Literaturrecherche zeigte,
dass solche unspezifischen Reaktionen bereits beschrieben wurden (Ludmerer
et al. 1997; Shafti-Keramat et al. 2003). Zudem findet sich im Datenblatt des
Antikorpers die Angabe zum molekularen Gewicht von HPV16 L1 mit 55 kDa. Im
beigefligten Western Blot zeigt sich jedoch eine Bande deutlich unterhalb von
55 kDa, welche als L1-spezifisch ausgegeben wird. Dieser Widerspruch wurde
dem Vertreiber des Antikdrpers durch unsere Arbeitsgruppe kommuniziert,

welcher daraufhin die Abbildung aus dem Datenblatt entfernte.
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4.5 Virom-Sequenzierung

Zur weiteren Untersuchung auf das Vorhandensein von viralen Transkripten in
Vaskularen Anomalien erfolgte nach unserer Studie die weitere Untersuchung
mittels der hochsensitiven virome capture platform VirCapSeq-VERT, welche von
Briese et al. im Jahr 2015 publiziert wurde (Briese et al. 2015). Die Ergebnisse
dieser Untersuchung wurden bereits veroffentlicht (Franke et al. 2018). Obwohl
in den letzten Jahren einige Kandidatengene fiur die Entstehung von vaskularen
Anomalien gefunden wurden, ist die genaue Pathogenese noch nicht vollstandig
geklart (Greene and Goss 2018). Der ausschlaggebende Faktor, der zur
Fehlbildung der vaskuléaren Architektur und damit zur Entwicklung von VAs fuhrt,
ist noch unbekannt. Da viele der VA bereits bei Geburt ausgepréagt sind oder sich
kurz nach Geburt manifestieren scheint es einen pathogenen Faktor zu geben,
der die Ausbildung vaskularer Strukturen wahrend der Schwangerschaft stort.
Die Rolle viraler Infektionen wahrend der Schwangerschaft als auslosender
Faktor wurde in den letzten Jahren immer wieder diskutiert, jedoch konnten
aufgrund technischer Limitationen vergleichende Analysen nicht durchgefuhrt
werden (Franke et al. 2018). Mit der durchgefihrten hochsensitiven VirCapSeq-
VERT- Methode konnten keine signifikanten viralen Transkripte gefunden
werden, die auf eine Assoziation mit den getesteten vaskuldren Anomalien
hindeuten. Vor allem in Verbindung mit den immunhistochemischen
Untersuchungen erscheint daher eine aktive HPV-Infektion unwahrscheinlich.
Jedoch kann eine abgelaufene virale Infektion (HPV und andere Viren) wéhrend
der Schwangerschaft, die zur Entstehung der VA fihrt, nicht ausgeschlossen
werden. So sind einige virale Erreger bekannt, die zur Veranderung der
vaskularen Strukturen fihren konnen. Hierzu zahlen z.B. Infektionen mit dem
Herpesvirus 6, welche Gefal3e des Feto-Plazenta-Systems betreffen (Vygivska
et al. 2017) oder Infektionen mit dem CMV, welches die GefalRbildung in der
Plazenta stort oder nach Infektion von Endothelzellen zu Veranderungen der

GefalRmorphologie fuhrt (Gustafsson et al. 2015).

Abschlief3end lasst sich sagen, dass in Zusammenschau aller erhobenen Daten
keine Hinweise auf eine aktive virale Infektion in Vaskularen Anomalien gesehen

werden. Eine virale Infektion wahrend der Schwangerschaft, die zu
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Gefallveranderungen und Entstehung von Vaskularen Anomalien fuhrt, lasst sich
jedoch nicht ausschliel3en. Diese Hypothese zu untersuchen, wird Aufgabe

weiterer Studien sein.
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5 Zusammenfassung

Vaskulare Anomalien (VA) manifestieren sich haufig im Kopf-Hals-Bereich und
kénnen zu lebensbedrohlichen Komplikationen fuhren. Obwohl in den letzten
Jahren vereinzelte auslésende Genmutationen gefunden wurden, ist die genaue
Entstehung der meisten vaskularen Anomalien noch nicht abschliel3end geklart.
In dieser Arbeit wurde die mogliche Rolle von humanen Papilloma-Viren (HPV)
mittels immunhistochemischen Farbungen untersucht. Hierfir wurden insgesamt
27 VA-Proben untersucht und mikroskopisch beurteilt. Zur Kontrolle wurden
dieselben immunhistochemischen Untersuchungen an 20

Oropharynxtumorproben durchgefihrt.

Es zeigte sich in 7 VA-Praparaten eine positive Reaktion des GefalRendothels auf
den Antikorper HPV16 E6/18 E6. Weiter konnte in 11 VA-Préparaten eine
positive Reaktion von Nerven auf den gleichen Antikdrper beobachtet werden.
Die Untersuchungen mit den Antikérpern HPV16 E7, HPV16 E1/E4 und HPV18
E7 zeigten keine positiven Reaktionen. Die Untersuchung mit dem Anti-Human-
Papillomavirus-Antikdrper von Dako zeigte nur in drei Proben schwach positive
Reaktionen von den insgesamt 27 untersuchten Proben. Die Farbungen mit dem
anti-HPV16 L1-Antikdrper (CAMVIR-1) zeigte bei allen Proben eine positive
Reaktion in Muskeln, Epithelien der Haut, Endothelzellen und Nerven. Es zeigte
sich jedoch in nur einem Praparat eine positive p16'Nk4a-Farbung der GefaRe,
welche auch Ki67 negativ war, wodurch eine virale Ursache der pl6'NK4a-

Hochregulation unwahrscheinlich erscheint.

