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APOBEC

Gesamtiberleben

Squamous Intraepithelial Lesions

TNM

Follow-up-Studie

uiCC

Virus-like-particle

Die Proteinfamilie umfasst Cytidin-De-
aminasen, die zur viralen Immunab-
wehr beitragen®.

Dieser Begriff definiert die Zeitspanne
zwischen dem Beginn einer klinischen
Studie und dem Tod eines Proban-
den?. Die Zeitspanne wird in der Regel
als Funfjahresiiberlebensrate angege-
ben3.

Dieser Begriff beschreibt abnormales
Wachstum von Epithelzellen — eine so-
genannte Prakanzerose (Krebsvor-
stufe) des Plattenepithelkarzinoms —
mit dem Potenzial in ein invasives Kar-
zinom Uberzugehen*s.

Die TNM-Klassifikation dient zur Eintei-
lung von Tumorerkrankungen:

T = Ausbreitung des Primartumors (TO
- T4)

N = Lymphknotenmetastasen (NO —
N4)

M = Fernmetastasen (MO — M1)®

Dieser Begriff bezeichnet eine weiter-
fuhrende Studie nach Abschluss der
primaren Studie unter Benutzung der-
selben Studienpopulation’.

Mithilfe der TNM-Klassifikation werden
Tumore je nach Ausbreitungsmuster in
verschiedene UICC-Stadien eingeord-
net. Diese Stadien haben Einfluss auf
die therapeutischen Empfehlungens®.

Diese virusdhnlichen Strukturen sind
Molekile, die kein genetisches Mate-
rial enthalten. Diese Molekile kénnen
als Zielstrukturen fur die Antikbrperent-
wicklung bedeutsam sein®®.
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Einleitung

1. Einleitung

Die vorgelegte kumulative Dissertation untersucht den pathogenen Einfluss des
Humanen Papillomavirus (HPV) auf das Prostatakarzinom (PCa, fiir den engli-
schen Begriff prostate carcinoma) und der nicht-genitalen seborrhoischen
Keratose (SK). Ein Nachweis kausaler Zusammenhénge zielt perspektivisch auf
neue Mdglichkeiten der Diagnose, Therapie und Pravention.

1.1 Das Humane Papillomavirus

1.1.1 Grundlagen

Humane Papillomviren sind unbehillte, doppelstrangige Viren mit etwa 8000 Ba-
senpaaren, die fur acht Gene kodieren und zur Familie der Papillomaviridae geho-
ren. Bis dato wurden mehr als 200 Subtypen identifiziert'®!. Dabei kann es zeit-
gleich zu einer Infektion mit mehreren Subtypen kommen?'?. HPVs befallen die
Epithelzellen der Epidermis und die orale bzw. genitale Schleimhaut. Je nach L&-
sion werden die Subtypen in mukosale oder kutane Subtypen unterteilt'®!3, Das
HPV-Genom wird in die nicht-codierende Bereiche (NCR, fiir den englischen Be-
griff non-coding regions), die friihe Region (E Region, fur den englischen Begriff
early) und die spate Region (L Region, fur den englischen Begriff late) unterteilt.
Der NCR besteht aus zahlreichen Promotoren sowie weitere fiir die Transkription
wichtige Elemente. Die E Region codiert unter anderem fir die viralen Onkoprote-
ine. Hier sind insbesondere E6 und E7 von entscheidender Bedeutung. Die L Re-
gion codiert fur die Hullproteine L1 und L2. In ihrer Zusammensetzung bilden sie

das virale Hullkapsid“.

Die Subtypen werden in folgende Kategorien eingeteilt: alpha, beta, gamma, mu
und nu, wobei fur eine Infektion des Epithels vor allem die Kategorie alpha von
Bedeutung ist**8, In Abhangigkeit Ihrer pathogenen Eigenschaften unterscheidet
man die Hochrisiko HPV-Subtypen (hrHPV, fiir den englischen Begriff high risk),
die zu verschiedenen Dysplasien fihren und nach einigen Jahren in invasive Kar-
zinome Ubergehen kénnen (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 und 59), von
den Niedrigrisiko HPV-Subtypen (IrHPV, fir den englischen Begriff low risk).
IrHPV-Subtypen verursachen benignen Lasionen wie Verruca Vulgaris (VV) oder
Kondylome acuminata, die zum Teil zu Rezidiven neigen und wiederholte Behand-

lungen erfordern kénnen1217,
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Einleitung

1.1.2 Epidemiologie

Humane Papillomviren gehoren weltweit zu dem am h&ufigsten sexuell Gbertrag-
baren Erreger (STI, fur den englischen Begriff sexually transmitted infection). Etwa
80% der Menschen infizieren sich im Lauf ihres Lebens mit HPV!8, Weltweit kon-
nen 5,2% aller Krebserkrankungen in Bezug zu einer HPV-Infektion gebracht wer-
den®®. Das haufigste HPV-bedingte Karzinom ist das Zervixkarzinom (Zervix-Ca,
flr den englischen Begriff carcinoma), welches auch das vierthaufigste Karzinom
der Frauen weltweit darstellt. Im Jahr 2012 war das Zervix-Ca fiir 528.000 Neuer-
krankungen und 266.000 Todesfélle ursachlich?. Nahezu 100% aller Zervix-Cas
sind HPV bedingt, wobei 70% alleine auf die HPV-Subtypen 16 und 18 zuriickzu-
fuhren sind. Circa 90% der Analkarzinome, 60-70% der Vaginalkarzinome, 40-50%
der Vulva- und der Peniskarzinome, sowie 13-50% der Oropharynxkarzinome (in-
klusive Tonsillen- und Zungenbasiskarzinome) sind HPV bedingt'*%. In Deutsch-
land sind 35% der Frauen zwischen 20 - 25 Jahren mit einem onkogenen HPV-
Subtypus infiziert?!. Trotz der hohen Pravalenz von HPV zeigt eine Studie der Kli-
nik und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie am Klinikum der Ludwig-Maxi-
milians-Universitat (LMU), dass HPV unter den befragten Jugendlichen nur bei
17,7% bekannt ist. Andere STls, wie zum Beispiel das Humane Immundefizienz-

