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HPV, apoptosis og
p53-ekspression
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Sammenhangen mellem tobak, alkohol og oralt kar-
cinom er velkendt og veldokumenteret, men 15% af
patienterne har dog aldrig rgget og har ikke haft no-
get regelmassigt alkoholforbrug - og naesten alle
patienter i denne gruppe er &ldre kvinder. Denne
gruppe af »non-users« adskiller sig saledes fra ho-
vedparten af patienter mht. bade alder og ken, og
karcinomudviklingen ma skyldes endnu ukendte
&tiologiske faktorer. Humant papillomvirus (HPV),
hvis plads i eetiologien af oral cancer er steerkt kon-
troversiel, kunne maske vare en sadan faktor i de
tilfeelde hvor der hverken er tobak eller alkohol i
anamnesen.

Orale karcinomer fra to patientgrupper, users og
non-users af tobak og/eller alkohol, undersggtes for
forekomst af HPV, apoptose samt p53 overekspres-
sion. Der blev ikke fundet afggrende forskelle mel-
lem de to grupper. Totalt forekom HPV-DNA i 12,5%
af tumorerne, HPV type 16 dog kun i en enkelt tumor
(2,5%).
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ovedparten af pladeepitelkarcinomer i munden (1-5)
opstar hos patienter med massivt forbrug af alko-

hol og/eller tobak, og man anser den karcinogene
effekt heraf som bade dosisrelateret og synergistisk (1-5). Til
trods for disse forhold optraeder 15% af tumorerne hos pa-
tienter der aldrig har rgget, og som ikke indtager alkohol re-
gelmaessigt: non-users. Denne gruppe patienter bestar helt
overvejende af aeldre kvinder. Mens tumorer i mundbunden
udger 28% hos users (dvs. patienter der ryger eller regel-
maessigt indtager alkohol, eller begge dele), er den tilsvaren-
de frekvens hos non-users 4% (6). Non-users udger siledes en
undergruppe blandt patienter med oral cancer, der afviger
markant fra majoriteten, bade hvad kgn og lokalisation an-
gar, og det er vanskeligt at pege pa en arsag til tumorudvik-
lingen i denne gruppe.

Vi har fundet det af interesse at undersgge orale karcino-
mer fra 20 non-users for forekomst af humant papillomvirus
(HPV) og for eventuel overekspression af p53 samt at vurde-
re forekomsten af apoptotiske celler, ssmmenlignet med en
kontrolgruppe bestaende af orale karcinomer fra users.

Materiale og metoder

I perioden 1986-90 indgik 161 patienter med oralt karcinom
i en prospektiv undersggelse. Hver patient besvarede et de-
taljeret spogrgeskema for at klarleegge sin eksposition for to-
bak og spiritus. Treogtyve patienter var non-users. For tre pa-
tienters vedkommende var det ikke muligt at fremskaffe
vavsblokke, og disse patienter indgdr siledes ikke i under-
spgelsen. Fra det samlede materiale af users blev der udvalgt
en kontrolgruppe, bestdende af 20 aldersmatchede patien-
ter.

Histologisk evaluering
Der blev fremstillet nye H&E-farvede snit til vurdering og for
at sikre at der fortsat var tumorveeyv i paraffinblokken.

HPV — Der fremstilledes 3-6 snit fra hver veevsblok. Behand-
ling af snittene og forholdsregler for at undga falsk positive
resultater er beskrevet tidligere (7). For at sikre at proverne
indeholdt amplificérbart DNA, blev hver prgve amplificeret
med primere rettet mod et fragment af det humane betaglo-
bingen. PCR for HPV blev udfgrt med konsensusprimere
CPI/CPIL, mod et ~188 bp stort omride af El-regionen (8).
Amplifikaterne blev analyseret ved gelelektroforese (4%
3:1 NueSieve® agarose i TAE-buffer), farvet med ethidium-
bromid og vurderet under UV-gennemlysning. Tilstedevaerel-
sen af et ~188 bp DNA-band blev tolket som at der var HPV-
DNA til stede. Typebestemmelse blev derefter foretaget ved
PCR med primere, specifikke for HPV type 6/11, 16 og 18 (9).
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p53-immunofarvning — Fra de individuelle vaevsblokke blev
skaret 5 um snit der blev monteret pa SuperFrost Plus glas,
torret i 60 min. ved 60 °C, hvorefter paraffinen blev fjernet
med xylen og snittene rehydrerede. Endogen peroxidase-akti-
vitet blev blokeret med 0,5% H,O, i methanol (10 min.), efter-
fulgt af vask i vand og TBS (trisbuffered saline). Snittene blev
herefter anbragt i citratbuffer i mikrobglgeovn og kogt ved 650
W (heat induced epitope retrieval, HIER), 5 min. x 3, afkglet og
vasket i vand. Efter forudgaende blokering med serum inku-
beredes natten over ved 4 °C med p53-antibody D07 (DAKO),
koncentration 1:300, efterfulgt af vask x 2 i TBS. Som detek-
tionssystem anvendtes LSAB som beskrevet (10). Det sekun-
daere antistof (biotinyleret goat anti-mouse E432, DAKO) blev
anvendt i 30 min. efterfulgt af streptavidin-HRP i 30 min.,
hvorefter peroxidaseaktiviteten blev visualiseret med DAB i 20
min. Efter vask og haematoxylin-farvning blev snittene monte-
rede. Efter gennemsyn under lav forstgrrelse blev et repraesen-
tativt omrade undersggt ved 400 x forstgrrelse. Undersggeren
var blindet mht. kliniske data. Procenten af positivt reageren-
de tumorceller blev estimeret, idet man anvendte en semi-
kvantitativ skala fra 0-100%, med 10% per interval. Da det me-
diane antal positive kerner var 40%, blev denne veerdi valgt
som skaeringspunkt.