Die immunhistochemischen Farbungen ergaben zum grof3en Teil negative
Ergebnisse. Nach ausfihrlicher Analyse sind die positiven Reaktionen des
HPV16 L1 Antikdpers der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc. als unspezifische
Reaktion zu werten. Ebenso deuten die Reaktionen des Antikdrpers gegen
HPV16 E6/18 E6 auf eine unspezifische Reaktion moglicherweise gegen [3-
Galaktosidase hin, da bei der Antikdrperherstellung ein B-Galaktosidase-E6-

Fusionsprotein eingesetzt wurde.

In der vorliegenden rein explorativen Studie fand sich kein Anhaltspunkt dafur,
dass in vaskularen Anomalien eine aktive virale Infektion vorliegt. Eine transiente

Infektion, z.B. wahrend der Schwangerschaft, die zu einer Veranderung der
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Gefalbildung und zur Entstehung von vaskuldren Anomalien fuhrt, kann jedoch

nicht ausgeschlossen werden. Dies sollte in weiteren Studien untersucht werden.
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6 Summary

Vascular anomalies (VA) often manifest in the head and neck area and can lead
to life-threatening complications. Although a few causative gene mutations have
been found in recent years, the exact origin of most vascular anomalies has not
yet been conclusively clarified. In this thesis the possible role of human papilloma
viruses (HPV) was examined by means of immunohistochemical staining. For this
purpose, a total of 27 VA samples were examined and assessed microscopically.
As a control, the same immunohistochemical examinations were carried out on

20 oropharyngeal tumour samples.

A positive reaction of the vascular endothelium to the antibody HPV16 E6 /18 E6
was detected in 7 VA samples. A positive reaction in neural structures to the
same antibody was also observed in 11 VA samples. Investigations deploying the
antibodies HPV16 E7, HPV16 E1 /E4 and HPV18 E7 did not show any positive
reactions. The anti-human papillomavirus antibody test from Dako showed only
three out of 27 weakly positive reactions. The staining with the anti-HPV16 L1
antibody (CAMVIR-1) showed a positive reaction in muscles, epithelia of the skin,
endothelial cells and nerves in all samples. A positive p16'Nk4a staining of the
vessels was shown in only one sample, which, however, was negative for Ki67,

so that a viral cause of the p16'Nk4a ypregulation appears unlikely.

The immunohistochemical staining gave mostly negative results. After a detailed
analysis, the positive reactions of the HPV16 L1 antibody have to be regarded as
non-specific reactions. The reactions of the antibody directed against
HPV16 E6/18 E6 also indicate a non-specific reaction possibly against (-

galactosidase, which was used during antibody production.

In the present, purely exploratory study, there was no evidence that active viral
infections are present in vascular abnormalities. However, a transient infection
during pregnancy, which leads to a change in the formation of blood vessels and
the development of vascular anomalies, cannot be ruled out. This should be

investigated in further studies.
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8 Anhang
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Pagenstecher, Peterlein, Pfestroff, Pflutzner, Plant, Reese, Renz, Richter, Riera
Knorrenschild, Ruchholtz, Schéfer, Schieffer, Schratt, Schu, Schwarz, Seitz,
Sekundo, Sevinc, Steiniger, Strauch, Tackenberg, Teymoortash, Thieme,
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Ziring

107



Anhang

8.2 Danksagungen
Ich bedanke mich herzlich bei Herrn Prof. Dr. med. Boris Stuck fiur die
Bereitstellung dieser Promotionsarbeit. Die Zeit an seiner Klinik pragte meine

Ausbildung und meinen Werdegang.

Mein besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. med. Robert
Mandic, der mich die ganze Zeit dieser Promotionsarbeit unterstitzte und mich
bestmdglich betreute. Insbesondere in schwierigen Zeiten, wo mir selbst der

Antrieb fehlte, war er stets geduldig mit mir. Vielen Dank dafir, Robert.

AulRerdem danke ich Frau Roswitha Peldszus und Frau Grazyna Sadowski fur
die Unterstitzung im Labor sowie die ausdauernden Erklarungen und

gemeinsame Zeit und Gesprache zwischen den Untersuchungen.

Weiter danke ich Julia, die mich die Zeit des Schreibens begleitete, unterstitze

und mir bei Rickfragen mit Rat aushalf.

Zuletzt danke ich meinen Eltern, meinen Bridern und meinen Freunden, die mir
immer zu Seite standen, mich durch das Studium getragen haben, geduldig mit
mir waren und mich auf dem langen Weg dieser Promotion unterstitzt haben.
Ein besonderer Dank gilt meinen Eltern, die stets an mich glauben und immer ein

offenes Ohr fiir mich haben.

108