Virus, sind demgegeniber bei 96,9% der befragten Jugendlichen bekannt?223,

1.1.3 Pathogenese

Die unterschiedliche pathogene Auswirkung einer HPV-Infektion — von benigne bis
maligne — ist in der unterschiedlichen Aktivitat der E6- und E7-Onkoproteine be-
griindet*?. Uber Mikroverletzungen gelangen Humane Papillomviren ins Stratum
basale und infizieren so die Basalzellen der Haut bzw. Schleimhaut. Die initialen
Schritte der Infektion geschehen dementsprechend nicht wie bei anderen Viren an
der Epitheloberflache. In der Epidermis der Haut werden die Keratin-bildenden Ke-
ratinozyten infiziert. Die HPV-Desoxyribonukleinsaure-Replikation (DNA, fur den
englischen Begriff deoxyribonucleic acid) und die virale Proteinexpression ist an
den Differenzierungsgrad der infizierten Zellen gekoppelt. Nach der Primarinfek-
tion setzt die HPV-DNA-Replikation, sowie die Expression der viralen Proteine der
E Region ein (in der Epidermis im Stratum Spinosum). In der obersten Zelllage
werden virale Proteine der L Region gebildet, womit nun reife infektidse Viruspar-
tikel vorliegen (in der Epidermis im Stratum Corneum). Diese werden nun freige-

setzt und ermdglichen weitere Infektionen®1?,
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Einleitung

1.1.4 Onkogenese

Die onkogenen Eigenschaften von Humanen Papillomviren sind komplex. Die
hrHPV-Subtypen entfalten ihre onkogenen Aktivitaten Uber mehrere Wege, zum
einen direkt Uber die HPV-Onkogene und zum anderen indirekt Uber das Immun-
system via die Apolipoprotein-B-mRNA-Editing-Catalytic-Polypeptide-like-Enzyme
(APOBEC). Bei einer persistierenden, vom Immunsystem nicht kontrollierten,
hrHPV-Infektion kénnen sich Squamous Intraepithelial Lesions (englischer Begriff
fur intrazellulare Neoplasien) bilden. Diese stellen eine Prékanzerose des Plat-
tenepithelkarzinoms dar. Ein Fortschreiten der latenten Infektion tUber mehrere

Jahre kann in ein invasives Karzinom enden*>24,

Pathologisch veranderte Zellen mit perinukledrem Halo und atypischem Zellkern
(sogenannte Koilozyten) sind auf die Wirkung von den HPV Onkoproteine E5 und
E6 in Kombination mit E7 zurtickzufuihren?+%, Wahrend die Einfliisse von E6 und
E7 gut charakterisiert sind, ist die genaue onkogene Aktivitat von E5 noch unklar?®.
E6 und E7 sind fur die Fehlregulation des Zellzyklus verantwortlich. E6 bildet ein
Komplex mit dem Tumorsuppressor p53 und induziert dessen Abbau, wodurch die
apoptotischen Eigenschaften des Proteins p53 ausgeschaltet werden?’. E7 ist an
der Regulierung des Rb/E2F-Weges beteiligt. Es inaktiviert den Tumorsuppressor
Retinoblastom-Protein mittels Phosphorylierung. Diese Inaktivierung fuhrt zu einer
Erhohung des Transkriptionsfaktors E2F, was wiederum den Ubertritt der G-
Phase in die S-Phase im Zellzyklus induziert'#?, Zusatzlich konnen die Onkopro-
teine E6 und E7 die protektive Funktion der APOBEC-Enzyme inhibieren, welche
dem Schutz vor der schadlichen Wirkung von Viren dienen?*. Die Folge sind ver-

mehrte somatische Mutationen und ein Karzinomprogress?.

Der Tumorsuppressor pl6 wird bei einer HPV-Infektion verstarkt exprimiert und
kann als Marker fur die Diagnose eines HPV-bedingten Karzinoms herangezogen
werden®. Die Deaktivierung von p53 und dem Retinoblastom-Protein fiihrt zu einer
kompensatorischen Hochregulierung von pl6 mit der paradoxen Situation, dass
ein Tumorsuppressor in einem Tumor nicht vermindert, sondern vermehrt vorliegt.
Diese Uberexpression von p16 ist bei der p16-Farbung von entscheidender Be-

deutung®..
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Einleitung

1.1.5 HPV-bedingte Erkrankungen: Diagnostik, Therapie, Pravention

Humane Papillomviren bedingte Erkrankungen stehen gute diagnostische, thera-
peutische als auch préaventive MalRnahmen zur Verfiigung. So wurde gezeigt, dass
beim Zervix-Ca die Kombination von HPV-Tests zusammen mit zytologischen Un-
tersuchungen zu einer friheren Erkennung klinisch signifikanter prainvasiver Lasi-
onen fuhrt*2, In Deutschland haben gesetzlich krankenversicherte Frauen ab 35
Jahren im Rahmen eines Screenings Anspruch auf einen zytologischen Abstrich
mit anschlieBender Charakterisierung der HPV-Subtypen®. Verschiedene Studien
untersuchten das Gesamtuberleben von Patienten mit Oropharynxkarzinom in Ab-
hangigkeit des HPV-Status. Wahrend HPV-positive Patienten eine Funfjahres-
Uberlebensrate von mehr als 75% haben, haben HPV-negative Patienten eine
Funfjahrestberlebensrate von kleiner als 50%34. Es wird argumentiert, dass bei
HPV-positiven Patienten aufgrund ihres erhdhtem pl6-Spiegels verschiedene
DNA-Reparaturmechanismen behindert werden und dadurch diese Karzinome

