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Forekomst av humant papillomvirus
gynnsam faktor vid tonsillcancer

Minskar risken for aterfall och forlanger overlevnadstiden

[[Eftersom det nu finns utsikter att preventiva vacciner mot
humana papillomvirus (HPV) snart nér kliniken [1, 2], riktas
sarskilt stort intresse mot infektioner med HPV och virusets
koppling till uppkomst av cancer. Det mest kdinda sambandet
mellan infektion med HPV och cancer r risken f6r uppkomst
av livmoderhalscancer, eftersom HPV péavisas i néstan all
cervixcancer [3]. Det finns ocksa ett samband mellan HPV-
infektion och risk for cancer i andra regioner, t ex andra typer
av anogenital cancer, hudcancer och vissa former av cancer i
huvud- och halsregionen [3-6]. I denna artikel vill vi belysa
forekomst av HPV i cancer i huvud-halsregionen med fokus
pa tonsillcancer: den form av huvud-halscancer dir HPV of-
tast forekommer.

Forutom hog mortalitet vid cancer i huvud-halsregionen
kan savil tumoren i sig som cancerbehandlingen ge hog mor-
biditet. Viasentliga funktioner som att &ta, tala och andas kan
paverkas, likasé patientens utseende [7]. Cancer i huvud-hals-
regionen behandlas med kirurgi eller strilbehandling eller en
kombination av dessa bada behandlingsmodaliteter. Stralbe-
handling kan ges antingen pre- eller postoperativt. Straldosen
ligger kring 50-68 gray (Gy) och ges som fraktionerad stralte-
rapi § dagar i veckan. Mélet med kirurgisk behandling ar att
med tillrdcklig sikerhetsmarginal ta bort tumérvdvnaden med
minsta mdjliga funktionsforlust for patienten.

Om bot inte kan uppnas fir patienterna palliativ behand-
ling, vilken kan omfatta radioterapi, kemoterapi, smértstil-
lande, nutrition och psykologiskt stéd. Idag ar 5-arséverlev-
naden cirka 30—40 procent vid cancer i huvud-halsregionen,
och 6verlevanden har inte andrats nimnvart de senaste decen-
nierna. Det finns dérfor ett stort behov av att forbattra behand-
lingen och om mdjligt ge patienten en optimal individuell te-
rapi, med minsta mdjliga paverkan pa funktion och utseende.
Dessutom bor ocksd majligheten till nya behandlingsmetoder
undersokas.

Cancer i huvud-halsregionen utgdr 3—4 procent av alla
cancerfall i Sverige, och frekvensen dr dubbelt s& hog hos
mén som hos kvinnor [7]. Totalt 1 000 nya fall av huvud-
—halstumorer diagnostiseras i Sverige varje ér, inklusive can-
cer i matstrupen. Tonsillcancer dr den vanligaste tumorfor-
men i orofarynx. I andra delar av vérlden ar prevalensen hog-
re: it ex Bombay utgor huvud- och halstumoérer 50 procent av
alla cancerfall [8].
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ammanfattat

Humant papillomvirus (HPV), med dominans av
HPV16, pavisas i halften av alla fall av tonsillcancer.

Patienter med HPV16-positiv tonsillcancer har signifi-
kant mindre risk for aterfall och dverlever signifikant
langre an patienter med HPV-negativ tonsillcancer.
Dessutom har patienter med HPV-positiva tumadrer
med >190 HPV16-kopior/tumdorcell langre overlev-
nadstid an patienter med <60 HPV16-kopior/tumdércell.

Patienter med HPV-positiv tonsillcancer har inte batt-
re Overlevnad pa grund av att HPV-positiva tumorer
svarar béattre pa stralterapi an HPV-negativa. Dar-
emot férekommer nagot farre forandringar i arvs-
massan i HPV-positiv tonsillcancer jamfort med HPV-
negativ. Oberoende avtumorens grad av genetisk in-
stabilitet ar HPV en prognostiskt gynnsam markor.

Enintressant teori ar att ettimmunsvar aktiveras mot
viruset, som bidrar till battre 6verlevnad for patienter
med HPV-positiv cancer. Var férhoppning ar att éver-
levnaden for dessa patienter skall forbattras ytterli-
gare med nya HPV-specifika vaccinstrategier samt att
det skall bli méjligt att vaccinera preventivt mot HPV-
positiv tonsillcancer.