Apoptosis — DNA i apoptotiske celler blev maerket ved TU-
NEL-teknik (Roche, Danmark), TdT-mediated X-dUTB Nick
End Labelling-teknik. De deparaffinerede og rehydrerede snit
blev inkuberede med terminal deoxynucleotidyl transferase
og dUTP-digoxygenin (DIG), hvorved fragmenteret DNA vil
meerkes, mens intakt DNA forbliver umaerket. Efterfolgende
inkuberedes med anti-DIG-alkalisk fosfatase og fremkaldt
med NBT/BCIP, der giver et blasort praecipitat med alkalisk
fosfatase. Antal apoptotiske celler blev scoret arbitraert som
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Fig. 1. A: Oralt karcinom, H&E, 100x. B: Pavisning af apoptotiske celler. Der ses kun enkelte positive (mgrke) kerner. Ufarvet snit,

0-3, hvor 0 angiver at apoptotiske celler var totalt fravaeren-
de.

Statistiske metoder
Forskelle i scoringsvaerdier blev evalueret med x? test (signi-
fikansniveau 5%).

Resultater

Histologi

I gruppen af karcinomer fra non-users var 18 tumorer epi-
dermoide, én var basaloid og én var verrukgs. For karcino-
mer fra user-gruppen var de tilsvarende tal 16, 4 og 0.

Apoptose — Score var 0,8 og 1,4 i henholdsvis user og non-user-
gruppen (Fig. 1). Forskellen var ikke signifikant.

HPV — Betaglobin kunne amplificeres fra alle prgver, der sa-
ledes alle indeholdt DNA af en amplificérbar kvalitet. Fire af
20 tumorer i non-user-gruppen var positive for HPV: type
6/11 i ét tilfeelde, type 16 i ét tilfeelde, mens typen ikke kun-
ne bestemmes i to tilfaelde. Blandt tumorer fra user-gruppen
var blot én tumor positiv; i denne fandtes HPV type 6/11.
Samme patient havde et larynxkarcinom, som ogsa var posi-
tivt for HPV 6/11. Som helhed blev der pavist HPV i fem af
40 karcinomer (12,5%).

p53 — Tre tumorer fra non-users og syv fra users manglede to-
talt p53-overekspression, dvs. der fandtes ikke reaktion med
den anvendte teknik. Forskellen var ikke signifikant (x> =
2,13). Vi fandt en lidt hojere veerdi af p53-positive kerner i
tumorerne fra non-user-gruppen, idet henholdsvis 12 og otte
havde en score pa eller stgrre end medianveerdien pa 40%.
Denne forskel var imidlertid ikke signifikant.
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TUNEL-reaction. C: Pavisning af p53-overekspression. Der ses en del moderat positive kerner.

Fig. 1. A: Oral carcinoma, hematoxylin Q eosin, x 100. B: Few apoptotic cells (dark nuclei) are demonstrated. Unstaind section, TUNEL-reaction. C:

Demonstration of p53 overexpression. A number of medium-stained positive nuclei are present.
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Diskussion
Der blev i denne undersggelse ikke fundet signifikante for-
skelle mellem orale karcinomer hos users og non-users, hver-
ken mht. forekomst af HPV, p53-expression eller apoptosis.
Hvis de to grupper betragtes samlet, fandtes HPV i fem af
40 tumorer (12,5%). Kun i ét af disse 40 tilfeelde (2,5%) var
der tale om HPV type 16, som ellers er langt den hyppigste
HPV-type, der angives at vare fundet i orale karcinomer (se
artiklen »Virus og cancer Il« i Tandlegebladet 2002; 106: 450-6.
At HPV-typen ikke kunne bestemmes i to tilfeelde vil sige at
resultatet alene bestar i bedgmmelsen af elektroforeseresul-
tatet, efter amplificering med konsensusprimere. Vi har des-
vaerre ikke faciliteter til DNA-sekventering. Fundet af HPV
type 6/11 hos patienten med dobbeltcancer skal tolkes med
forsigtighed, idet kontaminering fra den ene tumor til den
anden ikke kan udelukkes. Forfatternes holdning til HPV
som atiologisk faktor i udviklingen af cancer i hoved-hals-
regionen er staerkt kritisk; imidlertid er der arbejder der ty-
der pa at basaloide karcinomer i hoved-hals-regionen har en
hgj frekvens af HPV-DNA (11,12). Den ene basaloide tumor
der forekom i vort materiale, var netop HPV-16 positiv. Imid-
lertid udger den basaloide karcinomtype kun en mindre del
af samtlige hoved-hals-karcinomer, formentlig omkring 5-
7%. Hvis den basaloide karcinomtype virkelig viser sig at
vaere HPV-relateret, er det svert ikke at parallelisere til for-
holdene omkring vulva-karcinomer; her er det overvejende
de basaloide karcinomer, der indeholder HPV-DNA (13).
Der er tiltagende evidens for at inaktivering af tumor sup-
pressor-genet p53 er en kritisk begivenhed i karcinomudvik-
lingen for mange humane tumorer. Denne inaktivering kan
pavises ved forskellige molekylaerbiologiske teknikker. Inak-
tiveringen kan skyldes punktmutationer som fgrer til dan-
nelse af et funktionelt inaktivt protein med en sterkt for-
mindsket halveringstid, hvilket ved immunhistologisk farv-
ning for p53 vil vise sig som et forgget antal positive kerner,
dvs. p53-overekspression. Imidlertid er det ikke altid at p53-
overekspression (vurderet ved immunfarvning af histologi-
ske snit) skyldes mutationer i p53-genet, idet bl.a. virale pro-
teiner kan binde p53; det geelder saledes HPV E6-protein, og
for HPV 16’s vedkommende kan E6-proteinet ydermere de-
gradere p53. 1 begge tilfeelde resulterer det i manglende
funktion af p53. Da p53 indgér i regulering af apoptosen, vil
bortfald af p53-aktivitet, uanset arsag, kunne betyde at celler
der ellers ville underga normal celledgd, i stedet lever vide-
re; en adfeerd der netop karakteriserer cancerceller. I denne
undersggelse er der dog ikke tegn til at p53-overekspression
skulle veere forarsaget af interaktion med HPV-genproduk-
ter. Inaktivering af p53 kan muligvis veere en prognostisk
faktor ved hoved-hals-karcinom (14,15), men andre studier
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har ikke fundet en sadan sammenhaeng (16). Betydningen af
overekspression af p53 i hoved-hals-karcinomer er saledes
fortsat spekulativ.

English summary

Oral carcinomas — HPV, apoptosis and p53-expression

Most patients with oral carcinomas are users of tobacco
and/or alcohol. However, 15% of the carcinomas occur in
non-users: patients who do not have a regular intake of alco-
hol, and who never smoked. The majority of these patients
are women. Thus, non-users with oral carcinomas differ
from the majority of patients with oral carcinomas, and the
aetiology of the tumours is similarly different. In the present
study we examined carcinomas from 20 non-users for HPV
(by PCR), apoptosis (the TUNEL-reaction, applied to histo-
logical sections) and P53-expression immuno staining. The
results were compared with 20 carcinomas from an age-
matched group. We were unable to demonstrate significant
differences between the two groups. Thus, 54 of 20 tumours
in the non-user group harboured HPV DNA: both type 6/11
and 16 in one case, while the actual type could not be deter-
mined in two cases. In the group of users we found a single
HPV-positive tumor with HPV 6/11 DNA. However, this
particular patient had in addition a laryngeal carcinoma in
which HPV 6/11 had been found, and contamination be-
tween the tumours cannot be excluded. The difference in the
occurrence of HPV DNA in the two groups was not statisti-
cally significant.

Recently, HPV has rather convincingly been connected
with basaloid carcinomas of the pharynx (11), and with bas-
aloid oral carcinomas (12). In this respect it is interesting that
the single HPV 16 positive tumour in this study was of the
basaloid type.

However, basaloid oral carcinomas hardly comprise more
than 5-7% of oral carcinomas, and considering the total
group of oral carcinomas it still seems prudent to maintain a
critical attitude regarding the putative causative role of HPV.
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