strahlensensibler und somit therapeutisch glinstiger sind=°-,

Zusatzlich ist HPV der einzige krebserzeugende Erreger, bei dem effektive und
sichere Impfstoffe verfugbar sind. Damit stellt die Impfung eine wichtige Saule der
primaren Pravention dar!?3"38 Eine schwedische Studie zeigt, dass Frauen, die
mit 17 Jahren eine HPV-Impfung erhalten, ein um 88% geringeres Risiko fur Zer-
vix-Ca haben als ungeimpfte Frauen?*°, In Deutschland kam es seit der Einfiih-
rung der Impfempfehlung im Jahr 2007 zu einer Verminderung von karzinogenen
und benignen Erkrankungen®. Im Jahr 2008 — also kurz nach der Einfiihrung der
Impfempfehlung — kam es bereits zu einer signifikanten Reduktion der Haufigkeit
von Kondylome acuminata in Hohe von 23%%. Wenn auch in der S3 Leitlinie noch
nicht bestatigt, gibt es Hinweise, dass eine intraldasionale HPV-Impfung bei der
Therapie von therapieresistenten VV niitzlich sein konnte*?#4, Aktuell empfiehlt die
Standige Impfkommission des Robert-Koch-Instituts eine HPV-Impfung fir Mad-

chen und Jungen im Alter von 9 - 14 Jahren?..
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Einleitung

1.2 Das Prostatakarzinom

1.2.1 Epidemiologie

In Deutschland gehort das PCa zur haufigsten Krebserkrankung des Mannes. Im
Jahr 2019 war in Deutschland die Fallzahl der Neuerkrankungen in der Alters-
gruppe 75-79 mit 13.955 die héchste, wahrend in der Altersgruppe 45-49 die Fall-
zahl von 444 deutlich niedriger war. Die Anzahl der Neuerkrankungen hat in den
letzten Jahren zugenommen. Im Jahr 2017 betrug sie 64.250 und fir 2022 prog-
nostizierte das Robert-Koch-Institut eine Inzidenz von 70.100. Im Gegensatz dazu
ist die altersstandardisierte Inzidenz nach einem Anstieg am Anfang der 2000er
Jahre zwischen 2011 und 2019 riicklaufig (von 117,8 auf 103,2 je 100.000)%4¢,

Das PCa ist mit einem Anteil von 12,0% die zweithaufigste Ursache karzinombe-
dingter Sterbefalle unter Mannern in Deutschland. Die altersstandardisierte Ster-
berate nimmt jedoch seit 1990 kontinuierlich ab. Wéahrend diese 1999 noch bei
25,8 je 100.000 lag, ist diese bis 2019 auf 18,7 gesunken*. Mogliche Erklarungen
hierflr sind einerseits eine optimierte Diagnostik einhergehend mit einer verbes-
serten Friherkennung und innovative therapeutische Verfahren sowie anderer-
seits auch der demografische Wandel, also die immer alter werdende Bevolke-
rung*”48. Zusammengefasst, trotz des Riickgangs sowohl der altersstandardisier-
ten Inzidenz als auch der altersstandardisierten Sterberate stellt das PCa weiterhin
aufgrund seiner absoluten Haufigkeit und dem damit verbundenem hohem Versor-
gungsaufwand eine enorme Belastung fir das Gesundheitssystem in Deutschland

dar.
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Einleitung

1.2.2 Atiologie

Der genaue pathogene Mechanismus ist bis heute nicht ganz geklart — es wird
eine multifaktorielle Genese diskutiert®. Wesentliche Risikofaktoren sind eine po-
sitive Familienanamnese, ein hohes Lebensalter, sowie eine ethnische afroameri-
kanische Abstammung. Personen mit einem positiven Bruder haben eine hdhere
Wahrscheinlichkeit an PCa zu erkranken als Personen mit einem positiven Vater.
Das Risiko an PCa zu erkranken steigt mit zunehmender Anzahl an betroffenen
Familienmitgliedern 1. Grades (definiert als Vater, Bruder und Sohn). Personen mit
einem erkrankten Verwandten 2. Grades (definiert als Opa, Onkel und Neffe) ha-

ben nur ein geringfligig erhohtes Risiko an PCa zu erkranken®5t,

1.2.3 Der Pathogene Einfluss des Humanen Papillomavirus

Neben den bereits beschriebenen atiologischen Faktoren begiinstigen auch chro-
nische inflammatorische Entziindungen die Karzinombildung. Diese Entziindungs-
zustande mit einem erhghten Zellumsatz bergen ein erhebliches Potenzial fir Mu-
tationen®2. Neuere Studien identifizierten mehrere Erreger, darunter HPV, das
Epstein-Barr-Virus, sowie Propionibacterium Akne, die alleine oder im Zusammen-
spiel mit einer inflammatorischen, entziindenden Prostata assoziiert sein kénnen,
welche die Angiogenese und apoptotische Mechanismen beeinflussen und so die

Karzinomentstehung induzieren kénnen?24%3-%5,

Obwohl mehrere Erreger nachgewiesen wurden, ist HPV der einzige pathogene
Erreger bei dem eine Impfung verfiigbar ist und dementsprechend besondere Auf-
merksamkeit genief3en sollte. In einer Metaanalyse von Yang et al. wurden in 19%
der PCa-Praparate HPV mit iberwiegend Hochrisikosubtypen nachgewiesen®®.
Jedoch wurde auch bei benignen Praparaten HPV nachgewiesen, sodass man
argumentieren konnte, dass das Vorhandensein von HPV im PCa nur zuféllig ist>’.
Diese Ergebnisse decken sich mit einer Metastudie von Lawson et al. bei der in
22,6% der PCa-Praparate hrHPV-Risikosubtypen entdeckt wurden, bei der Kon-
trollgruppe nur in 8,6% der Falle?*. Es wurde bestatigt, dass hrHPV-Subtypen be-
reits vor der Entwicklung eines HPV-positiven PCa prasent sind. Dies impliziert,
dass die onkogene HPV-Aktivitat ein friihes Phanomen bei der Entstehung des
PCa ist®®. Da es sich beim PCa hauptsachlich um ein Drusenepithelzellkarzinom
handelt ist der Einfluss von HPV in Bezug auf die Pathogenese des PCa komplex
und unterscheide sich von derer anderer Tumorentitaten*. Insgesamt wird der ge-
naue pathogene Einfluss von HPV weiterhin kontrovers diskutiert und bedarf wei-
terer Abklarung.
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Einleitung