De stora skillnaderna i prevalens avseende cancer i hu-
vud-halsregionen talar for att exogena faktorer 4r ansvariga
for deras uppkomst [9]. Den extremt hoga prevalensen i
Bombay forklaras av den i regionen utbredda vanan att tugga
pan (en blandning av tobak, betelndt m m) [8]. Sannolikt for-
klaras upp emot 80—-90 procent av all cancer i huvud—halsre-
gionen av rokning och alkohol [8, 9]. Det finns ett »dos—re-
spons«-forhallande mellan 6kad férbrukning av tobak och al-
kohol och 6kad risk for utveckling av cancer i huvud—halsre-
gionen: mera specifikt i munhélan och struphuvudet [9, 10].
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Figur 1. Antal och procent recidivfria patienter tre ar efter dia-
gnos uppdelat pa stadie enligt TNM-klassificering och fore-
komst av humant papillomvirus (HPV+ respektive HPV-). Totalt
52 patienter ingick i denna studie [5]. (Publiceras med tillstand
fran Wiley.)

Det finns fa studier gillande genetiska riskfaktorer, men de
som finns indikerar att det kan finnas en varierande genetisk
kénslighet for olika exogena riskfaktorer [9].

Andra riskfaktorer som foreslagits ar virus [11]. Ep-
stein—Barr-virus (EBV) var det virus som uppmérksammades
forst da flera rapporter redan fran 1980-talet kunde pavisa fo-
rekomst av EBV inasofarynx hos patienter i sodra Kina [12].
Under senare ar har forekomst av HPV ront 6kat intresse och
pavisats i flera typer av huvud-halstumdrer. Frekvensen
HPV-positiva tumorer varierar med tumorens lokalisation.
Om man inkluderar huvud-halstumérer fran alla anatomiska
lokalisationer kan HPV detekteras i cirka 25—34 procent av
fallen [6, 13]. HPV ir vanligast forekommande i orofarynx-
cancer, exempelvis i tonsillcancer dir det pavisas i mellan 45
och 70 procent av fallen [6, 11, 14, 15].

Fler édn 100 olika HPV-genotyper

Det finns fler &n 100 olika HPV-genotyper [16]. Vissa HPV-
typer ger upphov till vanliga hudvartor (tex HPV1, 2, 4),
medan andra (HPV6 och 11) ger upphov till kondylom och
papillom [3]. Slutligen finns det HPV-typer (HPV16, 18, 31,
33 m fl) som forekommer i maligna tumoérer, dessa klassifi-
ceras som »onkogena HPV« [3].

Alla HPV har dubbelstrangat cirkuldrt DNA, omslutet av
en kapsid med diametern 52—55 nm [16]. Deras genom kan
delas in i tre delar: den tidiga och den sena regionen samt den
langa kontrollregionen. Den l4nga kontrollregionen innefat-
tar startregionen for replikation av virus-DNA, en promotor-
och en enhancer-region.

Den tidiga regionens gener E1, E2, E4-E7 &r viktiga for
HPVs patogenes och transformerande formaga. E1 ér viktig
for virusreplikationen, E2 dr nddvéndig for reglering av vi-
rustranskription, E4 paverkar cellskelettets uppbyggnad, och
Ej5 anses paverka celldelning och de centrala tillvaxtfaktorre-
ceptorerna. Hos »onkogena« HPV dr E6 och E7 klassificera-
de som onkgener och anses sarskilt betydelsefulla fér tumor-
uppkomst. E6 binder det celluldra proteinet p53, och E7 bin-
der det celluldra proteinet pRB. Genom dessa interaktioner
medverkar E6 och E7 till att férhindra cellens reglering av
cellcykeln, vilket i sin tur bidrar till tumdrutvecklingen.
Samma interaktioner sker mycket svagare eller inte alls vid
infektioner med HPV-typer som inte &r onkogena.

Den sena regionens gener kodar for proteinerna L1 och L2
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Sjukdomsspecifik overlevnad i korrelation till virusméangd
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Figur 2. Signifikant béttre éverlevnad hos 6 patienter med >190
HPV(humant papillomvirus)-kopior/tumércell jamfért med 5 pa-
tienter med 10-60 HPV-kopior/cell [21]. (Publiceras med till-
stand fran Wiley.)

i viruskapsiden. L1 dr det dominerande proteinet, och det
kravs 360 molekyler av L1 men enbart 10 L2-molekyler for
att forma viruskapsiden. I likhet med andra kapsidproteiner
fran beslédktade virus (polyomavirus) kan L1 kan bilda virus-
kapsider av sig sjdlva utan hjilp av andra produkter [17]. Det
dr bl a denna férméga som utnyttjats i samband med vaccin-
tillverkning av preventiva vaccin mot HPV16 [18].