1.2.4 Diagnostik und Therapie

Das prostataspezifische Antigen (PSA) hat eine wichtige Bedeutung fur die Frih-
erkennung, die Prognose bei nachgewiesenem PCa als auch den Verlauf bei the-
rapiertem PCa. PSA-Werte tber 4 ng/ml, einen PSA-Anstieg tber 0,75 ng/ml/Jahr
sowie eine auffallige digital-rektale Untersuchung (DRU) sind deutliche Indizien fur
das Vorliegen eines PCa**°, Die histopathologische Diagnose wird durch eine
Stanzbiopsie der Prostata gestellt. Die Gleason-Graduierung, welche die Drisen-
morphologie in der Prostata beurteilt, dient zur Einschatzung der Malignitat. Mit
steigendem Malignitatsgrad erhoht sich auch der Gleason-Grad. Der am haufigs-
ten vorkommende und der am schlechtesten differenzierte Gleason-Grad werden
zum sogenannten Gleason-Score (Englischer Begriff fur Gleason-Summe) zusam-
menaddiert. Dieser Wert kann zwischen 6 und 10 betragen®. Zur Ausbreitungsdi-
agnostik werden moderne bildgebende Verfahren wie die Computertomographie,
die Magnetresonanztomographie, die Knochenszintigraphie oder die Positro-

nenemissionstomographie eingesetzt.

Die Tumorstadien werden nach der Internationalen Vereinigung gegen Krebs
(UICC, fur den franzosischen Begriff Union Internationale Contre le Cancer) mit-

hilfe der TNM-Klassifikation in folgende Gruppen eingeteilt:

e Lokal begrenztes Stadium
o Primartumor (T, fir den englischen Begriff tumor) 1-2, Lymphknoten-
metastasen (N, fr den englischen Begriff lymphnodes) 0, Fernmeta-
stasen (M, fur den englischen Begriff metastases) 0
e Lokal fortgeschrittenes Stadium
o T3-4, NO, MO
e Metastasiertes Stadium
o Jedes T, N1 und/oder M14°

Das lokal begrenzte Stadium wird in folgende Risikogruppen nach D"Amico an-

hand dessen Progressionsrisiko weiter unterteilt:

¢ Niedriges Risiko

o T1c/T2a und PSA < 10 ng/ml und Gleason-Score < 6;
e Mittleres Risiko

o T2b oder PSA 10 — 20 ng/ml oder Gleason-Score = 7
e Hohes Risiko

o T2c oder PSA > 20 ng/ml oder Gleason-Score > 7%
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Die Stadieneinteilung nach UICC hat Einfluss auf die therapeutischen Empfehlun-
gen. Fir das lokal begrenzte PCa wird klassischerweise eine kurative Therapie
mittels Bestrahlung (perkutane Radiatio oder Brachytherapie) oder eine radikale
Prostatektomie (offen oder minimal-invasiv, z.B. roboterassistiert) empfohlen. Als
Alternative steht bei Patienten mit niedrigem Progressionsrisiko die aktive Uber-
wachung zur Verfigung. Hierbei wird auf eine kurative Therapie verzichtet und es
finden zunachst regelmaRige Kontrollen mittels PSA, DRU, Stanzbiopsie und bild-
gebende Verfahren statt, um eine Tumorprogression auszuschlielen. Bei Patien-
ten mit einem lokal fortgeschrittenen PCa empfiehlt sich ein multimodaler Thera-
pieansatz, wie z.B. die Durchfiihrung einer radikalen Prostatektomie gefolgt von
einer adjuvanten Strahlentherapie. Fur das metastasierte PCa steht die hormon-
ablative Therapie im Vordergrund. Bei Patienten mit einer Lebenserwartung von
weniger als 10 Jahren und einem lokal begrenztem PCa stellt ein abwartendes
Vorgehen — das watchful waiting — eine gute Alternative dar. Im Unterschied zur
aktiven Uberwachung werden keine regelmaRigen Kontrollen durchgefiihrt. Die

symptomatische Behandlung steht im Vordergrund9:62,
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1.3 Die Seborrhoische Keratose

1.3.1 Epidemiologie

Die seborrhoische Keratose (SK) z&hlt zu den h&ufigsten benignen Hauttumoren.
Sowohl Ihre Pravalenz als auch die Anzahl an Lasionen steigt mit dem Lebensalter
an®, SKs treten vor allem an UV-Licht exponierten Stellen auf, kdnnen jedoch am
gesamten Korper mit Ausnahme der Handinnenflachen, Fufl3sohlen und der

Schleimhdute auftreten?®.

1.3.2 Atiologie

Ahnlich wie beim Prostatakarzinom wird eine multifaktorielle Genese vermutet. Ein
wichtiger Risikofaktor stellt die genetische Disposition dar. Im Jahr 1988 wurde das
Auftreten von SKs bei drei Familienmitgliedern beschrieben®. Es wird ein autoso-
maler-dominanter Erbgang vermutet®. Daneben sind ein hohes Lebensalter und
UV-Licht Exposition weitere Risikofaktoren. Eine australische Studie untersuchte
100 Probanden, wobei SKs nur bei 12% der 15- bis 25-J&hrigen vorhanden waren.
Bei den Uber 50-Jahrigen lag die Pravalenz bei 100%. Eine koreanische Studie mit
303 Probanden zeigt, dass Personen mit einer kumulativen Sonnenexposition von
mehr als 6 Stunden pro Tag ein 2,28-Faches htheres Risiko haben SKs zu entwi-

ckeln, als Personen mit einer Sonnenexposition von weniger als 3 Stunden®®,

1.3.3 Der Pathogene Einfluss des Humanen Papillomavirus

Neben den bereits beschriebenen &tiologischen Faktoren wird auch eine virale Be-
teiligung durch HPV diskutiert®®, Ahnlich wie bei Verruca Vulgaris (VV), fir die die
HPV-Subtypen 1 - 4, 26 - 29, 38, 41, 49, 57, 63, 65 und 75 - 77 verantwortlich
gemacht werden, kénnte HPV auch bei der Pathogenese der SK beteiligt sein.
Dies wird aufgrund von histologischen Ahnlichkeiten zwischen SK und VV vermu-
tet'%67, WV ist, ahnlich wie SK, charakterisiert durch Akanthose, Papillomatose und
Hyperkeratose®®. In der Literatur wird die SK in eine genitale und eine nicht-geni-
tale Form unterteilt. Einige Autoren sehen einen Zusammenhang zwischen geni-
taler SK und HPV gegeben. Die Pravalenz von HPV liegt bei 42% - 72%5%°"2. Dem-
gegenlber liegt die Nachweisrate bei der nicht genitalen Form zwischen 0% - 20%

und bedarf genauerer Betrachtung”®7.
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1.3.4 Molekulare Pathogenese

Seborrhoische Keratosen weisen am haufigsten FGFR3- und PIK3CA-Mutationen
aufl®’®, Mutationen des FGFR3-Rezeptors fihren zu Veranderungen im RAS-
MAPK-Signalweg. Diese Veranderungen sind auch beim Harnblasenkarzinom,
epidermaler Navus, sowie weitere Tumore von Bedeutung’’:’®. PIK3CA-Mutatio-
nen flhren zu Stérungen des PI3K-AKT-Signalwegs’®. Eine Mutation liegt bei zahl-
reichen malignen Erkrankungen vor, unter anderem der Brust, des Darms und bei
hamatologischen Erkrankungen®. Im Jahr 2010 wurde eine Studie von Hafner et
al. veroffentlicht bei der 175 SKs von 25 Patienten aus Deutschland und Spanien
untersucht wurden. Dabei zeigten sich unter anderem Mutationen der FGFR3-,
PIK3CA-, aber auch der KRAS-, HRAS-, EGFR- und AKT1-Onkogene. Obwohl
diese Mutationen fur diverse maligne Erkrankungen verantwortlich sind zeigten die
SK-Praparate kein malignes Potenzial. Griinde hierflr kdnnten neben fehlenden
Mutationen der Tumorsupressorgene TSC1, PTEN und TP53 das Vorhandensein
von negativen Ruckkopplungsschleifen sein, die die Wirkung der onkogenen Mu-
tationen einddmmen. Dementsprechend kdnnen SKs trotz onkogener Mutationen

als genetisch stabil angesehen werden©7881,

1.3.5 Klinik und Histologie

Seborrhoische Keratosen sind in aller Regel asymptomatisch und bedurfen im Re-
gelfall nur aufgrund von kosmetischen Griinden eine Therapie. Bei Entziindungen
kénnen diese jedoch jucken, schmerzen und in seltenen Fallen auch bluten. SKs
prasentieren sich als scharf begrenzte, rundliche oder ovale, meist erhabene Tu-
more mit einer warzigen Oberflache. Die selteneren flachen SKs haben dagegen
haufig eine glatte Oberflache. SKs haben durchschnittlich einen Durchmesser von
0,5 cm - 1 cm. SKs haben eine grol3e Variation an Farben — bis hin zu stark pig-

mentierten Varianten?°.

Die SK ist durch Akanthose (Verbreiterung Stratum Spinosum), Papillomatose
(Verbreiterung Stratum Papillare), Hyperkeratose (verstarkte Verhornung des Plat-
tenepithels), Hornzysten und Pseudohornzysten charakterisiert. Es kommen keine
Kern- oder Zellatypien vor'®, Eine Ausnahme ist jedoch der bowenoide Subtyp. Ob
es sich hierbei um eine Vorstufenlasion eines malignen Hauttumors handelt, ist bis
heute noch unklar und bedarf weiterer Untersuchungen®?. Ausgangspunkt der gut-
artigen Tumorzellen sind die Keratinozyten der basaloiden Zellen bzw. sogenannte
squamous eddies (englischer Begriff flr eosinophile Plattenepithelzellen). SKs
werden in 7 Untertypen eingeteilt, wobei Mischformen méglich sind:
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e Akanthotisch
o Haufigster histologischer Subtyp, exophytischer Tumor, Akanthose,
Papillomatose, Hyperkeratose, ein Drittel ist hyperpigmentiert,
Horn- und Pseudohornzysten maglich, geringe Oberflachenverhor-
nung, besteht vor allem aus basaloide Zellen
e Hyperkeratotisch
o Papillomatose und Hyperkeratose, wenig Akanthose, besteht vor
allem aus squamous eddies
e Retikular/Adenoid
o Akanthose, geringe Papillomatose und Hyperkeratose, haufige Hy-
perpigmentierung, besteht vor allem aus basaloide Zellen
o lrritiert
o Akanthose, besteht vor allem aus squamous eddies und Entziin-
dungsinfiltrate
e Bowenoid
o SK mit einer Bowenoid Transformation, intraepidermale Zellaty-
pien, sonnenexponierte Stellen, Vorstufenlasion eines Plat-
tenepithelkarzinom wird diskutiert
e Kilonal
o Neben den typischen basaloiden Zellen kommen aufgehellte Kera-
tinozyten vor
e Melanoakanthom
o Sehr stark pigmentierte akanthotische SK mit Proliferation von Me-

lanozyten, besteht aus squamous eddies 10657883

1.3.6 Diagnostik und Therapie

Die Diagnose erfolgt in der Regel aus dem Klinischen Verlauf unter Zuhilfenahme
eines Dermatoskops. Bei schwieriger Abgrenzbarkeit zu anderen kutanen Tumo-
ren besteht die Therapie aus der operativen Entfernung mit anschlieRender histo-
pathologischer Diagnosesicherung. Andernfalls ist auch eine Behandlung mittels

Laser oder Vereisung moglich 88485,
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Characterization of Human Papilloma Virus in Prostate Cancer Patients Un-
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Nellessen T*, Ebner B*, Pyrgidis N, Ledderose S, Kretschmer A, Marcon J, Teup-
ser D, Mayr D, Faihs V, Stief CG, French LE, Herlemann A*, Reinholz M*. Charac-
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2.1 Arbeitsanteil