Forekomst i cirka hélften av alla tumérer i tonsillerna
Tonsillcancer dr den vanligaste formen av cancer i orofarynx.
Eftersom smé tumorer i tonsillerna ger ringa symtom soker de
flesta patienter sjukvard oftast forst nar tumdren ar i avancerat
stadium och orsakar sviljningssvérigheter, halssmérta eller
vark fran orat [7]. Ofta har tumodren da redan spridit sig till hal-
sens lymfkortlar. En lymfkortelmetastas pé halsen kan ocksa
vara debutsymtom. Tonsillcancer behandlas med fulldos
stralterapi mot primartuméromradet och mot halsens lymf-
kortlar. Resultatet av den kirurgiska behandlingen &r beroen-
de av tumdrens utbredning och eventuella spridning till de lo-
kala lymfkortlarna samt effekten av stralterapin. Patienter
med smé tumdrer (stadium I-II) har en §-arsdverlevnad pa
60—70 procent. Patienter med mer avancerade tumorer (stadi-
um III-IV) har en 5-arsoverlevnad pa 10-25 procent [7].

HPV-DNA har pavisats i 45—70 procent av all tonsillcan-
cer [5, 6, 19]. Variationen beror till stor del pa vilka metoder
som anvénds for detektion av HPV och pa vilken typ av ma-
terial som analysen gors. Det ar littare att detektera HPV i
farskfrusna (-70° C) tumorer dn i tumdrer som varit formalin-
fixerade och paraffininbdddade. Detta beror pa att DNAt
bryts ner i formalinfixerat material och dessutom medfor en
langre forvaring 6kad nedbrytning.

I véra tidiga studier pa Karolinska sjukhuset/Karolinska
institutet var vi hanvisade till paraffininbdddat material, men i
senare studier har analyserna utforts pa farskfruset material. De
vanligaste och kédnsligaste metoderna for att detektera HPV ar
idag HPV-specifik polymeraskedjereaktion (PCR). Tidigare
anvéndes de mindre kénsliga Southern blot- och in situ-hybri-
diseringsteknikerna. Vid analys med PCR kan forsta steget
vara en generell HPV-PCR, dvs en PCR-metod som har moj-
lighet att uppticka flera HPV-typer. Om man pavisar HPV éar
nésta steg att undersoka vilken HPV-typ det dr, t ex med hjdlp
av HPV-specifik PCR- eller DNA-sekvensering.

Forekomst av HPV har undersokts i tumdrbiopsier tagna
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Tabell I. HPV-status i férhallande till komplett behandlings-
effekt vid stralterapi [20].

Behandlingseffekt

Komplett behandlingseffekt
Ej komplett behandlingseffekt 9 (29%) 16 (47%)
Totalt 31(100%) 34 (100%)

Behandlingseffekt evaluerad en manad efter fullféljd stralbehandling.

—_—

HPV+
22 (11%)

HPV-
18 (53%)
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fore behandling fran 84 patienter som fatt dia-
gnosen tonsillcancer vid 6ron-, néds- och halskli-
niken pa Karolinska sjukhuset under 1984-1999
[5, 20]. DNA extraherades fran tumorbiopsierna
pa sedvanligt sétt, och en generell HPV-PCR
(GP5+/GP6+ och om HPV-negativt &dven
Cpl/IIG) anviandes som forsta analysmetod. 1
Darefter har de HPV-positiva proven fran den
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generella PCR-korningen HPV-typbestdmts
med typspecifik PCR och sekvensering. For att
undvika falskt negativa resultat och for att sdker-
stélla att DNA kunnat amplifieras utfordes dven
en PCR (HLA-DQ) for en specifik cellulér gen,
som finns i en kopia i alla humana celler.

Frekvensen HPV var i vart material 46 pro-
cent (39/84). Det fanns en inte ovéntad skillnad i HPV-fre-
kvens nér parafininbaddat (43,5 procent) och farskfruset (55
procent) material anviandes. Majoriteten av de HPV-positiva
proven (37/39) var HPV16-positiva, 1 prov hade en dubbel-
infektion av HPV16 och 33, och 1 prov var enbart HPV33-
positivt.