Das Thema sowie inhaltliche Schwerpunkte des Projekts benannte mein 1. Be-
treuer Herr Prof. Dr. Dr. Markus Reinholz. Auf dieser Basis wurde das Projekt von
mir konzipiert. An der Umsetzung waren mehrere Institute und externe Einrichtun-
gen beteiligt. Die Organisation und Kommunikation wurden von mir ilbbernommen.
Der Ethikantrag wurde von mir ausgearbeitet und gemeinsam mit Herr Prof. Dr.
Dr. Markus Reinholz und Frau Prof. Dr. Annika Herlemann erfolgreich gestellt. Die
Rekrutierung der Probanden wurde von mir durchgefihrt. Mit Unterstiitzung durch
das Institut fur Labormedizin des LMU-Klinikums habe ich die Asservierung der
Serumproben Gbernommen. Die Serumproben wurden durch die Firma Abviris
analysiert. Herr Dr. Stephan Ledderose fihrte die notwendigen molekularpatholo-
gischen Untersuchungen und die histochemischen Farbungen durch. Die gewon-
nen Daten wurden von mir, Herrn Dr. Benedikt Ebner und Herrn Nikolaos Pyrgidis
analysiert. Die erste Version des Manuskripts haben Herr Dr. Benedikt Ebner und
ich gemeinsam verfasst mit dem deswegen die Erst-Autorenschaft geteilt worden
ist. Das Manuskript wurde von Frau Prof. Dr. Annika Herlemann, Herr Prof. Dr.
Alexander Kretschmer, Herr PD Dr. Julian Marcon und Frau Dr. Valentina Faihs
kritisch begutachtet und verbessert. Mein 2. Betreuer Herr Prof. Dr. Lars E. French,
Frau Prof. Dr. Doris Mayr, Herr Prof. Dr. Christian G. Stief und Herr Prof. Dr. Daniel
Teupser standen beratend zur Verfigung. Herr Prof. Dr. Lars E. French finanzierte

die Publikationsgebthren.

2.2 Hintergrund und Fragestellung

Das Prostatakarzinom ist deutschlandweit der haufigste Tumor unter Mannern und
stellt somit weiterhin eine enorme Belastung fiir das Gesundheitssystem dar®.
Trotz des nachgewiesenen kausalen Zusammenhanges zwischen HPV und meh-
reren Neoplasien besteht weiterhin kein Konsens Uber einen mdglichen pathoge-
nen Zusammenhang zwischen dem HPV-Status eines Patienten und dem
PCa 11245358 Ein mdglicher kausaler Zusammenhang zwischen HPV und der Pa-
thogenese des PCa kbnnte Basis neuer diagnostischer, therapeutischer sowie pra-
ventiver MaRnahmen sein. Ein serologischer HPV-Test kdnnte erganzend zur be-
stehenden PSA-Testung in der Friherkennung und der Therapiekontrolle einge-
setzt werden. Ahnlich wie beim Oropharyngealkarzinom koénnte ein positiver HPV-
Status ein prognostisch glinstiger Faktor flr ein besseres Gesamtiiberleben
sein®3¢, Entsprechend dem praventiven Nutzen bei Zervix-Ca kdnnte eine HPV-
Impfung die hohe Inzidenz des PCa senken und perspektivisch eine Ausweitung
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der bestehenden HPV-Impfempfehlung zur Folge haben®. Die Verdffentlichung
Characterization of Human Papilloma Virus in Prostate Cancer Patients Under-
going Radical Prostatectomy—A Prospective Study of 140 Patients hat das Ziel,

einen moglichen Zusammenhang genauer zu untersuchen.

2.3 Methodik

Insgesamt wurden 140 Patienten aus der Klinik und Poliklinik fir Urologie des
LMU-Klinikums nach unterschriebener Einverstandniserklarung prospektiv einge-
schlossen. Diese Probanden hatten ein stanzbioptisch gesichertes, aber noch
nicht therapiertes PCa. Jeder Proband unterlief eine radikale Prostatektomie, ent-
weder konventionell oder mittels Da-Vinci-Roboter. Anhand eines Fragebogens
wurden soziodemografische Faktoren und klinische Risikofaktoren wie HPV-be-
dingte Vorerkrankungen zum Beispiel Genital-, Hautwarzen, Anal-, Penis- oder
Oropharynxkarzinom beleuchtet. Praoperativ wurde eine Serumprobe abgenom-
men, und es erfolgte ein quantitativer Nachweis des HPV-16-L1 Antikdrpers mittels
eines HPV-16 spezifischen, virus-like-particle basierter kompetitiver Imnmunoassay
(PT-Monitor®, Abviris Deutschland GmbH, Ahrensburg, Deutschland). Die radika-
len Prostatektomiepréaparate wurden begutachtet, um den Tumortypus, das Tu-
morstadium und den Gleason-Score zu ermitteln. Die DNA der Prostatapraparate
wurde per Polymerase-Kettenreaktion (PCR, fur den englischen Begriff poly-
merase chain reaction) amplifiziert und mittels eines HPV-Arrays hybridisiert (Visi-
onArray® HPV-Chips assay; ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Deutschland), um
mit der VisionArray® Analyzer Software die Praparate hinsichtlich der auftretenden
HPV-Subtypen einzuteilen. Um zwischen einer aktiven und inaktiven HPV-Infek-
tion zu unterscheiden wurden alle HPV-PCR-positiven Praparate mittels immun-
histochemischer Farbung auf eine Uberexpression von p16 unter Verwendung ei-
nes Antikdrpers gegen pl16 (Klon E6H4/p16Ink4a, Ventana Medical Systems, Orro

Valley, Arizona, USA) analysiert®’.