Prognostiskt gynnsam faktor

I en av vara studier undersoktes om HPV kunde anvéndas
som prognostisk faktor [5]. Hos 26 av 60 patienter med ton-
sillcancer detekterades HPV. I denna studie kunde 52 patien-
ter (23 HPV-positiva, 29 HPV-negativa) evalueras med hin-
syn till om de var recidivfria tre &r efter diagnos. Atta patien-
ter kunde inte inkluderas, eftersom de dog av annan anledning
an tonsillcancer eller av okdnd orsak inom tre ar efter diagnos.
Vi kunde visa att 52 procent av patienterna med HPV-positiv
tonsillcancer var tumdrfria tre ar efter diagnos, jamfort med
endast 21 procent av patienterna med HPV-negativa tumorer
(P=0,025) (Figur 1). Notera dock att i stadium I &r prognosen
god for alla patienter. Enligt Kaplan—-Meier-6verlevnadsana-
lys hade patienterna med HPV-positiv tonsillcancer signifi-
kant hogre 5-arsdverlevnad jamfort med patienter med HPV-
negativa tumorer (53,5 procent jamfort med 31,5 procent,
P=0,047; log rank-test).

HPV var séledes en prognostiskt positiv faktor och det oav-
sett stadium, kdrtelmetastasstatus, &lder eller kon (P=0,023;
Cox multivariatanalys). HPV har dérefter visat sig vara en pro-
gnostiskt positiv faktor i flera studier [6, 19, 21, 22].

I en senare studie, omfattande 22 patienter, undersoktes
om patienternas prognos paverkades av hur manga kopior av
HPV som fanns i tumérerna [21]. HPV kvantifierades med en
HPV16-specifik kvantitativ PCR. Totalt 11 av de 22 tumorer-
na var HPV16-positiva, och antalet viruskopior/cell under-
soktes. Det visade sig att de HPV-positiva tumorerna kunde
delas in i tva grupper beroende pa viruskopior/cell. Antalet
viruskopior/cell i tumdrerna var antingen i tiotal rdknat
(10-60) eller fran cirka 200 upp till flera tusen kopior/cell
(190-15 400), men ingen av tumdrerna hade viruskopieantal
daremellan (60-190). Patienter (6 stycken) med tonsillcancer
med >190 HPV16-kopior/cell 6verlevde langre &n patienter
(5 stycken) med <60 HPV16-kopior/cell (P=0,039; log rank-
test) (Figur 2). Det dr mojligt att ett starkare immunsvar ge-
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Figur 3. CGH-profiler pa 15 HPV-positiva (rosa) och 10 HPV-negativa (bla)
tonsilltumdrer. Stapel till hbger om kromosomerna indikerar att regionen
finns i fler kopior i tumér-DNA &n i normal-DNA och stapel till vdnster att an-
talet kopior av regionen &r farre i tumér-DNA &n i normal-DNA [22].
(Publiceras med tillstand fran Wiley.)

nereras mot de tumoérceller som innehaller mycket virus, vil-
ket kan forklara varfor patienter med mycket virus i sina tu-
morer lever langre.

Relation till stralkénslighet
For att studera om det positiva utfallet av HPV pa 6verlevnad
i tonsillcancer berodde pé 6kad stralkénslighet hos HPV-posi-
tiv tonsillcancer undersoktes 40 patienter med tonsillcancer
(21 patienter vars tumorer svarat helt pa stralterapi och 19 pa-
tienter vars tumdrer inte svarat helt eller aterkommit efter
stralterapi) [19]. Patienternas tumoérer analyserades med PCR
avseende HPV och med immunhistokemi avseende overut-
tryck av p53 med avsikt att undersdka om tumorens stralkéns-
lighet berodde pa HPV-forekomst och/eller p53-status.
Forekomst av 6veruttryck av p53 kan vara ett tecken pa mute-
rat p53, eftersom p53 normalt har en kort halveringstid [23].
Det fanns ingen skillnad avseende forekomst av HPV el-
ler p53-status mellan de mycket stralningskansliga och de
mindre stralningskénsliga tumoérerna. En skillnad i stralkdns-
lighet mellan HPV-positiva och -negativa tonsilltumorer
kunde sdledes inte pavisas. Nar studien utvidgades till att in-
nefatta 65 patienter kunde en tendens, men inte nagon signi-
fikant skillnad, pavisas [20]. I Tabell I visas hur 71 procent
av patienterna med HPV-positiva tumoérer svarade pa stralte-
rapi jamfort med hur 53 procent av patienterna med HPV-ne-
gativa tumdrer (P=0,134; c2-test) svarade. Patienter som fick
stralterapi postoperativt har exkluderats. Det dr m6jligt att det
kan pavisas en liten skillnad om materialet utokas ytterligare,
men troligen &r skillnad i stralkénslighet mellan HPV-positi-
va och -negativa tumdrer inte huvudanledningen till att pati-
enter med HPV-positiva tonsilltumérer dverlever ldngre. 1
bada studierna 6verlevde patienter med HPV-positiva tumo-
rer langre [19, 21].