2.4 Ergebnisse

In 9,3% (13/140) der radikalen Prostatektomiepraparate wurde HPV-DNA nachge-
wiesen, wobei der HPV-16 Subtypus mit 39% (5/13) am haufigsten vorkam. P16
war Uberexprimiert (aktive Infektion) bei 40% (2/5) der HPV-16-positiven Proban-
den und bei 67% (2/3) der Probanden mit einer Co-Infektion aus HPV-6 und HPV-

11. Bei allen anderen HPV-positiven Probanden war die Immunhistochemie fir
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pl6 negativ. Bei 98% (137/140) aller Probanden lag der HPV-16-L1-AntikOrper-
spiegel unter dem festgelegten Grenzwert von 541 ng/ml. Hinsichtlich des HPV-
16-L1-Antikdrperspiegels gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
HPV-PCR-positiven und -negativen Probanden (p = 0,13). Nur 25% (35/140) der
Probanden haben jemals etwas von HPV gehort. Keiner der Probanden war gegen
HPV geimpft. Nur 21% (29/140) der Probanden wussten tberhaupt, dass eine
HPV-Impfung existiert. Der mediane PSA-Wert vor der radikalen Prostatektomie
lag bei 8,45 ng/ml. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
HPV-positiven und -negativen Probanden (7,6 ng/ml vs. 5,8 ng/ml; p = 0,35). So-
wohl stanzbioptisch als auch nach radikaler Prostatektomie zeigte sich kein signi-
fikanter Unterschied bei der Gleason-Score Verteilung (p = 0,76 bzw. p = 0,09).
Der am haufigsten vorkommende histologischer Subtyp war das azindre Adeno-
karzinom mit 98% (135/140). Lymphknoten wurden bei 83% (116/140) der Pro-
banden entfernt und waren bei 11% (13/116) positiv. Es zeigte sich kein signifikan-
ter Unterschied zwischen HPV-positiven und -negativen Probanden beim histolo-
gischen Subtyp (p = 0,86), des T-Stadiums (p = 0,15) oder des N-Stadiums (p =

0,23) Bei keinem Probanden wurden Fernmetastasen nachgewiesen (M0)¥’.

2.5 Diskussion

In unserer durchgefiihrten Studie konnte kein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen dem HPV-PCR-Status und den Tumoreigenschaften des PCa festgestellt
werden. Desweiteren lagen fast alle HPV-16-L1-Serumproben unter dem festge-
legten Grenzwert, wodurch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe
des HPV-16-L1-Antikdrpers und dem HPV-PCR-Status bestand. Insgesamt waren
nur sehr wenige Probanden tber HPV aufgeklart. Aus den Daten lasst sich nicht
erkennen, dass der HPV-Status signifikante klinische Auswirkungen auf das PCa
hat®’. Eine Erweiterung der bestehenden PSA-Testung mittels eines serologischen
HPV-Tests als Friiherkennung und Therapiekontrolle erweist sich auf der Basis
unserer Datenlage als nicht zielfiihrend. Desweiteren kdénnen keine prognosti-
schen Aussagen anhand des HPV-Status getroffen werden. Um dies genauer be-
urteilen zu kénnen, ware eine follow-up-Studie nach 5-10 Jahren hilfreich. Auch
ein praventiver Nutzen einer HPV-Impfung, um die hohe Inzidenz zu senken, kann

aus den analysierten Daten nicht abgeleitet werden.
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3. Veroffentlichung Il

Relationship between a-genus human papillomavirus and non-genital sebor-

rheic keratosis: Report of new cases and updated review
Veroffentlicht in:

Nellessen T*, Aoki R*, Kammerbauer C, Clanner-Engelshofen BM, French LE,
Reinholz M. Relationship between a-genus human papillomavirus and non-genital
seborrheic keratosis: Report of new cases and updated review. J Cosmet Derma-
tol. 2023 Jan;22(1):306-310. Epub 2022 Jan 23.

doi: 10.1111/jocd.14759. PMID: 35066969.

* Shared first Authorship

Impact Factor von “Journal of Cosmetic Dermatology” (2022): 2,3

Rang von “Journal of Cosmetic Dermatology“ in der Kategorie “Dermato-
logy-Scie” (2022): 41/70
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3.1 Arbeitsanteil

Das Thema des Projekts sowie inhaltliche Schwerpunkte benannte mein 1. Be-
treuer Herr Prof. Dr. Dr. Markus Reinholz. Die Zusammenarbeit zwischen den be-
teiligten Personen wurde durch mich organisiert, koordiniert und kommuniziert.
Herr Prof. Dr. Dr. Markus Reinholz hat die ethische Unbedenklichkeitserklarung
eingeholt. Frau Dr. Rui Aoki und Frau Claudia Kammerbauer haben mich in die
praktische Laborarbeit eingewiesen und standen bei technischen Fragen immer
zur Seite, sodass ich die notwendigen molekularpathologischen Untersuchungen
und die histologischen Farbungen selbststandig durchfiihren konnte. Die gewon-
nen Daten wurden von mir und Frau Dr. Rui Aoki analysiert. Ich verfasste die erste
Version des Manuskripts. Dieses wurde von Herr Prof. Dr. Dr. Markus Reinholz,
Frau Dr. Rui Aoki und Herr Dr. Dr. Benjamin Clanner-Engelshofen kritisch begut-
achtet. Mein 2. Betreuer Herr Prof. Dr. Lars E. French stand beratend zur Verfi-
gung. Aufgrund der Einarbeitung von Frau Dr. Rui Aoki in die praktische Laborar-
beit und der kritischen Durchsicht der ersten Version des Manuskripts wurde die

Erst-Autorenschaft mit ihr geteilt.

3.2 Hintergrund und Fragestellung

Seborrhoische Keratosen gehdren zu den haufigsten erworbenen epithelialen Tu-
moren und kdnnen zu kosmetischen Problemen fiihren!%3, Aufgrund der histopa-
thologischen Ahnlichkeiten zwischen SK und VV wird diskutiert, ob HPV auch die
Pathogenese von SK beguinstigt!®®’. Ein Zusammenhang zwischen SK und HPV
ist insbesondere bei der nicht-genitalen SK umstritten®®-">, Dementsprechend kon-
zentriert sich Veroffentlichung Il auf die nicht-genitale SK. Ein mdglicher kausaler
Zusammenhang zwischen HPV und der Pathogenese der nicht-genitalen SK
kénnte neue therapeutische und praventive Méglichkeiten ertéffnen. Die in der Li-
teratur diskutierte intralasionale HPV-Impfung bei VV kdnnte sich bei der Therapie
der nicht-genitalen SK niitzlich erweisen*?3, Ahnlich wie bei Kondylome acumi-
nata konnte eine HPV-Impfung die hohe Inzidenz der nicht-genitalen SK senken
und perspektivisch eine Ausweitung der bestehenden HPV-Impfempfehlung zur
Folge haben?®. Die Veroffentlichung Relationship between a-genus human papil-
lomavirus and non-genital seborrheic keratosis: Report of new cases and updated

review hat das Ziel, einen méglichen Zusammenhang naher zu untersuchen.
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3.3 Methodik