Paverkan pa det celluldra genomet

Det finns tydliga skillnader i 6verlevnad hos patienter med
HPV-positiva och -negativa tonsilltumérer. For att finna moj-
liga forklaringar undersoktes ett antal tumdrer avseende kro-
mosomuppsattning [22] med »comparative genomic hybridi-
sation« (CGH), som dr en teknik dar man kan se om det finns
kromosomregioner som fordndrats i samband med tumor-
bildningen. Tumoérerna undersoktes ocksd med avseende pé
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genetisk instabilitet (aneuploidi) med »image cytometry«
(IC) DNA-analys [24].

Det visade sig att HPV-positiva tumoérer generellt sett
hade farre komosomforindringar (firre kromosomregioner
hade duplikationer/deletioner) &n HPV-negativa tumdrer. Av
25 tumorer som analyserats med CGH var 15 HPV-positiva,
och det fanns vissa signifikanta skillnader mellan HPV-posi-
tiva och -negativa tumorer (Figur 3). Skillnaderna fanns i tva
regioner: dels pa den langa armen av kromosom 3, dels pa den
langa armen av kromosom 11. Okning av 3q24-qter var sig-
nifikant vanligare (P=0,049) i HPV-positiva tumdrer, och f6-
rekomst av 7q11.2-q22-0kning fanns enbart pA HPV-negati-
va tumorer (P=0,017).

Aven i denna studie var patientdverlevnaden bittre for pa-
tienter med HPV-positiva tumoérer (P=0,002) [22]. Tonsill-
cancer visade en hog grad av aneuploidi med IC oavsett HPV-
status, men HPV-positiv tonsillcancer visade en mindre grad
av aneuploidi jamfort med HPV-negativ tonsillcancer [24].
Oavsett grad av aneuploidi hade patienter med HPV-positiv
tonsillcancer battre dverlevnad dn patienter med HPV-nega-
tiv [24]

Behandling med antivirusvaccin

Sammanfattningsvis forekommer HPV i cirka hilften av all
tonsillcancer och &r en prognostiskt gynnsam faktor [5, 19,
21, 22]. Skillnaden i prognos mellan HPV-positiva och HPV-
negativa tumorer kan bero pé att de har olika tumdrbiologi,
som reflekteras i skillnaden i genetisk instabilitet. Det faktum
att patienter med manga HPV-kopior i sina tumorer lever sig-
nifikant langre kan dock tyda pa att det finns ett immunsvar
mot viruset som bidrar till den béttre 6verlevnaden.

Detta eventuella immunsvar skulle kunna forbéttras ytter-
ligare. Behandlingsstudier med HPV-baserat vaccin av pati-
enter med HPV-positiv livmoderhalscancer pagar i bla
Nederldanderna [Cornelius Melief, Leiden, Nederldnderna,
pers medd, 2004]. Det skulle vara angelédget att utfora en sa-
dan studie pa patienter med HPV-positiv tonsillcancer. For
framtida generationer &r preventiv vaccinering mot exempel-
vis HPV16 att foredra. Vaccinstudier som bygger pa virus-
kapsidkomponenter, i form av »viruslika partiklar«, pagar
och skulle i framtiden kunna férhindra utveckling av cervix-
cancer och kanske ocksd HPV-positiv tonsillcancer.

%

Potentiella bindningar eller javsférhallanden: Inga uppgivna.
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SUMMARY

The purpose of this article is to review the current knowledge on the status and
significance of human papillomavirus (HPV) intonsillar cancer. Current data de-
monstrate that approximately half of all tonsillar cancer is HPV positive.
Moreover, patientswith HPV positive cancer have alessrisk of relapse and have
alonger survival compared to patients with HPV negative tonsillar cancer. The
longer survival isnot dependent on that HPV positivetonsillar cancer ismore sen-
sitive to radiation therapy. However, in general HPV positive cancer exhibitsless
genetic instability in that it has alesser degree of aneuploidy and fewer chromo-
somal aberrations when compared to HPV negative tonsillar cancer.
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