Es wurden 51 Hautpraparate aus dem nicht-genitalen Bereich mit histologisch ge-
sicherten SKs aus der pathologischen Datenbank der Dermatologischen Klinik der
LMU rekrutiert. Die DNA wurde aus Formalin-fixiertem, in Paraffin-eingebettetem
Gewebe extrahiert, per PCR amplifiziert und mittels eines HPV-Arrays hybridisiert
(VisionArray® HPV-Chips assay; ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Deutschland).
Schlief3lich wurden diese mittels der VisionArray® Analyzer Software auf verschie-
dene HPV-Subtypen analysiert. AnschlieRend wurden die probenspezifischen kli-

nischen und histologischen Charakteristika ausgewertet®s,

3.4 Ergebnisse

Die seborrhoischen Keratosen wurden in sechs histologische Kategorien einge-
teilt: 27,5% (14/51) gehorten zum akanthotischen, 27,5% (14/51) zum hyperkerato-
tischen, 23,5% (12/51) zum irritablen, 9,8% (5/51) zum gemischten, 7,8% (4/51)
zum retikuliertem und 3,9% (2/51) zum klonalen Subtypus. In 3,9% (2/51) der
Hautpraparate wurde HPV-DNA nachgewiesen, wobei ein Hautpréaparat aus dem
Gesichtsbereich mit HPV-31 und eine aus der unteren Extremitat mit HPV-41
stammte. Beide gehdrten zum akanthotischen Subtypus. Es konnte keine Koilozy-

tose festgestellt werden®,

3.5 Diskussion

Unsere Studie zeigte nur eine sehr geringe HPV-Paositivitat. Bei dieser Datenlage
ist davon auszugehen, dass HPV nicht wesentlich zur Entstehung von nicht-geni-
taler SK beitragt®®. Ein signifikanter therapeutischer oder auch praventiver Nutzen

einer HPV-Impfung ist daher nicht sehr wahrscheinlich.
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4. Zusammenfassung

4.1 Deutsch

In dieser kumulativen Dissertation wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwi-
schen dem Humanen Papillomavirus (HPV) und der Pathogenese des Prosta-
takarzinoms und der nicht-genitalen seborrhoischen Keratose besteht. Neben gu-
ten diagnostischen als auch therapeutischen MalRnahmen lasst sich die Inzidenz
HPV-bedingter Erkrankungen durch die zur Verfiigung stehenden Impfstoffe redu-
zieren. Aufgrund dessen war das Ziel dieser kumulativen Dissertation, den in der
Literatur kontrovers beschriebenen Einfluss von HPV auf die Pathogenese des
Prostatakarzinoms und der nicht-genitalen seborrhoischen Keratose weiter zu un-
tersuchen mit der Perspektive, neue Optionen der Diagnose, Therapie und Pra-

vention zu erdffnen.

In der vorgelegten ersten Veroffentlichung wurde der Zusammenhang zwischen
HPV und dem Prostatakarzinom mittels einer serologisch basierten und zusatzlich
mittels einer gewebebasierten Nachweismethode mit hohem methodischem Auf-
wand untersucht. Ein statistisch signifikanter Einfluss des HPV-Status auf die Kkli-
nischen Tumoreigenschaften des Prostatakarzinoms konnte dabei nicht nachge-
wiesen werden. Die Daten zeigten keine signifikante Korrelation zwischen der
Hoéhe des HPV-16-L1-Antikdrpers und dem HPV-PCR-Status.

In der vorgelegten zweiten Veroffentlichung wurde die Pravalenz von HPV in nicht-
genitalen seborrhoischen Keratosen anhand von histologischen Hautproben un-
tersucht. Dabei kam ein PCR basiertes Verfahren zum Einsatz. Im Ergebnis zeigte

sich eine nur sehr geringe HPV-Positivitat.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungsergebnisse der beiden durchgefiihr-
ten und verdffentlichten Studien keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen HPV und dem Prostatakarzinom oder der nicht-genitalen seborrhoischen
Keratose. Auf Basis dieser Datenlage ist daher nicht davon auszugehen, dass di-
agnostische HPV-Tests und HPV-Impfungen zu einer besseren Diagnose, Thera-

pie oder Pravention fliihren werden.
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Zusammenfassung

4.2  Englisch

This cumulative dissertation investigated whether there is a relationship between
human papillomavirus (HPV) and the pathogenesis of prostate cancer and non-
genital seborrheic keratosis. In addition to good diagnosis and therapy, the inci-
dence of HPV-related diseases has been reduced through the availability of vac-
cines. Thus, it was necessary to further investigate the controversially discussed
role of HPV in the pathogenesis of prostate cancer and non-genital seborrheic ker-
atosis with the perspective of opening new options for their diagnosis, therapy or

prevention.

Publication | investigated the possible relationship between HPV and prostate can-
cer using a highly sophisticated serological- and tissue-based detection method. A
statistically significant influence of the HPV status on the clinical tumor character-
istics of prostate cancer could not be proven. The data showed no significant cor-
relation between HPV-16-L1-antibody-levels and HPV-PCR-status.

Publication 1l examined the prevalence of HPV in non-genital seborrheic keratoses
using histological skin samples. A PCR based method was used. The result

showed only very low HPV positivity.

In summary, the results of the two published studies showed no statistically signif-
icant association between HPV and prostate cancer or non-genital seborrheic ker-
atosis. Therefore, it cannot be assumed that diagnostic HPV tests and HPV vac-

cinations would open new possibilities for their diagnosis, therapy or prevention.
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